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RESUMEN

La glomerulonfritis estracapilar pauci-inmune es el sustrato histoldgico de las vasculitis
asociadas a ANCAs. Los modelos experimentales de induccién de vasculitis en ratones han
desmostrado la existencia de una activacion de la via alternativa del complemento en el proceso
patogénico, la cual resulta determinante para que se genere la glomerulonefritis, ya que cuando
se suprime dicha activacion el dafio renal no se produce. Sin embargo, el papel exacto de dicha
activacion del complemento durante el proceso vasculitico en humanos todavia no se ha
dilucidado. Histoldgicamente la vasculitis renal se caracteriza por la escasa presencia de
depdsitos inmunes y del complemento observados mediante estudios de inmunofluorescencia,
aunque algunos estudios recientes han demostrado que dichos depositos tienen implicaciones
en la severidad del dafio renal.

Partiendo de la hipotesis de que el deposito de factores del complemento en las biopsias
de pacientes con vasculitis renal pudiera reflejar activacion del complemento con implicaciones
clinicas y pronosticas, nos proponemos analizar, mediante técnicas inmunohistoquimicas, la
presencia de diversos factores resultantes de la activacion del sistema del complemento en
tejido renal de pacientes con vasculitis. Los factores a estudio son el C4d, cuya presencia es
reflejo de una activacion de la via clasica y de las lectinas, el C3d, que es un producto de
degradacidn principalmente de la activacion de la via alternativa del complemento y el MBL,
que refleja activacion de la via de las lectinas.

Las muestras procedentes de 85 pacientes con diagnostico de vasculitis fueron incluidas
en el estudio y analizadas mediante tinciones inmunohistoquimicas para los factores del
complemento mencionados. Se observo deposito glomerular de C3d en 42 (49,4%) y depésito
de C4d en 38 (44,7%) de las 85 biopsias. Los estudios de MBL fueron negativos en todos los
casos. La tincién inmunohistoquimica de C3d resultd ser mas sensible que el C3c por
inmunofluorescencia en la identificacion del deposito de complemento. En relacion a la
repercusion clinica observada del depésito de complemento, no se observaron diferencias
clinicas ni histologicas entre los pacientes en funcion del depdsito renal de C4d. Por el
contrario, la tincion inmunohistoquimica de C3d se asocié de forma significativa con la
severidad del dafio renal al diagnéstico y con una menor tasa de respuesta al tratamiento
inmunosupresor. Los pacientes con tincion positiva para C3d presentaron peor pronostico renal,
siendo la supervivencia renal a los 2 y 10 afios del 60,9% vy el 51,8% respectivamente, en
comparacion con el 87,7% y 78,9% en los pacientes C3d negativo (p=0,04). En el analisis
mulitvariante, la tincion positiva para C3d constituyd un marcador prondstico independiente
para el desarrollo de enfermedad renal cronica terminal durante el seguimiento (RR, 2,5; IC del
95%, 1,1-5,7; p=0,03)

Por lo tanto, el presente estudio abre la puerta al analisis de C3d de forma rutinaria en
las biopsias de pacientes con vasculitis renal, dada su mayor sensibilidad en la identificacion de
depdsito de complemento, asi como sus implicaciones clinicas y préndsticas.
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1. INTRODUCCION

1.1.Vasculitis sistémicas: definicion v clasificacion.

La vasculitis es un proceso inflamatorio que dafa la pared del vaso produciendo la
lesion del mismo y consecuentemente la disfuncion de los tejidos que irriga, afecta a vasos de
cualquier tipo y cualquier tamafio, incluyendo capilares, vénulas, arteriolas, venas y arterias. La
inflamacién produce la destruccion y necrosis fibrinoide de la pared del vaso, que condiciona
cambios irreversibles como son la estenosis, oclusién, dilatacion o formacion de aneurismas.
Cuando los capilares y vénulas son los afectados por la vasculitis, el debilitamiento de la pared
del vaso puede ocasionar la ruptura del mismo produciendo consecuentemente un sangrado a
los tejidos circundantes (1,2). Las manifestaciones clinicas dela vasculitis son muy
heterogéneas y suelen incluir sintomas constitucionales debido al proceso inflamatorio
sistémico, mediado por citoquinas, asi como la disfuncién de o6rganos y sistemas afectos

mediado por el dafio endotelial (3).

