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Resumo

Introducdao: A Glomerulopatia membra-
nosa (GM) é uma das principais causas
da sindrome nefrética. O sistema do com-
plemento desempenha um papel chave na
fisiopatologia do GM. Objetivos: Identi-
ficar a via do complemento possivelmente
ativada nos casos de GM e correlacionar a
presenca de C4d com marcadores clinicos
e histolégicos mais graves. Métodos: Fo-
ram investigados 69 casos de biopsia renal
com GM. A presenga de Clq foi analisada
por imunofluorescéncia direta e a expres-
sdo de C4d por imunohistoquimica. Dados
clinicos e epidemioldgicos foram obtidos
mediante solicitagdo de bidpsia renal. Re-
sultados: A presenca de glomerulosclerose
segmentar focal, glomeruloesclerose global,
leses vasculares e fibrose tubulointersticial
foi coletada por relato anatomopatoldgi-
co. C4d (+) foi encontrado em 58 (84%), e
Clq (+) foi encontrado em 12 (17%) casos.
Doze pacientes tinham C4d (+)/Clq (+),
46 tinham C4d (+)/Clq (-) e 11 pacientes
tinham C4d (-)/C1q (-), indicando provavel-
mente a ativacdo da via cldssica, da lectina e
da alternativa, respectivamente. Conclusao:
O C4d foi associado ao aumento da fibrose
intersticial, mas nio com marcador clinico
de mau progndstico. Através da deposi¢ao
de C4d e Clq, demonstrou-se que todas as
vias do complemento podem estar envolvi-
das em GM, destacando a via da lectina. A
presenca de C4d tem sido associada a lesdes
tubulointersticiais graves, mas nio com
marcadores clinicos, ou pode ser tomada
como um marcador universal de todos os
casos de GM.

Palavras-chave: enzimas ativadoras do
complemento; glomerulonefrite membra-
nosa; proteinas do sistema complemento.

ABSTRACT

Introduction: Membranous nephropa-
thy (MN) is one of the major causes of
nephrotic syndrome. The complement
system plays a key role in the pathophysi-
ology of MN. Objectives: To identify the
complement pathway possibly activated
in MN cases and correlate the presence
of C4d with more severe clinical and his-
tological markers. Methods: Sixty nine
cases from renal biopsy with membranous
nephropathy were investigated. The pres-
ence of Clq was analyzed by direct im-
munofluorescence; and expression of C4d
by immunohistochemistry. Clinical and
epidemiological data were obtained upon
biopsy request. Results: The presence of
focal segmental glomerulosclerosis, global
glomerulosclerosis, vascular lesions and
tubulointerstitial fibrosis were collected
by anatomopathological report. C4d(+)
was found in 58 (84%), and Clq(+) was
found in 12 (17%) of the cases. Twelve
patients had C4d(+)/Clq(+), 46 had
C4d(+)/C1q(-), and 11 patients had C4d(-
)/C1q(-), probably indicating the activa-
tion of the classical, lectin and alternative
pathways, respectively. Conclusion: C4d
was associated with increased interstitial
fibrosis, but not with clinical markers of
poor prognosis. Through the deposition
of C4d and C1q we demonstrated that all
complement pathways may be involved in
MN, highlighting the lectin pathway. The
presence of C4d has been associated with
severe tubulointerstitial lesions, but not
with clinical markers, or can be taken as a
universal marker of all cases of MN.
Keywords: complement activating enz-
imes; complement system proteins; glo-
merulonephritis, membranous.



INTRODUCAO

A nefropatia membranosa (NM) é uma das principais
causas de sindrome nefrética em adultos. Tem um
curso clinico varidvel, e um terco dos pacientes evolui
para a doenga renal terminal.!

A idade mais avancada, a insuficiéncia renal no
diagnéstico, a intensidade da proteindria, glomerulo-
esclerose, lesoes vasculares e fibrose tubulointersticial
estdo associadas a um mau progndstico.> Assim, o co-
nhecimento de marcadores clinicos e histoldgicos de
gravidade e prognostico € essencial para uma aborda-
gem terapéutica otimizada.’

