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Sistema complemento e expressão de C4d em casos de 
glomerulopatia membranosa

Complement System and C4d expression in cases of Membranous 
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Introdução: A Glomerulopatia membra-
nosa (GM) é uma das principais causas 
da síndrome nefrótica. 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 
presença de C4d com marcadores clínicos 
e histológicos mais graves. Métodos: Fo-
ram investigados 69 casos de biópsia renal 
com GM. A presença de C1q foi analisada 
por imunofluorescência direta e a expres-
são de C4d por imunohistoquímica. Dados 
clínicos e epidemiológicos foram obtidos 
mediante solicitação de biópsia renal. Re-
sultados: A presença de glomerulosclerose 
segmentar focal, glomeruloesclerose global, 
lesões vasculares e fibrose tubulointersticial 
foi coletada por relato anatomopatológi-
co. C4d (+) foi encontrado em 58 (84%), e 
C1q (+) foi encontrado em 12 (17%) casos. 
Doze pacientes tinham C4d (+)/C1q (+), 
46 tinham C4d (+)/C1q (-) e 11 pacientes 
tinham C4d (-)/C1q (-), indicando provavel-
mente a ativação da via clássica, da lectina e 
da alternativa, respectivamente. Conclusão: 
O C4d foi associado ao aumento da fibrose 
intersticial, mas não com marcador clínico 
de mau prognóstico. Através da deposição 
de C4d e C1q, demonstrou-se que todas as 
vias do complemento podem estar envolvi-
das em GM, destacando a via da lectina. A 
presença de C4d tem sido associada a lesões 
tubulointersticiais graves, mas não com 
marcadores clínicos, ou pode ser tomada 
como um marcador universal de todos os 
casos de GM.

Resumo

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

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 C1q 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 C1q(+) was 
found in 12 (17%) of the cases. Twelve 
patients had C4d(+)/C1q(+), 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.

Abstract

Keywords: complement activating enz-
imes; complement system proteins; glo-
merulonephritis, membranous.
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Introdução

A nefropatia membranosa (NM) é uma das principais 
causas de síndrome nefrótica em adultos. Tem um 
curso clínico variável, e um terço dos pacientes evolui 
para a doença renal terminal.1

A idade mais avançada, a insuficiência renal no 
diagnóstico, a intensidade da proteinúria, glomerulo-
esclerose, lesões vasculares e fibrose tubulointersticial 
estão associadas a um mau prognóstico.2 Assim, o co-
nhecimento de marcadores clínicos e histológicos de 
gravidade e prognóstico é essencial para uma aborda-
gem terapêutica otimizada.3

A NM ocorre devido à deposição in situ de anti-
corpos contra antígenos podocitários, e estudos su-
gerem que o receptor de fosforizasse A2 tipo M é um 
dos principais antígenos envolvidos, responsável por 
70% dos casos de NM primária.1 Esses complexos 
imunes ativam o sistema do complemento (SC) e es-
tão associados à lesão podocitária, proteinúria e con-
sequente insuficiência renal.4

O SC pode ser ativado por três vias: (1) a via clás-
sica, ligando imunoglobulinas ao patógeno e ativação 
C1q; (2) a via da lecitina, em que as proteínas plas-
máticas da família da colecitina (proteínas de ligação 
ao manose - MBLs e ficolinas) se ligam às imunoglo-
bulinas; e (3) a via alternativa, que é constantemen-
te ativada em níveis baixos, resultando em hidrólise 
espontânea do componente C3.5 A ativação de qual-
quer uma dessas três vias leva à formação do comple-
xo de ataque da membrana (C5b-9), que promove o 
dano da membrana da célula alvo.6

O sistema do complemento é crítico para o de-
senvolvimento de várias glomerulopatias.6 Na NM, a 
citotoxicidade mediada pelo sistema do complemento 
tem sido implicada como um fator importante devido 
à função efetora do C5b-9, que é encontrada no rim e 
na urina de pacientes com NM.7 Na NM primária, a 
IgG4 é a principal imunoglobulina depositada no rim, 
e a teoria clássica sugere que não liga C1q e, portanto, 
não leva à ativação da via clássica, mas na via da le-
citina.8 Além disso, demonstrou-se a ligação direta de 
MBL ao IgG4-PLA2R.9 No entanto, existem relatos 
de casos e estudos experimentais em que a expressão 
de outras subclasses de IgG e a presença de compo-
nentes de outras vias de complemento foram observa-
das na NM;10-12 assim, ainda não existe um consenso 
sobre qual via do complemento é mais ativada.7

O C4d é um produto da degradação do C4 durante 
a ativação das vias clássicas e da via da lecitina do siste-
ma do complemento, e por causa de suas fortes ligações 
covalentes ao tecido, ele tem sido usado como marcador 
da resposta mediada por anticorpos e da ativação do sis-
tema do complemento.13 A aplicação clínica clássica do 
C4d está no diagnóstico de rejeição mediada por anticor-
pos,13 mas tem sido utilizada em glomerulopatias como 
marcador de ativação do complemento e pior prognós-
tico.14 Embora esses estudos mostrem alta positividade 
para C4d na NM,15,16 não há estudos que avaliem sua 
correlação com marcadores clínicos e histológicos.