La participacion de multiples 6rganos y / o sistemas es caracteristico de una vasculitis
sistémica, mientras que cuando solo se ve afectado un 6rgano se considera como vasculitis
limitada a un solo 6rgano (4). Las vasculitis sistémicas se definen como primarias cuando no
existe un factor etiologico identificado, en contraposicién a las vasculitis consideradas
secundarias, como las asociadas a enfermedades infecciosas (por ejemplo, la hepatitis C o la
infeccion por VIH), medicamentos (por ejemplo, drogas anti tiroideas, hidralazina vy

minociclina), el abuso de drogas (por ejemplo, vasculitis asociado con cocaina), enfermedades
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autoinmunes (por ejemplo, lupus eritematoso sistémico, vasculitis reumatoide y Sindrome de

Sjogren) o patologia tumoral (5,6).

A lo largo de los afos, se han ido desarrollando distintas clasificaciones de los
sindromes vasculiticos. La primera fue propuesta en 1952 por Zeek e incluia las siguientes
entidades: angeitis hipersensibilidad, vasculitis granulomatosa alérgica, arteritis reumatica,
periarteritis nodosa y por ultimo la arteritis temporal (7). En 1993, la primera Conferencia
Internacional de Consenso de Chapel Hill (CHCC) tuvo como objetivo el desarrollar un
consenso en la nomenclatura y definiciones de las formas mas comunes de vasculitis
observadas en la practica clinica. Se incluyeron diez sindromes vasculiticos y su definicién se
basé en manifestaciones clinicas asi como en sus caracteristicas histopatoldgicas (8).
Posteriormente, en 2012 se celebré un segundo consenso del grupo de Chapel Hill con el
objetivo de actualizar la nomenclatura propuesta inicialmente. En este nuevo sistema
clasificatorio se introduce el agrupamiento de los sindromes vasculiticos en funcion del tamafio
de los vasos afectados; se distinguen en primer lugar las vasculitis de grandes vasos (LVV) que
afectan predominantemente a la aorta y sus ramas principales, y que incluyen la enfermedad de
Takayasu Yy la arteritis de la temporal; las vasculitis de mediano vaso (MVV) , en las que el
dafo fundamental reside en las arterias viscerales secundarias y arteriolas, siendo el prototipo
de esta afectacion la Panarteritis nodosa; y por Gltimo se distinguen las vasculitis de pequefio
vaso (SVV), dénde el dafio predominante se produce en capilares y vénulas (9). Las vasculitis
de pequefio vaso se subdividen a su vez en dos grupos basados en la ausencia o presencia de
depdsitos inmunes en la pared del vaso afecto: primer grupo, las vasculitis asociadas a ANCAs
que se caracterizan por la escasez o ausencia de depdsitos inmunes y, segundo grupo, las
vasculitis mediadas por inmunocomplejos, como la vasculitis IUpica y la crioglobulinémica,

que estan caracterizadas por la marcada presencia de depdsitos de complejos inmunes en las
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paredes de los vasos afectados. Adicionalmente a estas categorias de vasculitis mencionadas,
se afiaden en el nuevo sistema de clasificacion nuevas entidades como son las vasculitis de
vasos variables (entre ellas la enfermedad de Behget), las vasculitis limitadas a un solo 6rgano,
entre las que destaca la vasculitis limitada al rifion (asociadas o no a ANCAS), y las vasculitis

asociada con enfermedades sistémicas (9) (Figura 1).

