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Resumen

Introducciéon: La nefropatia membranosa (NM) es la
causa mas frecuente de sindrome nefrético primario
en adultos (20-30%). En la microscopia 6ptica se obser-
va engrosamiento de membrana basal glomerular con
aparicién de espigas. Estos hallazgos histolégicos no son
evidentes en formas tempranas, en cuyo caso el patrén
de depdsito granular de IgG y/o C3 en la membrana basal
por inmunofluorescencia (IF) permite diferenciarla de
enfermedad por cambios minimos (ECM). El sistema del
complemento juega un papel central en la fisiopatologia
de la NM. C4d es producto de degradacién y un marcador
de la activacién del complemento.

La marcacién con C4d en muestras de biopsias re-
nales, por técnica de inmunohistoquimica (IH) puede
colaborar en el diagnéstico diferencial entre ambas
glomerulopatias. Nuestro objetivo fue explorar el poder
de discriminacién del C4d para diferenciar NM de ECM
en material de biopsias renales.

Métodos: Se recuperaron muestras en parafina de
biopsias renales con diagnéstico de NM y ECM realizados
entre 1/1/2008 y 1/4/2019. Se realizaron tinciones de IH
por técnica de inmunoperoxidasa con C4d usando un
anticuerpo policlonal antihumano de conejo.

Resultados: En todos los casos con NM (n = 27, 15
hombres) con mediana de edad de 63 (rango: 18-86) afnos
se detectaron depdsitos de C4d. En los 21 casos con ECM
(12 hombres) con mediana de edad de 51 (rango: 18-87)
anos la marcacién de C4d fue negativa.
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Conclusién: Los resultados indican que la marcacién
de la biopsia renal con C4d es una herramienta ttil para
el diagnéstico diferencial entre NM y ECM.

Palabra clave: nefropatia membranosa, enfermedad
por cambios minimos, marcacién C4d

Abstract
Diagnostic significance of C4d in membranous ne-

phropathy

Introduction: Membranous nephropathy (MN) is the
most common cause of primary nephrotic syndrome
in adults (20-30%). Light microscopy shows thickening
of glomerular basement membrane with appearance
of spikes. These histological findings are not evident
in early forms, in which case the granular deposition
pattern of IgG and/or C3 in the basement membrane
by immunofluorescence (IF) constitutes the diagnostic
tool that allows to differentiate it from minimal change
disease (MCD). Complement system plays a key role in
the pathophysiology of MN. C4d is a degradation prod-
uct and a marker of the complement system activation.
C4d labelling by immunohistochemical (HI) technique
can help in the differential diagnosis between both
glomerulopathies NM and MCD when the material for
IF is insufficient and light microscopy is normal. Our
objective was to explore the discrimination power of
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C4d to differentiate between MN and MCD in renal
biopsy material.

Methods: Paraffin-embedded samples were recovered
from renal biopsies with a diagnosis of MN and MCD
performed between 1/1/2008 and 4/1/2019. IH staining
was performed by immunoperoxidase technique using
a rabbit anti-human C4d polyclonal antibody.

Results: In all cases with MN (n = 27, 15 males) with
a median age of 63 (range: 18-87) years, C4d deposits
were detected. In 21 cases with MCD (12 males) with a
median age of 51 (range: 18-87) years, the C4d marking
was negative in every samples.

Conclusion: The results indicate that the marking of
the renal biopsy with C4d is a useful tool for the dif-
ferential diagnosis between NM and MCD.

Key words: membranous nephropathy, minimal
change disease, C4d staining

PUNTOS CLAVE

* La nefropatia membranosa en estadios ini-
ciales puede resultar indistinguible, en la
microscopia 6ptica, de la enfermedad por
cambios minimos. El analisis de la biopsia
renal por técnica de inmunofluorescencia
constituye la herramienta para diferenciar
ambas entidades. Si bien se realiza de ma-
nera rutinaria, en algunos casos el material
histolégico resulta insuficiente para esta
ultima técnica.

* La marcaciéon con C4d por inmunohisto-
quimica de la muestra en parafina permite
discriminar entre ambos diagnésticos, evi-
denciando el papel patogénico de la acti-
vacién del complemento como mecanismo
de lesién en la nefropatia membranosa.

La nefropatia membranosa (NM) es la causa
mas frecuente de sindrome nefrético primario
en poblaciéon adulta (20-30%)'. Los hallazgos
histolégicos en la microscopia 6ptica (MO) no
son evidentes en las formas tempranas de NM,
en cuyo caso el patréon de depdsito granular de
IgG y/o C3 en la membrana basal detectados
por inmunofluorescencia (IF) constituyen la
herramienta diagnéstica que permite diferen-
ciarla de la enfermedad por cambios minimos
(ECM).
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Una de las limitaciones de la IF en material
de puncién biopsia renal es la necesidad de con-
tar con al menos un fragmento de cilindro con
varios glomérulos® En caso de no disponer de
material suficiente para el andlisis por IF, la dife-
renciacién entre NM inicial y ECM basado en la
MO resulta muy dificultosa. En la ECM, el meca-
nismo de injuria no estd basado en la formacién
de complejos inmunes sino en lesién mediada
por citoquinas que generan borramiento del pie
de los podocitos®. La existencia de diferentes
mecanismos patogénicos entre la NM y la ECM
puede ser evidenciada por técnicas que permi-
tan detectar la activaciéon del complemento.

La NM primaria es considerada una enferme-
dad autoinmune limitada al rifidén. Se caracteri-
za por el depésito de complejos inmunes in situ
en el espacio subepitelial, conformados por anti-
cuerpos dirigidos contra antigenos podocitarios.
Estos depositos activan el sistema de comple-
mento y se asocian a injuria del podocito, pro-
teinuria y daio consecutivo de la funcién renal.
Aunque los niveles séricos de complemento son
normales en la NM, su actividad puede detec-
tarse mediante la deteccién de C4d, producto
de degradacién de C4 durante la activaciéon de
las vias clasica y de la lectina, en el material de
biopsia renal. C4d es altamente estable, se liga
de manera covalente a las superficies celulares
y ha sido utilizado como un marcador de la acti-
vacién del complemento.

La marcacién con C4d por técnica de inmu-
nohistoquimica (IH), se puede aplicar cuando el
material de biopsia es insuficiente para IF. Cons-
tituye una técnica imprescindible en el area de
trasplante renal como marcador de rechazo hu-
moral agudo o crénico cuando se localiza en ca-
pilares peritubulares*y se ha reportado utilidad
en las glomerulopatias®®. Se ha propuesto como
un marcador Util en la NM, no solamente con va-
lidez diagnoéstica sino también como expresién
de su patogenia®. El objetivo del estudio fue ex-
plorar el poder de discriminacién del C4d para
diferenciar entre nefropatia membranosa (NM)
y la enfermedad por cambios minimos (ECM) en
material de biopsias renales.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio exploratorio en el cual se revi-
saron en forma retrospectiva la totalidad de las muestras
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en parafina de biopsias renales con diagnéstico de NM o
ECM realizados en el Servicio de Anatomia Patolégica del
Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, Fa-
cultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, desde
el 1/1/2008 hasta el 1/4/2019. Se excluyeron casos de NM
atribuido a causas secundarias (lupus)°.

El proyecto fue aprobado por los Comités de Etica y de
Docencia e Investigacién institucional.

El material de biopsia fue evaluado por MO e IF por pa-
télogos del servicio. Para la MO se utilizaron las siguien-
tes tinciones: hematoxilina y eosina, PAS y metenamina
plata. Para la IF, se usaron anticuerpos anti-IgG, -IgM, -1gA,
-C3, -Clq, -cadenas kappa y lambda.

Para el diagnéstico de NM y ECM se utilizaron crite-
rios histolégicos'?. Se consideré NM a la presencia de en-
grosamiento difuso de la membrana basal, con espiculas
que se proyectaban en el espacio subepitelial, presencia
de depésitos inmunes glomerulares de IgG y en menor
medida de C3 en IF. Se utiliz6 la clasificacién histolégica
de Ehrenreich para diferenciar los estadios de NM*. En el
estadio 1 dichos depésitos solo son visibles con técnica
de IF con aspecto normal en la MO, mientras que a partir
del estadio 2 se observan depésitos de IgG que adquieren
forma de espigas (spikes). Se consideré ECM la ausencia
de lesiones en la MO y de depésitos inmunes en la IE.

Especialmente para el estudio, se utilizaron las mues-
tras en parafina para realizar tinciones de inmunohis-
toquimica por técnica de inmunoperoxidasa usando un
anticuerpo policlonal de conejo antiC4d (Cell Marque™)
con recuperacién antigénica por microondas y revelado
con el sistema avidina-biotina-diaminobencidina y con-
trolado con testigo externo positivo. Las biopsias fueron
clasificadas como “positivas” cuando se encontraron de-
positos granulares en las membranas basales capilares
en al menos 1 glomérulo completo.

Se definié proteinuria de rango nefrético a un valor >
3.5 g/dia y subnefrético cuando era inferior a dicho valor
de corte. Se midi6 proteinuria con recoleccién de orina de
24 horas por turbidimetria. Se realizaron mediciones de
creatinina plasmatica (método Jaffe) y se utiliz6é férmula
MDRD-4 para la estimacién del filtrado glomerular.

Los resultados se presentan como media + desvio es-
tdndar para variables numéricas y porcentaje en las ca-

tegéricas.