Dada a importância da participação do sistema 
do completo na NM, este estudo teve como objetivo 
avaliar os casos de NM em relação à expressão de 
C4d, identificando a via do complemento possivel-
mente ativada e correlacionando a presença de C4d 
com marcadores clínicos e histológicos mais severos.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade Federal do Triângulo Mineiro, 
número de aprovação 999. Os casos em que os indivídu-
os foram diagnosticados com NM foram selecionados de 
arquivos de biópsia renal do Serviço de Nefropatologia/
Patologia Geral da UFTM de 1996 a 2012. Os diagnós-
ticos foram feitos pelo mesmo nefropatologista, e foram 
confirmados por microscopia óptica e análise por imu-
nofluorescência, bem como análise eletrônica.

Foram excluídos casos prováveis de NM secundá-
ria, bem como casos com dados clínicos incompletos, 
nos quais houve depósito de todas as imunoglobuli-
nas, depósitos mesangiais e casos sem representação 
histológica à microscopia óptica ou imunofluorescên-
cia. No total, 69 casos foram estudados.

Dados clínicos e epidemiológicos, como gênero, 
idade, etnia, presença ou ausência de hipertensão ar-
terial sistêmica (HAS), presença ou ausência de insu-
ficiência renal (IR), presença ou ausência de proteinú-
ria nefrótica (PN) e proteinúria média (g/24h) foram 
obtidos após solicitação de biópsia.

A HAS foi definida como valores de pressão san-
guínea > 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 equação CKD-EPI. PN foi 
considerada quando ≥ 3.5g/24h.



Braz. J. Nephrol. (J. Bras. Nefrol.) 2017;39(4):370-375

Expressão de C4d na nefropatia membranosa

372

O relatório anatomopatológico permitiu a coleta 
dos seguintes dados histológicos: presença ou ausên-
cia de glomeruloesclerose segmentar focal (GESF), 
presença ou ausência de glomeruloesclerose global 
(GG) > 10%, lesões vasculares (hialinose arteriolar 
e espessamento fibroelástico da íntima) e fibrose tu-
bulointersticial (EI/TF); os dois últimos foram clas-
sificados em: ausentes (0), leve (1), moderada (2) ou 
grave (3). O estágio de NM também foi classificado 
de acordo com os critérios de Ehrenreich e Churg.

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

A expressão de C4d foi avaliada por imuno-his-
toquímica, utilizando a técnica da imunoperoxidase. 
Em seguida, as lâminas foram desparafinadas e hidra-
tadas, e a recuperação do antígeno foi realizada em 
uma câmara de Pascal pressão (Dako®, Dinamarca) a 
121°C e 18 psi. Após a incubação com anticorpo pri-
mário anti-C4d (1: 600, ALPCO®, Salem, NH, EUA), 
as lâminas foram processadas usando-se o Novolink 
Max Polymer Kit (Leica Microsystems, Inc., Wetzlar, 
Alemanha) como anticorpo secundário e diaminoben-
zidina (Dako®, Dinamarca).

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

Para a análise estatística, os dados foram inseridos 
em uma planilha do Microsoft Excel e posteriormente 
analisados usando o software GraphPad Prism ver-
são 5.0 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, EUA). 
As variáveis foram testadas para distribuição normal 
usando o teste de Kolmogorov-Smirnov, e a análi-
se de homogeneidade também foi realizada. O teste 
ANOVA foi utilizado para comparações entre três 
ou mais grupos de variáveis paramétricas, o teste de 
Kruskal-Wallis H foi utilizado para comparação entre 
três ou mais grupos de variáveis não paramétricas, o 
teste-t de Student foi utilizado para comparação entre 
dois grupos de variáveis paramétricas, O teste U de 
Mann-Whitney foi utilizado para comparação entre 
dois grupos de variáveis não-paramétricas; e o Qui-
quadrado (X2) e o teste exato de Fisher foram usados 
para comparar proporções, ou seja, variáveis quali-
tativas. As diferenças foram consideradas estatistica-
mente significativas quando “p” foi inferior a 5% (p 
< 0,05).