Vasculitis de pequeno vaso por Inmuno-complejos
-Vasculitis crioglobulinémica
- Vasculitis IgA (Scholein-Henoch)
- Vasculitis urticarial hipocomplementémica (anti C1Q)
- Vasculitis por LES y AR.
Vasculitis de mediano vaso - Otras
- Poliarteritis Nodosa \

- Enfermedad de Kawasaki [ Enfermedad por Anti MBG \

I

Vasculitis de pequeno vaso asociado a ANCA
- Poliangeitis con granulomatosis (VWegener)

L ) - Poliangeitis con granulomatosis eosinofilica
1 (Churg-Strauss)
Vasculitis de gran vaso - Poliangeitis microscépica
- Arteritis de Takayasu - Vasculitis imitada al rifién
| - Arteritis de células gigantes )
!

Vasculitis de vaso variable (enfermedad de Behget)

Figura 1. Clasificacion morfoldgica de las vasculitis por el tamafio del vaso afectado, segun el
consenso de Chapel Hill 2012 (9).

Si bien las definiciones y clasificaciones son de utilidad en la préactica clinica, el
diagnostico de una vasculitis ha de basarse en ultimo término en la combinacion de signos y
sintomas sugestivos de la enfermedad, acompafiado de resultados histologicos, marcadores
seroldgicos (por ejemplo determinacion de ANCAs, crioglobulinas séricas, etc.) o estudios de
imagen, en funcién del tipo de sindrome vasculitico a diagnosticar (1,3). En este sentido, el

Colegio Americano de Reumatologia (ACR) en 1990 desarrollé una clasificacion con las siete
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formas mas comunes de vasculitis: arteritis de Takayasu (TAK), arteritis de células gigantes
(ACG), la poliarteritis nodosa (PAN), granulomatosis con poliangeitis (GPA: anteriormente la
granulomatosis de Wegener), Granulomatosis eosinofilica con poliangeitis (GEPA;
anteriormente el sindrome de Churg-Strauss), vasculitis IgA (antes de Henoch-Schénlein) y la
vasculitis por hipersensibilidad (10-16). Sin embargo, de nuevo esta clasificacion solo pretende
identificar grupos homogéneos de pacientes para su inclusion en los estudios epidemiolégicos,
sin intencion de ser empleados como herramientas de diagnostico (5,6). No obstante, diversos
estudios posteriores analizaron la sensibilidad de dichos criterios en cohortes de pacientes con
vasculitis sistémicas, encontrando que su sensibilidad variaba entre el 71% a 95,3%
dependiendo del sindrome vasculitico que fuese considerado, mientras que la especificidad
oscilaba entre el 78,7% y el 99,7%. Los criterios para la GEPA, ACG y TAK son los que
mostraron una mejor sensibilidad y especificidad.(17). Actualmente, el Birmingham Vasculitis
Activity Score (BVAS) es el instrumento més utilizado para medir la actividad de la
enfermedad, especialmente en pacientes con vasculitis de pequefio y mediano vaso (18).El
BVAS fue desarrollado en 1994 para su uso en los ensayos clinicos en vasculitis (19). Este
score consiste en valorar una serie de parametros clinicos y analiticos en pacientes con
vasculitis, considerando la diferente afectacion de 6rganos y su severidad en la presentacion
clinica. Sobre la version inicial se han ido afiadiendo modificaciones y ampliaciones hasta
llegar a los 56 items actuales, en los que se evalla la actividad vasculitis en nueve 6rganos y

sistemas. (20,21).
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1.2.Vasculitis asociada a ANCAs (VAA) vy afectacion renal.

La incidencia anual de las vasculitis sistémicas asociadas a ANCA, incluyendo la
granulomatosis con poliangeitis (GPA), la poliangeitis microscopica (PAM), y la
granulomatosis eosinofilica con poliangeitis (GEPA) es de 16 a 20 casos por millon de
poblacion (22). La incidencia de la GPA es de 5 a 14 casos por millon de habitantes, la de
PAM, es de 3,6 a 10 casos por millon, la de vasculitis limitada al rifion (VLR), 7 casos por
millén y la de GEPA es de 1 a 4 casos por millon (23). La prevalencia de GPA en diferentes
estudios procedentes del norte de Europa es de aproximadamente 50 casos por mill6n de
habitantes (24). En un estudio epidemioldgico realizado en Espafia por Gonzalez-Gay et al.(22)
describe una incidencia de vasculitis primaria sistémica de 13,07 casos pmp en la poblacion
general y al subdividir por grupos de edad, se incrementa la incidencia hasta 34,9 casos pmp
en la poblacion entre 55 y 64 afios. Al analizar los subtipos de vasculitis, encontraron una
incidencia de 2,95 casos pmp para GPA y 7,91 casos pmp para PAM, lo cual difiere de las
incidencias reportadas en paises anglosajones y del norte de Europa, poniendo de manifiesto las

variaciones epidemioldgicas existentes en los tipos de vasculitis en funcion de la latitud.

Las vasculitis predominan en personas de raza caucasiana. El inicio de la enfermedad
generalmente ocurre entre los 65 y los 75 afios, aunque puede debutar a cualquier edad, siendo
una tendencia generalizada la aparicién de nuevos casos de vasculitis en sujetos cada vez méas
ancianos, posiblemente en relacion con el aumento de la esperanza de vida y la posible
implicacion de nuevos factores ambientales (23). En general, la incidencia es méas elevada en
los hombres, las mujeres suelen desarrollar la enfermedad a una edad mas temprana, y es mas

prevalente entre las personas de raza caucasica (24).
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La afectacion renal en esta entidad es comun. Al diagnéstico de la enfermedad se
estima que entre el 40 y 70% de los pacientes presenta un dafio renal secundario, con presencia
de anormalidades del sedimento urinario y disminucion de la funcion renal. Y més del 50% de
los pacientes que se presentan sin compromiso renal al inicio, lo desarrollaran en el curso de la
enfermedad. Desde el punto de vista nefroldgico, representa el quinto diagnoéstico mas
frecuente en pacientes a los que se les realiza una biopsia renal, y el primero cuando hablamos
de pacientes > 65 afios. Ademas es una de las causas mas comunes de inicio de tratamiento
renal sustitutivo en poblacion afiosa (25). Existen variaciones geograficas tanto del tipo
serologico de los ANCAS como del espectro clinico de la vasculitis, de tal forma que la
incidencia de la GPA es mayor en el norte de Europa, mientras que la PAM se observa con

mayor frecuencia en el sur de Europa y Japén (26-28).

Actualmente existe una solida evidencia de la contribucion genética en la patogenia de
las vasculitis asociadas a ANCAs (29). El estudio genomico realizado recientemente en
pacientes con vasculitis ha demostrado la asociacion de los diferentes tipos de ANCAs con

distintos HLA (30,31).

Los ANCAs fueron descritos por Davies et al en 1982 (32) y se asociaron por primera
vez con la presencia de poliangeitis microscopica en €l1985 (33). Son anticuerpos dirigidos
contra componentes granulares de neutréfilos y se distinguen dos patrones principales de
tincibn mediante la inmunofluorescencia indirecta: patron citoplasmatico (c-ANCA),
caracterizado por una tincion granular grueso del citoplasma, y patrén perinuclear (p-ANCA),
cuya tincién se localiza principalmente alrededor del nucleo, dejando el citoplasma sin depdsito
(Figura 2). La diana antigénica principal para c-ANCA es la serina proteinasa 3 (PR3), la cual

se encuentra en los granulos azurofilos, y para p-ANCA es la mieloperoxidasa (MPQ), una
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enzima de granulos azurdfilos que cataliza la peroxidacion de cloruro de hipoclorito.  Los
ANCAs con actividad anti-proteinasa 3 (anti-PR3) generalmente se observan en la GPA (80%),
y los ANCA con actividad anti-mieloperoxidasa (anti-MPQO), estdn méas frecuentemente

presentes en la PAM y la VLR (60%) (34,35).

Figura 2. Patron de tincidn por inmunofluorescencia directa de los anticuerpos ANCAs. Patrén
citoplasmatico (c-ANCA) y perinuclear (p-ANCA).

En la Gltima década se ha demostrado la implicacion de los ANCAs en la patogenia de
las vasculitis: la transferencia de Anticuerpos antiMPO patogenos en animales inmunizados
(36) consigue el desarrollo completo del dafio vasculitico en el rifion y en otros organos. Este
modelo solo ha sido posible utilizando anticuerpos MPO, no se ha podido desarrollar para
anticuerpos PR3. Dichos modelos consideran la existencia de factores ambientales tales como
agentes infecciosos 0 medicamentos los cuales desencadenan la liberacion de citoquinas pro
inflamatorias, entre los cuales se encuentra el factor de necrosis tumoral alfa (TNFalfa), que
dan lugar a la regulacion positiva en la expresion de moléculas de adhesion y sefializacion de
los neutrofilos. En estas circunstancias se produce la translocacion de los antigenos ANCA
(PR3 y MPO) desde el compartimiento lisosomal a la superficie celular de los neutrdfilos, lo
que permite la interaccion de los ANCAs preformados con los antigenos diana. Esta interaccion

estimula aun mas la liberacion de moléculas de adhesion y citoquinas, y activando las células
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endoteliales, lo que supone un aumento de la transmigracion y la adhesion de los neutréfilos a
las paredes del vaso. La activacion de neutrofilos mediada por ANCAs también desencadena la
produccion de radicales de oxigeno reactivo y la liberacién de enzimas proteoliticas. La
combinaciéon de la activacion de los neutrofilos y la activacion del endotelio conduce a
desarrollar el dafio directo en la pared del vaso generando las lesiones histologicas

consecuentes (37) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del modelo de patogenia en vasculitis asociada a ANCAs (38).
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El rifdn, y méas concretamente los capilares glomerulares, constituyen una diana ideal
en el dafio vasculitico de las vasculitis de pequefio vaso. La afectacion renal es una de las
manifestaciones clinicas mas relevantes y de mayor severidad, especialmente en las vasculitis
asociadas a ANCAs. Este dafio renal secundario ocurre mas frecuentemente en la poliangeitis
microscopica y en la Granulomatosis con poliangeitis, estando presente hasta en el 90% y 80%
de los casos respectivamente, y siendo la incidencia de afectacién renal menor en la GEPA
(45%) (2). La forma clinica habitual es una insuficiencia renal rapidamente progresiva
acompafada de un sedimento urinario activo con micro hematuria, y proteinuria en rango
variable, generalmente no nefrdtica. La afectacion renal rapidamente progresiva puede conducir
a una insuficiencia renal terminal en un corto plazo de tiempo si no se evalla y trata
adecuadamente, de ahi la importancia de la deteccion precoz. Ademas, la afectacion renal se ha
asociado con una mayor morbilidad y mortalidad en estos pacientes (39).Con excepcion de la
vasculitis limitada al rifion, el resto de casos de vasculitis asociadas a ANCAs, pueden y suelen
estar acompariados de otras manifestaciones clinicas que implican a diversos érganos. De esta
forma, la afectacion pulmonar es mas frecuente en el GPA (90%) y GEPA (70%) y menos
frecuente en PAM (50%) (2), por lo que al menos la mitad de los pacientes con
glomerulonefritis asociada a ANCAs también tienen enfermedad pulmonar (40). Dicha
afectacion pulmonar también se ha asociado con el aumento de la morbilidad y la mortalidad
(39) y la extension puede ser muy variable, ya que puede comprender desde infiltrados
cavitados migratorios hasta la presencia de una hemorragia pulmonar severa con insuficiencia
respiratoria asociada (40). La afectacion de la via aérea superior es mas comun en el GPA
(90%) y menos frecuente en PAM (35%) y GEPA (50%) (2). Se puede manifestar como
sinusitis, rinitis, estenosis subglotica o inflamacion ocular (40,41) y la presencia de afectacion
de la via aérea superior en pacientes con VAA se ha asociado con un mayor riesgo de recaida

(42,43).La afectacion neuroldgica se produce con mayor frecuencia en GEPA (70%) y con
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menor frecuencia en el GPA (50%) y PAM (30%) (2). Por lo general se manifiesta como
neuropatia periférica (mononeuritis multiple), siendo el compromiso del sistema nervioso
central menos comun (40,41).El compromiso cardiaco, manifestado en forma de miocarditis,
pericarditis e isquemia cardiaca por afectacion de vasos coronarios, se produce con menos
frecuencia en el GPA o PAM y con mayor frecuencia en GEPA (41,44). La afectacion
gastrointestinal es poco frecuente y tiene una igual incidencia en los tres tipos principales de
VAA (50%). Puede manifestarse como dolor abdominal o sangrado digestivo, resultante de la
ulceraciéon vasculitica del intestino delgado y/o grueso (40,41).Por ultimo, la afectacion
cutanea, es junto con la renal una de las manifestaciones clinicas mas comunes y generalmente
se presenta como purpura de predominio en las extremidades inferiores (40,41). En la Tabla 1

estan resumidos los signos y sintomas de esta patologia segun el 6rgano afecto.
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Sistémico
Musculo - esquelético
Piel

Clinica

Rifidn :
Histologia

Clinica

Pulmén
Radiologia

ORL

Ocular

Corazén
Gastrointestinal

Neuroldgico

Alteraciones
analiticas

C-ANCA / PR3

P-ANCA / MPO

Fiebre, pérdida de peso, astenia
Mialgias, poliartralgias /poliartritis simétricas

Pdrpura palpable, nédulos, tlceras cutaneas, livedo reticularis

75% 50% 70%
Proteinuria y/o hematuria con cilindros hematicos y/o insuficiencia renal
Glomerulonefritis rapidamente progresiva con proliferacion extracapilar

90% 80% 45%

Granulomas

Intenso infiltrado de
eosindfilos

Tos, hemoptisis, disnea
Asma

Patrdn alvéolo-intersticial (hemorragia alveolar). Fibrosis
pulmonar (fase evolucionada).

Nddulos o infiltrados
pulmonares no migratorios
(90%)

Rinorrea purulenta o
hematica, sinusitis, otitis

Infiltrados pulmonares
migratorios o nédulos
(70%)

Afectacion pulmonar: 50%

media, Ulceras en mucosa

Muy infrecuente (35%) ;
nasal y oral, estenosis

Pélipos nasales y
sinusitis de repeticion,
rinitis alérgica (50%)

subglética y endotraqueo-
bronquial (90%)

Uveitis, conjuntivitis, epiescleritis

Proptpsis ocular por masa retroorbitaria (uni o bilateral,
mas frecuente en GPA)

Miocarditis, pericarditis, isquemia cardiaca por afectacidon de vasos coronarios
Hemorragia digestiva y dolor abdominal por ulceras en la mucosa: 50% en los tres grupos
Mononeuritis multiple, polineuropatia

Afectacion de pares craneales, paquimeningitis
30% 50% 70%
Aumento de reactantes de fase aguda (VSG, PCR), anemia, trombocitosis
Eosinofilia (> 10% 6

>1500/mm?3
40-90%
10-20% 80-95% 40-75% 0-10%
generalizada localizada
60-85% 0-10% 30-60%

Tabla 1. Manifestaciones clinicas y analiticas de las distintas formas de vasculitis sistémicas de
pequefio vaso con afectacion renal (45).

23



Por tanto, la presencia de dafio renal asociado a vasculitis es habitual y desempefia un
papel pronostico crucial en esta entidad, guiando en muchas ocasiones la terapia
inmunosupresora de estos pacientes. La biopsia renal es clave en el diagnostico de VAA con
afectacion renal (46). Las caracteristicas cléasicas histopatologicas que definen la
glomerulonefritis asociada a ANCA incluyen la presencia de necrosis fibrinoide segmentaria
intraglomerular, la existencia de proliferacién extracapilar o formacion de semilunas y la
escasez 0 ausencia de depdsitos inmunes glomerulares (glomerulonefritis proliferativa
extracapilar pauci-inmune) (40,41) (Figura 4).La presencia de glomerulonefritis necrotizante
con proliferacion extracapilar, suele ser focal y en una misma muestra pueden coexistir
glomérulos normales cuya arquitectura se encuentra perfectamente conservada, junto a otros
con lesiones proliferativas activas, y otros que muestran lesiones evolucionadas con un grado
significativo de esclerosis. