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Rezumat

Introducere. Demonstrarea C4d in capilarele peritubulare nu este sinonimad
cu rejetul acut umoral. Evaluarea C3d a fost creditata a aduce informatii prognostice
relevante.

Obiectiv. Analiza expresiei C3d si C4d in biopsia renald pentru disfunctie de
grefa si a corelatiei cu rejetul mediat de anticorpi.

Material si metoda. Au fost evaluate 74 biopsii de grefa renald, din perioada
ianuarie 2006 - decembrie 2012. Biopsiile pacientilor cu rejet acut umoral (Gr. A.) si
ale celor cu necroza tubulara acuta (Gr. B.) au fost comparate din punct de vedere al
expresiei C4d si C3d.

Rezultate. Marcajul endotelial al C3d este corelat inalt semnificativ statistic
(p=0,0001) cu marcajul C4d. Valoarea test a C3d pentru rejetul acut umoral are
sensibilitate de 89,47% si specificitate de 69,09%. C3d se coreleaza cu prezenta
marginatiei de polimorfonucleare neutrofile si a trombozei la nivelul capilarelor
peritubulare. C3d epitelial se coreleaza cu prezenta necrozei tubulare acute.

Concluzie. Determinarea imunohistochimica a C3d in biopsia renala este un
adjuvant important in setul de coloratii utilizate pentru evaluarea biopsiei renale
de transplant. Depunerea C3d in capilarele peritubulare se coreleaza cu prezenta
rejetului umoral acut, in timp ce expresia la nivelul epiteliilor tubulare se coreleaza cu
leziunile tubulare ischemice.

Cuvinte cheie: biopsie grefa renala, rejet acut umoral, necroza tubulara acuta,
C4d, C3d.

SIGNIFICANCE OF C3d IN THE ASSESSMENT OF THE RENAL
GRAFT BIOPSY IN THE INITIAL POST TRANSPLANT PERIOD

Abstract

Introduction. Demonstration of C4d deposition in peritubular capillaries is not
synonymous with acute humoral rejection. Evaluation of C3d was credited to bring
relevant prognostic information.

Objective. To analyze the C3d and C4d expression in renal biopsy for graft
dysfunction and correlation with antibody mediated rejection.

Materials and methods. We evaluated 74 renal graft biopsies in the period:
January 2006-December 2012. Biopsies of patients with acute humoral rejection
(Gr. A.) and those with acute tubular necrosis (Gr. B.) were compared in terms of
expression of C4d and C3d.

Results. Endothelial deposition of C3d was in highly significant statistic
correlation (p=0.0001) with C4d deposition. The C3d test for humoral acute rejection
has 89.47% sensitivity and 69.09% specificity. C3d correlated with the presence
of polymorphonuclear neutrophils and thrombosis in the peritubular capillaries.
Epithelial C3d correlated with the presence of acute tubular necrosis.

Conclusion. Immunohistochemical assessment of C3d in renal biopsy is an
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important ancillary test in the panel used to assess transplant renal biopsy. C3d
deposition in peritubular capillaries correlates with the presence of acute humoral
rejection while expression in the tubular epithelium correlates with the tubular

ischemic lesions.

Keywords: renal graft biopsy, acute humoral rejection, acute tubular necrosis,

C4d, C3d.

INTRODUCERE

Principalul risc de pierdere a grefei renale este
cel imunologic, iar in cadrul acestuia cea mai dramatica
evolutie este intdlnitd in cazul rejetului acut mediat de
anticorpi [ 1]. Diagnosticul precoce si tratamentul de epurare
a anticorpilor preformati permit salvarea grefei [2].

Diagnosticul rejetului mediat de anticorpi este rea-
lizat in baza demonstrarii prezentei anticorpilor anti-donor
specifici, a actiunii acestora asupra grefei si a consecintelor
functionale [3].