Resultados

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 clínicos, 11 pacientes (15,9%) 
apresentavam insuficiência renal no momento da bi-
ópsia. HAS foi encontrada em 39 pacientes (53,6%) e 
PN foi encontrada em 42 pacientes (60,1%). O valor 
médio da proteinúria foi de 5,04 ± 3,7g/24h.

Os dados histopatológicos relativos aos estádios 
da NM, GESF, GG, lesões vasculares, EI/TF, deposi-
ção de C1q e C4d são detalhados na Tabela 1.

O C4d foi positivo em 58 (84%) casos (Figura 1). 
Destes, 12 pacientes (17%) também apresentaram de-
posição de C1q (sem deposição de imunoglobulinas 
ou depósitos mesangiais), indicando casos prováveis 
e ativação da via clássica do complemento. Em 46 ca-
sos (67%), apenas o C4d foi positivo, indicando a 
ativação da via da lecitina do SC.

Em 11 casos (16%) ambos C4d e C1q foram ne-
gativos, indicando uma provável ativação contínua 
do caminho alternativo. Assim, a via lecitina (C1q-
C4d +) foi mais ativada do que a via clássica (C1q + 
C4d +) e a via alternativa (C1q-C4d-) na amostra do 
estudo.

Os casos C4d (+) não apresentaram maior preva-
lência de insuficiência renal (p = 0,364), hipertensão 
sistêmica (p = 0,743), proteinúria nefrótica (p = 1) ou 
maiores valores médios de proteinúria (U = 270; p = 
0,431) em comparação com os casos C4d (-).

Ao analisar a presença de C4d com marcadores 
histológicos, maior GS médio (U = 42, p = 0,202), 
presença de FSGS (p = 0,49) ou mais lesão vascular 
grave (X2 = 0,92; p = 0,82) não foram observados na 
Casos C4d (+) em comparação com os casos C4d (-). 
Quanto à lesão 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).

Discussão

A NM é uma das principais glomerulopatias, e tem 
sido objeto de vários estudos destinados à melhor 
compreensão da sua fisiopatologia desde a déca-
da de 1950, de modo que melhoraram as opções de 
tratamento.17
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Tabela 1	D ados histopatológicos e deposição de C4d e C1q em pacientes com nefropatia membranosa

n (%)

Nefropatia membranosa (estágio)

1 25 (36)

2 37 (54)

3 7 (10)

Glomeruloesclerose Segmentar Focal
Sim 20 (29)

Não 49 (71)

Esclerose Glomerular > 10%
Sim 23 (33)

Não 46 (67)

Lesão Vascular (Classificação)

Ausente 10 (14)

Discreto 24 (35)

Moderado 17 (25)

Severo 18 (26)

Fibrose Intersticial e Atrofia Tubular 
(Classificação)

Ausente 14 (20.2)

Discreto 42 (60.8)

Moderado 12 (17.3)

Severo 1 (1.4)

C4d
Ausente 11 (16)

Presente 58 (84)

C1q
Ausente 57 (83)

Ausente 12 (17)

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

Embora muitos estudos tenham se concentrado na 
descoberta do antígeno alvo, hoje em dia a atenção 
se voltou para os mecanismos efetores da lesão po-
docitária, particularmente a ativação do sistema do 
complemento e o papel das diferentes citocinas.

Nesta amostra, predominaram indivíduos 
masculinos caucasianos mais velhos (64% maio-
res de 40 anos), o que está de acordo com ou-
tros estudos.18 Encontramos níveis semelhantes de 

hipertensão e insuficiência renal, e níveis ligeiramente 
mais baixos de síndrome nefrótica quando compara-
dos aos relatados na literatura.19 Além disso, houve 
uma maior distribuição de casos nos estágios 1 e 2, o 
que foi também relatado por um grupo espanhol de 
pesquisadores,16 mas diferente de outros estudos nos 
quais os estágios 2 e 3 prevaleceram.12

Em relação às lesões histológicas, 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 deposição de C4d nos rins de pacientes com nefropatia 
membranosa: FI/AT foi moderada ou grave nos pacientes C4d- positivos, 
quando comparados aos pacientes C4d-negativos (p < 0,001).

global > 10% (23 - 33%) foram menos prevalentes, 
bem como lesões tubulointersticiais moderadas ou 
graves (13 - 19%). Graus mais elevados de lesões vas-
culares moderadas ou graves (35 - 51%) foram obser-
vados nesta amostra.

Outros estudos que analisaram alterações morfo-
lógicas em pacientes com NM apresentaram diferentes 
achados. Chen et al., avaliaram 129 pacientes com NM 
e descobriram que 10% dos casos tinham GESF, 75% 
apresentavam aterosclerose moderada ou grave, e 33% 
tinham fibrose tubulointersticial moderada ou grave20. 
Por outro lado, em um estudo de Troyanov et al., com-
posto por 389 casos de NM, houve associação de lesões 
vasculares (em 25% dos casos, moderados ou graves) e 
fibrose intersticial (moderada a grave em 18%).18

Sabe-se que o sistema do complemento desempenha 
um papel fundamental na fisiopatologia da NM, no en-
tanto, as evidências sobre a qual a via do complemento 
específico predominam na MN ainda não são conclusi-
vas.21 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 ocorrência 
de C4d em NM.15,16,22 Em um estudo de Song et al., A 
deposição de C4 não foi observada nos casos de NM pri-
mária, ao contrário dos casos de NM secundária ao lúpus 
eritematoso sistêmico.22 Diferentes metodologias podem 
explicar tais discrepâncias.7 O número de casos avaliados 
também foi diferente; houve um maior número de casos 
neste estudo do que nos estudos acima mencionados.

Não só C4d, mas também C1q foi positivo em 12 ca-
sos (17%), o que pode indicar uma participação poten-
cial da via clássica. Um caso de NM recorrente foi rela-
tado recentemente após transplante renal, em que foram 
observados depósitos de IgG3 e C1q, indicando um pos-
sível envolvimento da via clássica na lesão glomerular.23

Em um estudo de Segawa et al., O padrão de NM 
segmentar foi encontrado em 6/16 casos, e foi tam-
bém associado à deposição de C1q e IgG3.11 Obana 
et al., também encontraram a presença de C1q em ca-
sos de NM segmentar.24 Em outro estudo, a subclasse 
IgG1 predominou sobre a IgG4 nos estágios I e II de 
NM, indicando que a via clássica pode estar presente 
nas lesões iniciais da NM.12

Não houve depósitos de C4d ou C1q em 11 pa-
cientes (16%). Nestes casos, concluímos que a ati-
vação 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,11 e esse achado também 
foi observado quando a imunocoloração para todas 
as imunoglobulinas e fatores do complemento foi rea-
lizada em casos de NM em outro estudo.7

Recentemente, Bally et al relataram um caso de 
NM primária em um paciente com deficiência de 
MBL, depósitos de IgG4 intensos, PLA2R e fator B e 
depósitos fracos de C1q e C4d, indicando a ativação 
da via alternativa do complemento neste caso.25

Em modelos experimentais de NM, a lesão glome-
rular ocorreu provavelmente devido à ausência, disfun-
ção ou inibição das proteínas contra-reguladoras da via 
alternativa do complemento.10 Assim, é possível que a 
IgG desencadeie essas lesões ativando a via clássica do 
complemento, levando à ativação da via alternativa e, 
especialmente, a via da lecitina mais tarde.7

Portanto, como se observa neste estudo, acredita-
-se que a via da lecitina seja predominante nos casos 
de NM,6,26 embora possa haver casos em que a ativa-
ção das outras vias também é desencadeada.

O que pode explicar a não uniformidade das vias 
de ativação do sistema do complemento é o fato de 
que pode haver outros antígenos (como trombospon-
dina, albumina de soro bovino, superóxido dismutase 
2 e aldose redutase) do que apenas PLA2R na NM, 
cujos mecanismos de lesão renal não são completa-
mente conhecidos.12,27-29

Nesta amostra, o C4d não foi associado a mar-
cadores clínicos de gravidade ou pior prognóstico. A 
análise histológica permitiu a associação da presença 
de C4d com aumento da fibrose tubulointersticial. 
Não há relatos na literatura que associam o C4d a 
marcadores clínicos e/ou histológicos de NM, mas 
isso é observado em outras glomerulopatias. Na ne-
fropatia por IgA, a presença de C4d foi associada a 
piores prognósticos.14
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Conclusão

Concluímos que a expressão de C4d é importante nos 
casos de NM, indicando a participação do SC na fi-
siopatologia das lesões glomerulares. Embora a via da 
lecitina pareça ser a mais prevalente, a participação 
das vias clássica e alternativa foi possível. A presença 
de C4d tem sido associada a lesões tubulointersticiais 
mais severas. Mais estudos sobre o sistema do com-
plemento na NM são necessários para proporcionar 
uma melhor compreensão da sua fisiopatologia e uma 
abordagem clínica ideal.
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