Resultados

Se analizaron 27 pacientes con NM y 21 pa-
cientes con ECM.

El grupo NM con mediana de edad de 63 (ran-
go: 18-86) anos, incluy6 12 mujeres y 15 hom-
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bres. Al momento del diagnoéstico, 23 pacientes
tenian sindrome nefrético y 4 proteinuria en
rango subnefrético. De acuerdo con la clasifica-
cién histolégica de Ehrenreich 11 pacientes fue-
ron estadio 1, 15 con estadio 2 (Fig. 1) y 1 caso
estadio 3

En los 27 pacientes con NM se detectd el de-
posito de C4d (Fig. 2).

En los 12 varones y 9 mujeres diagnosticados
con ECM, con mediana de edad de 51 (rango: 18-
87) afios. Al momento del diagnéstico, 20 tenian
proteinuria en rango nefrético y el caso restante
se encontraba en rango subnefrético. E1 C4d fue
negativo en los 21 casos con ECM de la muestra
(Fig. 3).

En los pacientes con ECM el promedio de
creatinina plasmatica fue de 0.75 + 0.19 mg%,
con un filtrado glomerular estimado (FGe) por
féormula MDRD-4 de 90 + 16 ml/min/1.73 m?,
mientras que, en los pacientes con NM, los va-
lores de creatininemia y FGe fueron 0.9 + 0.18
mg% y 72 = 8.5 ml/min/1.73 m? respectivamen-
te. No se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los FGe de ambos
grupos (p = 0.21).

Discusion
La NM primaria constituye la principal causa
de sindrome nefrético primario. Tiene un curso

Figura 1| Glomerulopatia membranosa. Estadio 2 Metenamina
de plata 400x. Engrosamiento de membrana basal y espigas
("spikes") perpendiculares por depésitos de IgG en membrana
basal glomerular
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Figura 2 | Glomerulopatia membranosa. Marcacién IH para
C4d, 400x. Depésitos granulares en membrana basal glomerular

Figura 3 | Nefropatia por cambios minimos. Glomérulo de
aspecto normal en la MO Metenamina de plata 400x

clinico variable y puede progresar a la insufi-
ciencia renal crénica terminal en el 30% de los
casos’. En adultos es mas frecuente la forma
primaria (80%), siendo secundaria en el 20% res-
tante (tumores malignos, enfermedades auto-
inmunes, infecciosas y drogas)'. El diagnostico
de NM se basa en las manifestaciones clinicas,
bioquimicas e histoldgicas. La deteccién del an-
ticuerpo dirigido contra un antigeno podocita-
rio (receptor de fosfolipasa A2 tipo M- PLA2R) en
suero significé un avance en el reconocimiento
de los mecanismos fisiopatolégicos de la NM y
se la considera una enfermedad autoinmune
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limitada al rinén'’. El anticuerpo anti-PLA2R
se encuentra presente en el 80% de las formas
primarias. En el 20% restante pueden partici-
par otros antigenos podocitarios, encontrar-
se la enfermedad en etapa de remisién o con
menor carga antigénica'?. La alta especificidad
del anticuerpo anti-PLA2R, cercana al 100%, ha
permitido diferenciar las formas primarias de
las secundarias, de esta manera se evita el ta-
mizaje (screening) de patologias secundarias (por
ejemplo, exclusiéon de tumores malignos) que
expondrian al paciente a estudios innecesarios
y/o de alta complejidad. Ademas de la relevan-
cia de su detecciéon como herramienta diagnos-
tica, también seria de utilidad para la decisién
del inicio y monitoreo del tratamiento inmuno-
supresor’?. Se ha sugerido que en determinadas
condiciones de riesgo para realizar una biopsia
renal (pacientes con rinén Unico, alteraciones de
la coagulacién, obesidad moérbida, alteraciones
del estado de conciencia), el cuadro clinico en
presencia de anti-PLA2R seria suficiente para el
diagnéstico. Lamentablemente la disponibilidad
para la deteccién de dicho anticuerpo es baja en
nuestro medio y el diagnéstico de NM se basa
en los hallazgos de la anatomia patolégica (MO,
IF y ME).