Demonstrarea activarii specifice a complemen-
tului necesita evidentierea fractiilor complementului
C1 sau C4. In practicd, este larg utilizati demonstrarea
depunerii endoteliale a C4d, un produs de metabolism
al C4b fixat covalent tisular, cunoscutd fiind corelatia
acestuia cu disfunctia de grefa prin anticorpi anti-donor
specifici [4]. Studiile concordante realizate au condus la
includerea marcajului pozitiv pentru C4d in capilarele
peritubulare, intre criteriile de diagnostic ale rejetului acut
umoral si au permis definirea rejetului cronic mediat de
anticorpi [3].

Dacd, in cazul grefelor cu disfunctie, prezenta
C4d endotelial in capilarele peritubulare este asociata cu
o evolutie defavorabila a grefei, prezenta izolata a C4d in
capilarele peritubulare are o semnificatie discutabild, asa
cum a fost relevat de biopsiile realizate pe baza de proto-
col [5-7].

Studiile recente sugereazd cd activarea comple-
mentului este doar o etapa in procesul imunologic al
rejetului mediat de anticorpi si ca formarea complexului
de atac membranar sau a receptorului antigenic pentru
chemokine (DARC) sunt etape importante in producerea
modificarilor morfopatologice [8].

Semnificatia detectiei endoteliale a altor fractii ale
complementului, cum ar fi fractii ale C3, este subiect de
discutie, dar detectia acestora in epiteliile tubulare renale
are relevanta pentru disfunctia tubulara renald [9] care
poate fi asociata rejetului.

OBIECTIV

Analiza expresiei C3d si C4d in biopsia renala
pentru disfunctie de grefd si a corelatiei cu rejetul mediat
de anticorpi.
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MATERIAL SI METODA

Indicatia biopsiei renale

in perioada primelor 3 luni posttransplant, biopsia
renald a fost indicatd la pacientii cu non-functie primara
de grefa cu duratd de 3 saptamani, in absenta cauzelor
vasculare sau urologice, la pacientii cu diureza reluata
dar fara evolutie spre normalizare a functiei renale sau la
pacientii cu alterarea probelor de functie renald dupa o
perioada initiala de evolutie favorabila. La acesti pacienti
a fost exclusa, in prealabil, existenta unor cauze vasculare,
urologice sau de toxicitate la introducerea inhibitorilor de
calcineurina.

Evaluarea histopatologica

Diagnosticul morfologic a fost realizat in con-
cordanta cu clasificarea Banff 07 de evaluare a biopsiei
grefei renale [3].

Conform protocoalelor proprii, au fost prelevate
doua sau trei fragmente bioptice ale grefei renale in raport
cu evaluarea microscopica in situ a prezentei si numarului
de glomeruli. Toate fragmentele au fost procesate la
parafind cu realizarea de sectiuni de 3 pum, colorate HE,
PAS, TM, AgMet si imunohistochimic.

Aspectele morfologice pentru rejetul acut mediat
de anticorpi au fost: aspectele de necroza tubulard acuta,
marginatia de neutrofile in capilarele peritubulare, dilatarea
capilarelor peritubulare, tromboza in capilarele peritubu-
lare, glomerulita si necroza fibrinoida vasculara. in absenta
modificarilor vasculare sau inflamatorii, leziunile au fost
considerate, mai probabil, corespunzatoare necrozei tubu-
lare acute. Diagnosticul diferential a inclus microangio-
patia tromboticad sau sindromul hemolitic uremic, necroza
tubulard acuta, toxicitatea la medicatia imunosupresoare,
infectiile bacteriene, virale sau fungice.

Evaluarea imunohistochimica

Protocolul de imunohistochimie a inclus determina-
rea C4d, C3d. Demascarea a fost realizata la pH 6 (Vector,
Nr.Cat. H-3300) pentru C4d, C3d. Au fost folositi anticorpi
policlonali de iepure de la Abcam pentru C4d (ab36075)
si C3d (ab15981). Demonstrarea imunomarcajului a fost
realizata folosind sistemul HRP polimer EnVision TM +
Dual Link System-HRP.

Evaluarea imunomarcajului a fost realizata pe ariile
bioptice non-fibrotice, cu tubi renali non-atrofici. Marcajul
pozitiv pentru rejetul mediat de anticorpi a fost considerat
depunerea liniara, intensa la nivelul endoteliilor capilarelor
peritubulare sau glomerulare.

Gradarea imunomarcajului a fost realizatd in
concordanta cu clasificarea Banff 07 [3] (tabel I). Coloratia
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C4d a fost consideratd pozitivd dacad imunomarcajul a
fost pozitiv in peste 10% din capilarele peritubulare.
Interpretarea imunomarcajului C3d a fost realizatd in
manierd similard (Fig. 2, Tabel II). Gradarea capilaritei
peritubulare, a glomerulitei, au fost realizate in acord cu
clasificarea Banff 07 [3].

£

Fig. 1. Imunomarcaj liniar, intens, difuz, pentru C4d la nivelul
capilarelor peritubulare, concordant cu diagnosticul de rejet acut
mediat de anticorpi.

capilarelor peritubulare.

Tabel I. Gradarea imunomarcajului pentru C4d.

Scorul
coloratiei Descriere
C4d
0 - negativ sub 10 capilare peritubulare afectate
. afectarea a sub 10% din capilarele peritubulare
1 - minim .
corticale
afectarea a 10%-50% din capilarele peritubulare
2 - focal .
corticale
= - -
3 - difuz afec.tarea a peste 50% din capilarele peritubulare
corticale

Tabel II. Gradarea imunomarcajului pentru C3d.

Scorul
coloratiei  |Descriere
C3d
0 - negativ__ [sub 10 capilare peritubulare afectate
. afectarea a sub 10% din capilarele peritubulare

1 - minim .

corticale

afectarea a 10%-50% din capilarele peritubulare
2 - focal .

corticale

YT - -

3 - difuz afecFarea a peste 50% din capilarele peritubulare

corticale

Cazuistica

Au fost reevaluate 74 de biopsii de grefa renala
realizate in perioada ianuarie 2006 - decembrie 2010,
indicate pentru non-functie primara de grefa, disfunctie
precoce de grefa sau functie renald ineficienta, in primele 3
luni de la transplant.

Metodologie

Biopsiile au fost grupate in functie de prezenta sau
absenta rejetului umoral acut: Gr. A. - biopsii ale pacien-
tilor cu rejet acut mediat de anticorpi si Gr. B. - biopsii ale
pacientilor cu necroza tubulara acuta sau microangiopatie
trombotica de alta cauza. Cele doua loturi au fost comparate
in functie de tipul de donator, gradarea imunomarcajului
pentru C4d, C3d, prezenta trombilor in capilare, a capilaritei
peritubulare, a glomerulitei, a necrozei fibrinoide vasculare
si a marcajului C3d la nivelul tubilor renali corticali. De
asemenea, a fost evaluatd valoarea test a marcajului C3d si
C4d pentru rejetul acut mediat de anticorpi versus necroza
tubulara acuta. Analiza statistica a fost realizata folosind
aplicatia Epi Info 7.

REZULTATE

Rezultatele comparative in functie de prezenta sau
absenta rejetului acut mediat de anticorpi sunt prezentate in
tabelul III. Prezenta rejetului acut mediat de anticorpi este
mai frecventd la pacientii care au primit grefa de la donator
viu, se coreleaza cu prezenta depunerii C3d la nivelul capi-
larelor peritubulare, cu prezenta capilaritei peritubulare,
a glomerulitei si a trombozelor capilare peritubulare sau
glomerulare. In schimb, marcajul pozitiv pentru C3d
la nivelul epiteliului tubular este corelat cu prezenta
necrozei tubulare acute (Tabel III). Toate corelatiile sunt
semnificative statistic.

Marcajul C3d este corelat Tnalt semnificativ statistic
(p=0,0001) cu marcajul C4d, ambele determinate prin
metoda imunohistochimica (Tabel IV).

Valoarea test a imunomarcajului pentru C3d este
prezentatd in tabelul V. Determinarea depunerii endoteliale
a C3d pentru diagnosticul rejetului acut mediat de anticorpi
are sensibilitate de 89,47% si specificitate de 69,09%.
Valoarea predictiva pozitiva a fost de 50,00%, in timp ce
valoarea predictiva negativa a fost 95,00%.

Corelarea C3d cu capilarita si trombozele capilarelor
peritubulare este prezentata in tabelul VI. Pozitivitatea
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Tabel I11. Rezultatele comparative in functie de prezenta sau absenta rejetului acut mediat de anticorpi.

Gr.A.

Gr.B. P
N % (CI) N %

Grefa de la donator decedat 7 (16,23?/252?64%) 51 (82,2%"’/7390/;,98) < 0,001
Marecaj C4d pozitiv in capilare peritubulare (C4d2, C4d3) 18 (73,932/21;‘;/?87% ) 0 0% < 0,001
Marcaj C3d pozitiv in capilare peritubulare (C3d2, C3d3) 17 (66 8223/::};?7 0%) 17 (19 li&?}l:ﬁ%l %) < 0,001
Expresie C3d la nivelul epiteliului tubular proximal 5 9.1 5202’_35210/; 0%) 55 (100 00{,/00?;/()0& 00%) < 0,001
Capilarita peritubulara prezenta 14 (8. 8(7)3/2522)/08 5%) 20 (23. 83; E/fg?)/o 44%) 0,01
Glomerulita prezenta 12 (38 323/;1_3?7]% ) 10 ©. 0;;’_13%)/; 0%) < 0,001
Total 19 55

CI - Interval de confidenta, p - probabilitatea statistica a ipotezei nule.

pentru C3d se coreleazd cu prezenta marginatiei de
polimorfonucleare neutrofile in capilarele peritubulare
si a trombozelor in capilarele peritubulare, similar cu
datele observate la expresia C4d. Aceste asocieri sunt
semnificative statistic. Analiza comparativa fata de C4d
demonstreaza o corelatie mai micd a C4d cu inflamatia in
capilarele peritubulare, comparativ cu C3d (Tabel VII).

Tabel IV. Tabelul de corelare al expresiei C3d cu cea a C4d.
Valoarea 2 = 34,1704, p=0,0001, 1nalt semnificativ statistic.

Tabel VII. Corelatia intre imunomarcajul C4d pozitiv (C4d2,
C4d3) si prezenta capilaritei peritubulare in tubii renali proximali,
a glomerulitei si a trombozei capilare.

C4do C4d1 C4d2 C4d3 Total
C3d0 |35 (71,83%) | 3 (42,86%) 0 0 38
C3d1 0 0 1(12,50%)[1(10,00%)| 2
C3d2 |10 (20,41%) | 3 (42.86%) | 3 (37,50%) |4 (40,00%) | 20
C3d3 | 4(8,16%) |1 (14,29%) |4 (50,00%) |5 (50,00%)| 14
Total 49 7 8 10 74

Tabel V. Tabelul de corelare a C3d cu prezenta rejetului acut
mediat de anticorpi. Marcajul a fost considerat pozitiv in cazul
prezentei la peste 10% din tubii renali.

Gr. A. Gr. B. Total
C3d pozitiv 17 17 34
C3d negativ 2 38 40
Total 19 55 74

Tabel VI. Corelatia intre imunomarcajul C3d pozitiv (C3d2,
C3d3) si prezenta capilaritei peritubulare in tubii renali proximali,
a glomerulitei si a trombozei capilare.

C3d pozitiv C3d negativ
N % (CI) N % P

Capilarita 64,71% 30,00%
peritubulard | 221\ 190. 20.25%) | 12| (16.56%-46,53%)| %000
prezenta
Tromboze in 10 29.41% 1 2,50% 0.003
capilare (15,10%-47,48%)| " | (0,06%-13,16%) | >
Total 34 40

C4d pozitiv C4d negativ
N % (CI) N % P

Capilarita

) . 72,22% 37,50%
peritubulard | 13| 4 $205-00,31%)| 2" [ (24,92%-51,45%) | *02!
prezenta
Tromboze in 7 38,89% 4 7,14% 0.004
capilare (17.30%-64.25%)| " | (1,.98%-17.25%) | >
Total 34 40

DISCUTII

in prezent, diagnosticul rejetului grefei renale
este eminamente realizat prin evaluarea histopatologica a
fragmentelor renale prelevate bioptic, iar aceastd situatie
nu s-a schimbat in ciuda progreselor realizate de tehnicile
de laborator [10]. Chiar daca diagnosticul rejetului
mediat de anticorpi continud sd fie subiect de discutii
[11,12], clasificarea Banff 07 include un set de criterii
histopatologice pentru diagnosticul acestuia, un rol central
jucandu-1 demonstrarea depunerii endoteliale difuze a C4d
[3].

Semnificatia depunerii liniare endoteliale la nivelul
capilarelor peritubulare a C4d trebuie realizata in contextul
general al activarii complementului. Dintre cele trei céi de
activare a complementului, activarea prin reactia specifica
antigen anticorp este cea care va conduce la activarea Cl1,
ai carui produsi de clivare vor activa C4, cu producerea
C4b, care va fi degradat la C4d, compus care se va lega
covalent de tesuturi. Daca ideald este demonstrarea fixarii
endoteliale a anticorpilor IgG specifici, in practica aceasta
fixare este pasagera si dificil de demonstrat, cu atat mai
mult a naturii imunglobulinelor. C4d are o latentd mult mai
mare la nivelul tesuturilor, fiind un indicator important al
producerii unei reactii specifice antigen-anticorp [13,14].

Desi asocierea depunerii difuze a C4d la nivelul
endoteliilor si rejetul mediat de anticorpi a fost motivul noii
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clasificari Banff, biopsiile de protocol si biopsiile grefelor
in cazul transplantelor transgrup au demonstrat ca expresia
C4d nu este singurd suficientad pentru diagnosticul rejetului
[6,15].

Pentru producerea efectelor tisulare, este necesara
formarea C5b-9 sau a complexului de atac membranar.
Din aceste considerente, s-a studiat valoarea demonstrarii
activarii caii comune a complementului in rejetul mediat de
anticorpi. C3d a fost demonstrat in capilarele peritubulare
la 39-60% din biopsiile la care C4d a fost difuz pozitiv [16].
Corelatia difera, fiind intalnite cazuri cu C3d pozitiv - C4d
negativ, probabil ca o consecinta a activarii complementului
pe calea lectinica [17].

Spre deosebire de rejetul acut mediat de anticorpi,
prezenta suferintei tubulare din rejetul celular, necroza
tubulara acutd sau atrofia tubulara, C3 este pozitiv fie la
nivelul membranelor bazale tubulare, fie al epiteliilor
tubulare, in ambele situatii originea acestuia fiind celula
tubulara renala [18].

In studiul nostru, pozitivitatea C3d in capilarele
peritubulare se coreleaza inalt semnificativ statistic cu
prezenta rejetului umoral acut si cu pozitivitatea C4d. Ca
factor de prognostic defavorabil, pozitivitatea C3d este
asociatd cu prezenta neutrofilelor in capilarele peritubulare
si cu prezenta trombilor. Diferentele sunt inalt semnifica-
tive statistic, corelat cu cauzele de disfunctie de grefa.

Un aspect particular observat a fost acela al expre-
siei C3d la nivelul epiteliului tubilor renali, corelat cu
prezenta aspectelor de necroza tubulard acutd si mai putin
cu rejetul acut mediat de anticorpi. Corelatia a fost inalt
semnificativa statistic.

Corelatia inflamatiei in capilarele peritubulare a fost
mult mai intensa in cazul C3d, comparativ cu C4d, aspect
care sustine valoarea de factor prognostic defavorabil al
coloratiei C3d.

CONCLUZIE

Determinarea imunohistochimica a C3d in biopsia
renald este un adjuvant important in setul de coloratii
utilizate pentru evaluarea biopsiei renale de transplant.
Depunerea C3d in capilarele peritubulare se coreleaza
cu prezenta rejetului umoral acut, in timp ce expresia la
nivelul epiteliilor tubulare se coreleaza cu leziunile tubulare
ischemice.
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