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Antecedentes: Existe poca informacién acerca de la expresién del C4d (fragmento del com-
plemento) en la glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GEFS) y sus variantes. El objetivo
del estudio fue determinar la expresién de C4d en las variantes de GEFS en biopsia renal
percutdnea de riflones nativos en un hospital de segundo nivel y su correlacién con variables
clinicas, bioquimicas e histolégicas.

Material y métodos: Estudio retrospectivo en bloques de parafina de pacientes con biopsia
renal percutanea con GEFS de 16-65 afios, sexo indistinto, no diabéticos ni obesos. Se realizé
inmunohistoquimica para C4d, analizando su expresion en capilares glomerulares (CG) no
esclerosados y areas de esclerosis (EC). Se registraron variables clinicas y bioquimicas. Los
casos fueron clasificados en C4d positivos o negativos y se compararon entre ellos. Se analizé
la correlacién entre las puntuaciones de C4d en CG y EC con variables clinicas y bioquimicas.
Resultados: Se analizaron 20 muestras, 4 para cada variante. En el momento de la biopsia
renal percutdnea la edad fue de 38,8 + 18,6 anos, 65% sexo masculino, 8,7% hipertensos. El
porcentaje de positividad para C4d fue del 40% en CG, del 30% en ECy del 35% en mesangio. La
mayor expresion de C4d fue para las variantes celular y colapsante. Los casos C4d positivos
tenian mayor proteinuria (p =0,035). Se encontr6 correlacién entre el porcentaje de expresiéon
de C4d en CG y EC (p=0,012) y de EC con atrofia tubular y fibrosis intersticial (p <0,05).
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Conclusiones: La expresioén de C4d en GEFS predomind en la variante celular y colapsante por

probable activacién del complemento. C4d es un posible marcador subrogado en GEFS.
© 2023 Sociedad Espaiiola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espania, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

C4d expression in focal segmental glomerulosclerosis

ABSTRACT

Background: There is a little information about of expression of C4d (complement frag-
ment) in focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) subtypes. Our aim was to determine the
expression of C4d in FSGS subtypes in percutaneous native renal biopsies in a second-level
hospital and its correlation with clinical, biochemical and histological variables.

Material and methods: A retrospective study in paraffin blocks of patients with biopsy with
FSGS aged 16-65 years, indistinct sex, not diabetic or obese. Immunohistochemistry was
performed for C4d and their expression was analyzing in non-sclerosed glomerular capi-
llaries (GC) and sclerosis areas (SA). Clinical and biochemical variables were recorded. The
cases were divided into C4d positive and C4d negative groups and compared. The correla-
tion between C4d staining scores in CG and SA with clinical and biochemical variables were
analyzed.

Results: Twenty samples were analyzed, 4 for each subtype. At the time of biopsy average
age was 38.8+18.6 years, 65% male, 8.7% with hypertension. The percentage of positivity
for C4d was 40% in GC, 30% SA and 35% in mesangium. The highest expression was for
cellular and collapsing subtypes. C4d positivity cases had increased proteinuria (p =0.035).
A significant correlation was found between percentage of C4d expression in CG with SA
(p=0.012) and SA with tubular atrophy and interstitial fibrosis (p <0.05).

Conclusions: C4d expression in FSGS predominated in the cellular and collapsing subtypes,

which translates complement activation. C4d is a possible surrogate marker in GSFS.
© 2023 Sociedad Espaiiola de Nefrologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

La glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GEFS) es una
lesion renal histolégica causada por diversas etiologias y pro-
cesos patolégicos con dafio y pérdida del podocito™?. La lesién
de GEFS se puede subdividir ampliamente en formas pri-
marias (idiopéaticas), genéticas y secundarias?, y en términos
practicos la GEFS se clasifica en primaria o secundaria en fun-
cién de si se identifica o no una etiologia responsable de esta’.
Los pacientes con GEFS primaria se presentan con sindrome
nefrético, lesiones focales y segmentarias en microscopia de
luz, depdsitos de complejos inmunes no definidos en inmuno-
fuorescencia y borramiento generalizado de los podocitos en
la microscopia electrénica®.

Segun la clasificacién de Columbia, existen 5 variantes para
la GEFS: clésica, perihiliar, celular, tip y colapsante®, cada una
con diferente prondstico en evolucién y llegada a enfermedad
renal crénica terminal. En la GEFS, los depdsitos de IgM y C3
son frecuentemente encontrados en las areas escleréticas y
algunas veces en el mesangio en las 4reas no escleréticas’.

El C4d es un fragmento de C4 que se produce durante
la activacién del complemento por la via clasica o de las
lectinas*”. El C4d es muy estable y se une covalentemente a
las superficies celulares, donde puede ser detectado mediante

inmunohistoquimica. El estudio de C4d en glomerulopatias
es de interés clinico en los ultimos anos, ya que el depbésito
mesangial de C4d se puede utilizar como un factor de mal
prondstico en la nefropatia IgA®.

Nuestro objetivo fue determinar la expresién de C4d en las
variantes de GEFS primaria en biopsia renal percutanea (BRP)
de rinones nativos adultos en un hospital de segundo nivel
del Instituto Mexicano del Seguro Social y su correlacién con
variables clinicas, bioquimicas e histolégicas.

Material y métodos

Estudio transversal retrospectivo realizado en bloques de
parafina de pacientes con BRP con diagndstico de GEFS, con
edades entre 16 y 65 anos, sexo indistinto, con expediente y
reporte completos de patologia (> 7 glomérulos, con microsco-
pia dptica e inmunofluorescencia), no diabéticos, no obesos,
con reporte no reactivo a virus de inmunodeficiencia humana
y hepatitis B y C. Sin antecedentes de cdncer en los ultimos
5 afos, sin tratamiento previo y/o consumo de esteroides
antes de la BRP.

Los hallazgos de la BRP se clasificaron segin Columbia.
Las muestras fueron evaluadas por 2 patdlogas tanto para
C4d como para corroborar la variante, quienes examinaron las
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biopsias por separado, y las diferencias en el diagnéstico entre
las 2 patdlogas se resolvieron por consenso.

La deteccién de C4d mediante inmunohistoquimica se
realizé en tejido fijado en parafina en secciones de 3 en
formaldehido y se utiliz6 el anticuerpo policlonal de conejo
antihumano C4d (Cell Marque™, EE. UU.) catalogo BSB 2836,
de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.

Se considerd positiva toda expresién en capilares glomeru-
lares (CG) sin esclerosis segin Van de Lest et al.”.

Los pacientes se clasificaron en positivos al presentar
depésito de C4d en cualquier porcentaje en CG en aquellos
glomérulos sin esclerosis’, y como C4d negativos en ausen-
cia de este; ademas, se evalud la expresiéon de C4d en zonas
de esclerosis (EC) y mesangio. Se registraron variables clinicas
(edad, hipertensioén, indice de masa corporal) y bioquimicas
(hemoglobina, glucosa, urea, creatinina, complemento C3 y
C4, proteinuria en orina de 24 h), y se calculd la tasa de filtra-
cién glomerular estimada (TFGe) por la férmula Modification
of Diet in Renal Disease de 4 elementos. La excrecién urina-
ria de proteinas y los niveles de creatinina sérica al inicio del
estudio fueron comparables entre los grupos.

El andlisis estadistico se realizé en el software estadistico
SPSS® v20.0 en espanol (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Los
datos cuantitativos se expresaron como media + desviacién
estandar o mediana con rango intercuartil segin su distribu-
cién. Las diferencias de los datos cuantitativos se evaluaron
mediante la prueba t de Student o prueba no paramétrica
seglin la distribucién de los datos. Se utilizé la prueba de
correlacién de Pearson o de Spearman segun la normalidad
de los datos. Se realiz6 andlisis de regresién logistica entre la
expresiéon de C4d y las variables creatinina sérica, proteinu-
ria y TFGe, asi como andlisis de regresién multinominal entre
expresién de C4d y variantes histolégicas de GEFS. Todo valor
de p<0,05 se considerd significativo.

Resultados

Se analizaron 20 muestras con GEFS, 4 para cada variante. En
el momento de la BRP la edad fue de 38,8+ 18,6 anos, 65%
sexo masculino, 8,7% hipertensos. La principal indicacién de
BRP fue el sindrome nefrético en el 60% de los casos, seguido
de proteinuria subnefrética con un 20%. En el momento de
la BRP, el promedio de hemoglobina fue de 14,8+2,9¢g/dL,
urea 93,3+759mg/dL, creatinina 1,9+1,3mg/dL, proteinu-
ria 5,4+4g/dia y albumina sérica 2,4+0,3g/dL; el resto de
los datos demograficos, clinicos y patolégicos se mues-
tra en la tabla 1. La mediana de la TFGe fue de 68,5
(rango 14-132,6) mL/min/1,73 m?. En el momento de la biop-
sia renal, 6 pacientes (30%) presentaron disminucién de la
TFGe <60 ml/min/1,73 m?.

El porcentaje de positividad para C4d fue del 40% en CG, del
30% en EC y del 35% en mesangio. Al comparar las 8 muestras
positivas a C4d frente a las 12 negativas se encontré diferen-
cia solo entre la proteinuria por dia (p=0,035); el resto de las
variables se muestra en la tabla 2.

Ninguna muestra analizada mostr6 positividad conjunta
en la expresién de C4d(-)/Clq(-)/C3(-); el 10% mostrd
positividad conjunta de C4d(+)/C3(+)/Clg(-); el 5% fue
C4d(—)/C3(+)/C1q(-). El 20% fueron C4d(+)/IgM(+); finalmente,

el 10% de las muestras tenian positividad conjunta para
C4d(+)/1gM(+)/C3(+).

La positividad para las variantes fue: cldsica uno en CG y
uno en EC, perihiliar ninguno en CG y uno en EC, celular 3 en
CGy3enkEC, tipuno en CGyuno EC, colapsante3en CGy2en
EC. Al analizar el porcentaje de expresién entre las variantes
no se encontraron diferencias estadisticas en la expresién de
C4d (fig. 1).

La correlacién entre la expresién de C4d en CG y EC fue
significativa, asi como para EC con atrofia tubular y fibrosis
intersticial (tabla 3); sin embargo, no fueron significativas para
C3, C4, TFGe y proteinuria en 24 h.

Se aplicé un modelo de regresién logistica multinomial
para buscar la asociacién entre la expresién de C4d con las
variantes de GEFS, el cual fue no significativo; asi mismo, el
modelo de regresién lineal para buscar la asociacién entre la
expresién de C4d con las variables clinicas TFGe y proteinuria
de 24 h no fue significativo.

Discusién

Existen pocos estudios que analicen la expresiéon de C4d en
GEFS. Nosotros reportamos que el 40% de las muestras anali-
zadas tuvieron positividad para C4d en CG, lo cual es similar
al42,9% de positividad reportado por Drachenberg et al.2, pero
menor a lo reportado por Van de Lest et al.”, quienes informan
una prevalencia de un 73% de glomérulos positivos para C4d
en 40 pacientes con mayor edad, proteinuria y con tratamiento
previo, lo cual pudo influir en la diferencia de expresién.

Encontramos correlacién entre la expresiéon de C4d en CG
y proteinuria en orina de 24h, lo cual apoya el dano glo-
merular causado por la activacién del C4d y es similar a
otros reportes® ', Recientemente, Chebotareva et al.’! repor-
tan mayor expresién de algunas proteinas en orina entre
pacientes con GEFS que en pacientes con nefropatia membra-
nosa; entre estas proteinas estdn algunas del complemento
(C4b, C9, factor B e I) y una disminucién en CD59, lo cual evi-
dencia que un mayor dano estd asociado a la activacién del
complemento.

En nuestro estudio, en el 35% de las muestras analizadas
con GEFS se encontré expresién de C4d en mesangio, similar
a lo reportado por Heybeli et al.'?; este hallazgo fue reportado
previamente en nefropatia membranosa, lo cual evidencia una
activacién local del complemento®.

En nuestro estudio, las variantes celular y colapsante mos-
traron mayor expresiéon de C4d en CG, lo cual es similar a lo
reportado por Drachenberg et al.? y Huang et al.’®; estos ulti-
mos reportan mayor actividad en las variantes celulares que
en las variantes tip y NOS.

Un resultado a destacar es la correlacién positiva entre la
expresién de C4d en CG y EC en 6 de las 20 muestras analiza-
das, lo cual mostré significacién estadistica y es similar a lo
que exponen otros autores’8, recordando que estudios previos
reportan que estos depésitos glomerulares de C4d pueden pre-
ceder al desarrollo de GEFS, lo que evidencia que la activacién
del complemento puede desempenar un papel patogénico en
su desarrollo’.

En biopsias de injerto renal, C4d se deposita en el endote-
lio vascular, siendo el mesangio el control interno. C4d tiene
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Tabla 1 - Datos demograficos, clinicos y patologicos en global y para cada variante

Variable/variante GEFS Total GEFS (n=20) Celular (n=4) Colapsante (n=4) Hiliar (n=4) NOS (n=4) Tip (n=4)

Edad (afios) 37,9+ 16,7 4824215 435+17,7 252+49 457+16 26,7+7,8

Sexo hombre/mujer 14/6 1/3 4/0 3/1 2/2 4/0

Creatinina (mg/dL) 2,2+1,2 2,9+1,8 1,940,1 1,8+0,3 1,7+0,9 2,3+2,7

C3 (mg/dL) 123+26,5° 106 +10,5 134,5+3,5 100,5+6,3" 18,5+16,2" 114,5+7,7"

C4 (mg/dL) 28,9+8 23+17 40484 294238 28+12,7 27,5+6,3

Proteinuria (g/dia) 5,4+3,8 7,747 6,6+0,1 3,5+3,7 2,7+3,2 845,5

TFGe (MDRD) en 59,8 +39,2 52,3+ 64 41+1,4 69+15 55,5 + 3,46 75,8+ 80,3
mlL/min/1,73m? SC

Numero de glomérulos por 25,7+16,3 30,7 £15,7 33,64+23,2 14,54+6,4 31,5+25,6 22,5+5,8
muestra

Ntmero de glomérulos con 9,7+11,6 8,7+3,9 23,6+19,7 " 325+15" 12,6 +17,6 546 (2-14)"
esclerosis

Porcentaje expresién C4d en 8,25 (0-50) 15 (0-30) 12,5 (0-50) 0 12,5 (0-50) 1,2 (0-5)
capilares

Porcentaje expresién C4d en 10,5 (0-50) 15 (0-30) 25 (0-50) 0 0 12,5 (0-50)
zonas de esclerosis

Porcentaje de atrofia tubular 16,5 (0-35) 17,5 (0-35) 18,7 (0-30) 20 (0-20) 18,7 (0-30) 7,5 (0-30)

Porcentaje de fibrosis 16,7 (0-35) 16,2 (0-35) 18,7 (0-30) 20 (0-20) 18,7 (0-30) 10 (0-30)

intersticial

Se reportan medias + desviaciones estdndar y porcentajes (minimo y maximo). En negrita, las correlaciones significativas.
MDRD: Modification of Diet in Renal Disease; SC: superficie corporal; TFGe: tasa de filtracién glomerular estimada.

* p=0,046 entre hiliar y celular.
** p<0,05 entre variante NOS y variantes tip, perihiliar y celular.
**p=0,01 entre colapsante y tip.
*** p=0,023 entre colapsante e hiliar.

Tabla 2 - Datos demograficos, clinicos y patolégicos entre los casos C4d positivos y negativos

Variable/variante GEFS

C4d positivos (n=8) C4d negativos (n=12)

Edad (afos)

Sexo hombre/mujer

Creatinina (mg/dL)

C3 (mg/dL)

C4 (mg/dL)

Proteinuria (g/dia)

TFGe (MDRD) en mL/min/1,73 m? SC
Numero de glomérulos por muestra
Numero de glomérulos con esclerosis
Porcentaje expresién C4d en capilares
Porcentaje expresién C4d en zonas de esclerosis
Porcentaje de atrofia tubular
Porcentaje de fibrosis intersticial

453+16,1 32,9+15,7
6/2 8/4
22412 AL
112,5+15,6 129,1+30,5
28,7 +11,5 29+6,3
8,1+3,4 3,1+3,1"
56,4 +47 64,8 +38,8
257+16,3 30,7 £15,7
9,7+11,6 8,7+3,9
8,25 15

12,3 15

16,5 17,5

16,7 16,2

GEFS: glomeruloesclerosis focal y segmentaria; MDRD: Modification of Diet in Renal Disease; SC: superficie corporal; TFGe: tasa de filtraciéon

glomerular estimada.
* p<0,05.

un enlace covalente que se une a las células cercanas donde
se depositan los complejos inmunitarios y que le confiere una
vida media mas larga; por esto, C4d sirve como una huella de
lesién tisular mediada por anticuerpos. La activacién del com-
plemento en GEFS es posiblemente a través de la via clasica y
alterna”®3.

En nuestro estudio, ninguna muestra analizada mostrd
positividad en la expresién conjunta de C4d, C1q y C3, lo cual,
citando a Gupta et al.'%, podria interpretarse como sin activi-
dad en la via clasica del complemento, pero el 10% mostré
positividad conjunta a C4d y C3 con Clq negativo, lo cual
podria asumirse como una activacién de la via de las lectinas
(una muestra fue variante colapsante y la otra celular). Solo
el 5% mostré positividad para C3 con C4d con Clq negativo

(una muestra de la variante tip), lo cual muestra activacién
de la via alterna del complemento. Sin embargo, no encon-
tramos disminucién o aumento en las concentraciones del
complemento sérico de C3 y C4, pero si con diferencias en las
concentraciones de estos en la variante NOS, siendo diferente
aloreportado por Huanget al.'?, quienes en una muestra de 70
pacientes con GEFS primaria reportaron un incremento en las
concentraciones séricas y urinarias de C3a, C5a y C5b-9. Debe-
mos mencionar que es un grupo con tratamiento previo, de los
cuales el 61,7% mostraba recaida después de la remisién. En
este sentido, Thurman et al."> estudiaron a 19 pacientes con
GEFS y reportaron que los niveles plasmaticos y urinarios de
Ba (fragmento del complemento) se correlacionaron positiva-
mente con el nivel de proteinuria, concluyendo que el sistema
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Figura 1 - Tincién de inmunoperoxidasa con anticuerpos anti-C4d en pacientes con GEFS. a) Positivo segmentario con
intensidad moderada en el mesangio y células endoteliales de los capilares glomerulares con una distribucién granular
uniforme. Depésitos no especificos en el citoplasma de los tibulos. b) Positivo segmentario con intensidad moderada en el
mesangio y células endoteliales de los capilares glomerulares, ademas C4d sin expresion en el endotelio de los capilares

peritubulares. Imigenes x40.

Tabla 3 - Correlaciones de Pearson entre porcentaje de C4d en capilares glomerulares, zonas de esclerosis, TFGe,

proteinuria, atrofia tubular y fibrosis intersticial en BRP con GEFS

Variables Porcentaje de TFGe por MDRD Proteinuria Porcentaje de Porcentaje de
expresiéon de C4d en (mL/min/1,73 m? (g/dia) atrofia fibrosis
zonas de esclerosis SC) tubular intersticial
Porcentaje de r=0,536 r=-0,56 r=0,581 r=0,262 r=0,28
expresion de C4d p=0,012 p=0,061 p=0,211 p=0,264 p=0,231
en capilares
glomerulares

Porcentaje de - r=-0,254 r=0,644 r=0,525 r=0,522
expresién de C4d p=0,381 p=0,061 p=0,031 p=0,032
en zonas de
esclerosis

En negrita, las correlaciones significativas.

BRP: biopsia renal percutdnea; GEFS: glomeruloesclerosis focal y segmentaria; MDRD: Modification of Diet in Renal Disease; SC: superficie

corporal; TFGe: tasa de filtracion glomerular estimada.

del complemento se activa en pacientes con GEFS primaria, y
los niveles elevados de Ba plasmatico se correlacionan con una
enfermedad més grave.

Adicionalmente, reportamos que el 10% de las muestras
tenian positividad para C4d, IgM y C3 con atrapamiento en
capilares glomerulares; esto esta dado por la naturaleza propia
deIgM, la cual es un pentamero y, por lo tanto, tiene una mayor
capacidad para activar el complemento que la IgG*°.

Zhangetal.'®, en 58 pacientes con GEFS primaria y depésito
de IgM y C3, muestran respuestas terapéuticas desfavora-
bles y peores resultados en funcién renal, lo que indica que
el depdsito de IgM y C3 podria implicar la progresién de la
enfermedad a través de la activaciéon del complemento. Sin
embargo, Trachtman et al.” evidencian que la IgM natural y
el complemento no inician la lesién glomerular, sino que exa-
cerban la lesién causada por otros factores y contribuyen a la
progresion de la enfermedad. A diferencia de otros autores, no
encontramos correlacién entre la expresiéon de C4d en CGo EC
con creatinina, TFGe y proteinuria.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones, como el
hecho de ser unicéntrico y el tamafio de la muestra. El

abordaje diagnéstico por el clinico que motivé la toma de
las BRP y el diagnéstico histopatolégico, asi como la clasifi-
cacion de las diferentes variantes, se realizaron antes de la
publicacién de las nuevas guias KDIGO 2021'%, dejando inde-
pendientemente de la etiologia responsable solo como GEFS.
Ademas, tiene la limitante de no contar con pruebas genéticas
de GEFS ni moleculares sobre la via de la lectina y/o pruebas
especificas confirmatorias para la via alterna.

Sin embargo, tiene la fortaleza de que no se incluyeron
pacientes con obesidad, diabetes, consumo de esteroides o
enfermedades viricas. Consideramos que a futuro se requieren
mas estudios adicionales y prospectivos para valorar el posi-
ble significado en la parte clinica y pronédstico de la expresiéon
de C4d en GEFS. Es probable que se deba redirigir el camino de
la GEFS como una enfermedad mas asociada a causas autoin-
munes con depdsito de C4d sin hipocomplementemia.

Conclusiones

La expresién de C4d en GEFS predominé en la variante celu-
lar y colapsante tanto en CG como EC, lo cual se traduce en
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una activacién del complemento tanto en la via de las lec-
tinas como en la via alterna y es parte de la etiopatogenia.
Sin embargo, se requieren més estudios para analizar su valor
prondstico en la funcién renal y con ello servir de base para
establecer tratamientos enfocados contra las vias del comple-
mento.
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