Los hallazgos histologicos relevantes en NM
son engrosamiento de la membrana basal glo-
merular con aparicién de espigas en la MO*y
depodsitos subepiteliales in situ de complejos in-
munes de IgG y C dirigidos contra componen-
tes de la membrana basal glomerular en la IF. La
clasificacién histolégica clasica para NM consta
de 4 estadios dependientes de la extensién de
los depbsitos subepiteliales. Los informes coin-
ciden en que la 1gG4 es la subclase de Ig predo-
minante en la NM primaria. Si bien la IgG4 no
activa eficientemente el complemento por la via
clasica, las vias de la manosa-lectina y la alter-
nativa han sido sugeridas como participes de los
mecanismos de lesién glomerular °. No conta-
mos con marcaciéon para subclases de IgG para
incorporar los hallazgos en el presente trabajo.
C4d resulta de la degradaciéon de C4 durante la
activacién del complemento por las vias clasica
y de la lectina. Generalmente se lo ha utilizado
para el diagnéstico de rechazo humoral, pero
su determinacién también tendria aplicacién
como marcador de actividad del complemento
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en algunas glomerulopatias®*. Los depésitos de
C4d en capilares glomerulares han sido detec-
tados en glomerulonefritis rapidamente progre-
sivas asociadas a ANCA, anti-membrana basal
glomerular (anti-MBG), glomerulonefritis post
infecciosa y nefritis lipica. No hay datos en la
glomeruloesclerosis focal y segmentaria y no se
los observa en la ECM. Su deteccién aportaria in-
formacion sobre la patogénesis de la lesién y en
algunas glomerulopatias ayudarian a identificar
a un grupo de pacientes con peor prondstico re-
nal. La tincién para C4d puede realizarse por IF
indirecta o por IH usando anticuerpo polivalente
para C4d en tejido fijado con parafina. Esta ulti-
ma constituye una técnica simple y puede ser
realizada en muchos laboratorios de anatomia
patoldgica.

La marcacién por IH del C4d ofrece aspectos
técnicamente beneficiosos: bajo costo, baja com-
plejidad de realizacion e interpretacion, posibi-
lidad de realizar la marcacién en tejido incluido
en parafina y alta especificidad como expresién
de actividad del complemento >/,

Val-Bernal y col. ya reportaron el depésito de
C4d, por técnica de inmunoperoxidasa en mues-
tras de biopsia luego de su fijacién en formol y
en parafina, en la totalidad de los pacientes con
NM primaria (31 casos) y secundaria a LES (5 ca-
sos clase V) ®.

En nuestra serie, la totalidad de los pacien-
tes con NM primaria presentaron marcacién
positiva para C4d por técnica de IH. El diagnos-
tico se basé en los hallazgos de la MO y en la
presencia de depésitos granulares de IgG en la
IF. Diferentes resultados fueron reportados por
Custodio et al. C4d fue positivo en el 84% de los
pacientes con NM, de los cuales el 17% presen-
taban también depédsitos de Clq indicando la
participacién de la via clasica. No encontraron
diferencias clinicas (prevalencia de insuficien-
cia renal, HTA, gravedad de proteinuria) entre
los pacientes positivos y negativos para C4d. La
presencia de C4d por IH fue independiente del
estadio de la glomerulopatia (estadios histolé-
gicos de la clasificacién de Ehrenreich) y de la
magnitud de la proteinuria. Estas observacio-
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nes condujeron a la conclusién que la activa-
cién del complemento juega un rol en la pato-
génesis de la NM y que el depédsito glomerular
de C4d indicaria consumo local como mecanis-
mo de lesién. Por lo tanto, constituye un com-
ponente universal de los depdsitos subepitelia-
les, mientras que los depésitos de Clq estaran
cladsicamente ausentes °.

Por otra parte, en ausencia de lesiones en
la MO y en los casos en que no se dispusiera
de material suficiente para la evaluacién por IF
o ME, debe hacerse el diagnostico diferencial
con la ECM. El mecanismo de lesién en esta
ultima se basa en lesiones producidas por ci-
toquinas por desbalance en subpoblaciones
de linfocitos T, no existiendo depoésitos de Ig
ni consumo de complemento®®, como surgid
de nuestro estudio en el que ninglin pacien-
te con diagnéstico de ECM tuvo C4d positivo.
Similar a los resultados de nuestro estudio,
Espinosa-Hernandez y col, en 2012, reporta-
ron la presencia de C4d por igual técnica en el
100% de los pacientes con NM, siendo negativa
la marcacién en los pacientes con ECM, en un
estudio de 40 casos’.

El presente trabajo tiene algunas limitaciones,
resultado del reducido numero de pacientes, fal-
ta de doble ciego en la evaluacién por anatomia
patolédgica y de la falta de disponibilidad de la
determinacién de anti-PLA2R (parte de los pa-
cientes incluidos fueron estudiados previamen-
te a su identificacién). Nuestros resultados son
similares a los informados en la literatura, forta-
leciendo la hipétesis del papel del complemento
en la patogénesis de la NM y la utilidad del C4d
por IH para diferenciarla de la ECM.

Estos resultados confirman que la marcacién
de la biopsia renal con C4d es una herramienta
util para el diagnéstico diferencial entre NM y
ECM. Ante un escenario en el cual no se obser-
van lesiones en la MO y no se dispone de mate-
rial para IF que permita diferenciar entre NM y
ECM, la utilizacién de C4d por IH estd justificada
como recurso diagnéstico.
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