A NM ocorre devido a deposi¢ao in situ de anti-
corpos contra antigenos podocitdrios, e estudos su-
gerem que o receptor de fosforizasse A2 tipo M é um
dos principais antigenos envolvidos, responsavel por
70% dos casos de NM primadria.! Esses complexos
imunes ativam o sistema do complemento (SC) e es-
tdo associados a lesdo podocitaria, proteintria e con-
sequente insuficiéncia renal.*

O SC pode ser ativado por trés vias: (1) a via clas-
sica, ligando imunoglobulinas ao patdgeno e ativagio
Clq; (2) a via da lecitina, em que as proteinas plas-
maticas da familia da colecitina (proteinas de ligag¢io
ao manose - MBLs e ficolinas) se ligam as imunoglo-
bulinas; e (3) a via alternativa, que é constantemen-
te ativada em niveis baixos, resultando em hidrélise
espontanea do componente C3.° A ativacdo de qual-
quer uma dessas trés vias leva a formag¢io do comple-
x0 de ataque da membrana (C5b-9), que promove o
dano da membrana da célula alvo.

O sistema do complemento é critico para o de-
senvolvimento de varias glomerulopatias.® Na NM, a
citotoxicidade mediada pelo sistema do complemento
tem sido implicada como um fator importante devido
a funcdo efetora do C5b-9, que é encontrada no rim e
na urina de pacientes com NM.” Na NM primdria, a
IgG4 é a principal imunoglobulina depositada no rim,
e a teoria classica sugere que ndo liga Clq e, portanto,
ndo leva a ativacdo da via cldssica, mas na via da le-
citina.® Além disso, demonstrou-se a liga¢ao direta de
MBL ao IgG4-PLA2R.’ No entanto, existem relatos
de casos e estudos experimentais em que a expressao
de outras subclasses de IgG e a presenca de compo-
nentes de outras vias de complemento foram observa-
das na NM;!'*!? assim, ainda nio existe um consenso
sobre qual via do complemento é mais ativada.’

Expressao de C4d na nefropatia membranosa

O C4d é um produto da degradacdo do C4 durante
a ativacdo das vias cldssicas e da via da lecitina do siste-
ma do complemento, e por causa de suas fortes ligagdes
covalentes ao tecido, ele tem sido usado como marcador
da resposta mediada por anticorpos e da ativacdo do sis-
tema do complemento.'® A aplicagdo clinica classica do
C4d esta no diagndstico de rejeigio mediada por anticor-
pos, mas tem sido utilizada em glomerulopatias como
marcador de ativacio do complemento e pior prognds-
tico."* Embora esses estudos mostrem alta positividade
para C4d na NM,''¢ ndo ha estudos que avaliem sua
correlagdo com marcadores clinicos e histologicos.

Dada a importancia da participacdo do sistema
do completo na NM, este estudo teve como objetivo
avaliar os casos de NM em relagio a expressio de
C4d, identificando a via do complemento possivel-
mente ativada e correlacionando a presenca de C4d
com marcadores clinicos e histolégicos mais severos.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro,
numero de aprovagdo 999. Os casos em que os individu-
os foram diagnosticados com NM foram selecionados de
arquivos de bidpsia renal do Servigo de Nefropatologia/
Patologia Geral da UFTM de 1996 a 2012. Os diagnds-
ticos foram feitos pelo mesmo nefropatologista, e foram
confirmados por microscopia Optica e andlise por imu-
nofluorescéncia, bem como anilise eletronica.

Foram excluidos casos provaveis de NM secunda-
ria, bem como casos com dados clinicos incompletos,
nos quais houve dep6sito de todas as imunoglobuli-
nas, depdsitos mesangiais e casos sem representagio
histolégica a microscopia 6ptica ou imunofluorescén-
cia. No total, 69 casos foram estudados.

Dados clinicos e epidemiolégicos, como género,
idade, etnia, presenca ou auséncia de hipertensio ar-
terial sistémica (HAS), presen¢a ou auséncia de insu-
ficiéncia renal (IR), presenga ou auséncia de proteinu-
ria nefrotica (PN) e proteinturia média (g/24h) foram
obtidos apds solicitagdo de bidpsia.

A HAS foi definida como valores de pressdo san-
guinea > 140 x 90mmHg e/ou quando o paciente es-
tivesse em uso de drogas anti-hipertensivas. A IR foi
definida como clearance de creatinina < 60 ml/min,
que foi calculado usando a equacao CKD-EPIL. PN foi
considerada quando > 3.5g/24h.
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O relatdrio anatomopatoldgico permitiu a coleta
dos seguintes dados histologicos: presenga ou ausén-
cia de glomeruloesclerose segmentar focal (GESF),
presenca ou auséncia de glomeruloesclerose global
(GG) > 10%, lesdes vasculares (hialinose arteriolar
e espessamento fibroeldstico da intima) e fibrose tu-
bulointersticial (EI/TF); os dois tltimos foram clas-
sificados em: ausentes (0), leve (1), moderada (2) ou
grave (3). O estagio de NM também foi classificado
de acordo com os critérios de Ehrenreich e Churg.

A presenga de Clq foi analisada por imunofluo-
rescéncia direta, por meio da resposta policlonal de
anticorpo complemento C1q complemento de coelho
(1: 5, Dako®, Inc., Glostrup, Dinamarca).

A expressdo de C4d foi avaliada por imuno-his-
toquimica, utilizando a técnica da imunoperoxidase.
Em seguida, as [aminas foram desparafinadas e hidra-
tadas, e a recupera¢io do antigeno foi realizada em
uma camara de Pascal pressio (Dako®, Dinamarca) a
121°C e 18 psi. Apds a incubagdo com anticorpo pri-
mario anti-C4d (1: 600, ALPCO®, Salem, NH, EUA),
as laminas foram processadas usando-se o Novolink
Max Polymer Kit (Leica Microsystems, Inc., Wetzlar,
Alemanha) como anticorpo secundario e diaminoben-
zidina (Dako®, Dinamarca).

A imunocoloracio para C4d foi considerada
positiva em casos com mais de 50% de glomérulos
marcados.

Para a analise estatistica, os dados foram inseridos
em uma planilha do Microsoft Excel e posteriormente
analisados usando o software GraphPad Prism ver-
sd0 5.0 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, EUA).
As varidveis foram testadas para distribui¢io normal
usando o teste de Kolmogorov-Smirnov, e a andli-
se de homogeneidade também foi realizada. O teste
ANOVA foi utilizado para comparagdes entre trés
ou mais grupos de varidveis paramétricas, o teste de
Kruskal-Wallis H foi utilizado para comparacio entre
trés ou mais grupos de varidveis nio paramétricas, o
teste-t de Student foi utilizado para comparacio entre
dois grupos de varidveis paramétricas, O teste U de
Mann-Whitney foi utilizado para comparagdo entre
dois grupos de varidveis nio-paramétricas; e o Qui-
quadrado (X2) e o teste exato de Fisher foram usados
para comparar proporgdes, ou seja, varidveis quali-
tativas. As diferencas foram consideradas estatistica-
mente significativas quando “p” foi inferior a 5% (p
< 0,05).
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REesuLTADOS

A idade média foi de 46,91 anos (13-80 anos). Destes
casos, 44 pacientes (64%) tinham mais de 40 anos.
Quarenta e quatro (63,8%) pacientes eram do sexo
masculino e 52 (75,3%) eram caucasianos.

Quanto aos achados clinicos, 11 pacientes (15,9%)
apresentavam insuficiéncia renal no momento da bi-
Opsia. HAS foi encontrada em 39 pacientes (53,6%) e
PN foi encontrada em 42 pacientes (60,1%). O valor
médio da proteintria foi de 5,04 = 3,7g/24h.

Os dados histopatoldgicos relativos aos estadios
da NM, GESF, GG, lesoes vasculares, EI/TF, deposi-
¢do de Clq e C4d sdo detalhados na Tabela 1.

O C4d foi positivo em 58 (84%) casos (Figura 1).
Destes, 12 pacientes (17%) também apresentaram de-
posicio de Clq (sem deposi¢io de imunoglobulinas
ou dep0sitos mesangiais), indicando casos provaveis
e ativacdo da via cldssica do complemento. Em 46 ca-
sos (67%), apenas o C4d foi positivo, indicando a
ativacdo da via da lecitina do SC.

Em 11 casos (16%) ambos C4d e Clq foram ne-
gativos, indicando uma provavel ativa¢io continua
do caminho alternativo. Assim, a via lecitina (Clq-
C4d +) foi mais ativada do que a via cldssica (Clq +
C4d +) e a via alternativa (C1q-C4d-) na amostra do
estudo.

Os casos C4d (+) ndo apresentaram maior preva-
léncia de insuficiéncia renal (p = 0,364), hipertensio
sistémica (p = 0,743), proteinuria nefrotica (p = 1) ou
maiores valores médios de proteindria (U = 270; p =
0,431) em comparagdo com os casos C4d (-).

Ao analisar a presenca de C4d com marcadores
histologicos, maior GS médio (U = 42, p = 0,202),
presenca de FSGS (p = 0,49) ou mais lesdo vascular
grave (X2 = 0,92; p = 0,82) ndo foram observados na
Casos C4d (+) em comparacdo com os casos C4d (-).
Quanto a lesdo tubulointersticial, os casos positivos
de C4d apresentaram maiores graus de IF/TA (mo-
derado ou grave) comparados aos casos negativos de
C4d (p < 0,001) (Figura 2).

DiscussAo

A NM € uma das principais glomerulopatias, e tem
sido objeto de varios estudos destinados a melhor
compreensdo da sua fisiopatologia desde a déca-
da de 1950, de modo que melhoraram as opgdes de
tratamento.!”



Expressao de C4d na nefropatia membranosa

TaBetA 1 DADOS HISTOPATOLOGICOS E DEPOSICAO DE C4D E C1Q EM PACIENTES COM NEFROPATIA MEMBRANOSA

n (%)
1 25 (36)
Nefropatia membranosa (estagio) 2 37 (54)
3 7 (10)
Sim 20 (29)
Glomeruloesclerose Segmentar Focal ~
Nao 49 (71)
Sim 23 (33)
Esclerose Glomerular > 10% ~
Nao 46 (67)
Ausente 10 (14)
- e Discreto 24 (35)
Lesao Vascular (Classificagao)
Moderado 17 (25)
Severo 18 (26)
Ausente 14 (20.2)
Fibrose Intersticial e Atrofia Tubular Discreto 42 (60.8)
(Classificagéo) Moderado 12 (17.3)
Severo 1(1.4)
Ausente 11 (16)
C4d
Presente 58 (84)
Ausente 57 (83)
Clq
Ausente 12 (17)

Figura 1. Imuno-marcacao de C4d no rim de pacientes com nefropatia membranosa: (A) Imuno-marcacdo de C4d no controle positivo com nefrite
|Upica (400x); (B) Imuno-marcacao de C4d em um caso com C4d positivo (800x).

Embora muitos estudos tenham se concentrado na
descoberta do antigeno alvo, hoje em dia a atengio
se voltou para os mecanismos efetores da lesdo po-
docitdria, particularmente a ativacdo do sistema do
complemento e o papel das diferentes citocinas.

Nesta amostra, predominaram
masculinos caucasianos mais velhos (64% maio-

individuos

res de 40 anos), o que estd de acordo com ou-
tros estudos.'® Encontramos niveis semelhantes de

hipertensdo e insuficiéncia renal, e niveis ligeiramente
mais baixos de sindrome nefrética quando compara-
dos aos relatados na literatura.” Além disso, houve
uma maior distribuicao de casos nos estagios 1 e 2, o
que foi também relatado por um grupo espanhol de
pesquisadores,'® mas diferente de outros estudos nos
quais os estagios 2 e 3 prevaleceram.!?

Em relagdo as lesdes histoldgicas, a glomeruloescle-
rose segmentar focal (20-29%) e a glomeruloesclerose
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Figura 2. Intensidade da fibrose intersticial/atrofia tubular (FI/AT) de
acordo com a deposicao de C4d nos rins de pacientes com nefropatia
membranosa: FI/AT foi moderada ou grave nos pacientes C4d- positivos,
guando comparados aos pacientes C4d-negativos (p < 0,001).
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global > 10% (23 - 33%) foram menos prevalentes,
bem como lesdes tubulointersticiais moderadas ou
graves (13 - 19%). Graus mais elevados de lesoes vas-
culares moderadas ou graves (35 - 51%) foram obser-
vados nesta amostra.

Outros estudos que analisaram alteragoes morfo-
légicas em pacientes com NM apresentaram diferentes
achados. Chen et al., avaliaram 129 pacientes com NM
e descobriram que 10% dos casos tinham GESE, 75%
apresentavam aterosclerose moderada ou grave, e 33%
tinham fibrose tubulointersticial moderada ou grave®.
Por outro lado, em um estudo de Troyanov et al., com-
posto por 389 casos de NM, houve associacdo de lesdes
vasculares (em 25% dos casos, moderados ou graves) e
fibrose intersticial (moderada a grave em 18%).1

Sabe-se que o sistema do complemento desempenha
um papel fundamental na fisiopatologia da NM, no en-
tanto, as evidéncias sobre a qual a via do complemento
especifico predominam na MN ainda ndo sdo conclusi-
vas.2! C4d foi positivo em 58 (84%) casos neste estudo.
No entanto, houve casos mais positivos, entre 92 e 100 %,
em outros estudos que também investigaram a ocorréncia
de C4d em NM.'>1622 Em um estudo de Song et al., A
deposicio de C4 nio foi observada nos casos de NM pri-
maria, ao contrario dos casos de NM secundaria ao lupus
eritematoso sistémico.? Diferentes metodologias podem
explicar tais discrepancias.” O ntimero de casos avaliados
também foi diferente; houve um maior nimero de casos
neste estudo do que nos estudos acima mencionados.

Nio s6 C4d, mas também C1q foi positivo em 12 ca-
sos (17%), o que pode indicar uma participa¢io poten-
cial da via classica. Um caso de NM recorrente foi rela-
tado recentemente apds transplante renal, em que foram
observados depodsitos de IgG3 e Clq, indicando um pos-
sivel envolvimento da via cldssica na lesdo glomerular.
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Em um estudo de Segawa et al., O padrio de NM
segmentar foi encontrado em 6/16 casos, e foi tam-
bém associado a deposi¢io de Clq e IgG3." Obana
et al., também encontraram a presenga de C1q em ca-
sos de NM segmentar.?* Em outro estudo, a subclasse
IgG1 predominou sobre a IgG4 nos estagios I e II de
NM, indicando que a via cldssica pode estar presente
nas lesdes iniciais da NM.!2

Nio houve depésitos de C4d ou Clq em 11 pa-
cientes (16%). Nestes casos, concluimos que a ati-
vacdo da via alternativa do complemento pode estar
ocorrendo. Segawa et al., descobriram que alguns pa-
cientes também foram positivos para o fator B, um
marcador da via alternativa,'’ e esse achado também
foi observado quando a imunocoloragdo para todas
as imunoglobulinas e fatores do complemento foi rea-
lizada em casos de NM em outro estudo.’

Recentemente, Bally et al relataram um caso de
NM primdria em um paciente com deficiéncia de
MBL, depésitos de IgG4 intensos, PLA2R e fator B e
depésitos fracos de Clq e C4d, indicando a ativagio
da via alternativa do complemento neste caso.?

Em modelos experimentais de NM, a lesio glome-
rular ocorreu provavelmente devido a auséncia, disfun-
¢do ou inibi¢do das proteinas contra-reguladoras da via
alternativa do complemento.!® Assim, é possivel que a
IgG desencadeie essas lesdes ativando a via classica do
complemento, levando a ativagdo da via alternativa e,
especialmente, a via da lecitina mais tarde.”

Portanto, como se observa neste estudo, acredita-
-se que a via da lecitina seja predominante nos casos
de NM,%2¢ embora possa haver casos em que a ativa-
¢ao das outras vias também é desencadeada.

O que pode explicar a ndo uniformidade das vias
de ativacdo do sistema do complemento é o fato de
que pode haver outros antigenos (como trombospon-
dina, albumina de soro bovino, superéxido dismutase
2 e aldose redutase) do que apenas PLA2R na NM,
cujos mecanismos de lesdo renal nio sio completa-
mente conhecidos.!>?7%

Nesta amostra, o C4d nio foi associado a mar-
cadores clinicos de gravidade ou pior progndstico. A
andlise histolégica permitiu a associa¢do da presenca
de C4d com aumento da fibrose tubulointersticial.
Nio ha relatos na literatura que associam o C4d a
marcadores clinicos e/ou histologicos de NM, mas
isso é observado em outras glomerulopatias. Na ne-
fropatia por IgA, a presenca de C4d foi associada a
piores progndsticos. '



CoNcLUsAO

Concluimos que a expressdo de C4d é importante nos
casos de NM, indicando a participa¢iao do SC na fi-
siopatologia das lesdes glomerulares. Embora a via da
lecitina pareca ser a mais prevalente, a participacdo
das vias cldssica e alternativa foi possivel. A presenca
de C4d tem sido associada a lesdes tubulointersticiais
mais severas. Mais estudos sobre o sistema do com-
plemento na NM sdo necessirios para proporcionar
uma melhor compreensio da sua fisiopatologia e uma
abordagem clinica ideal.
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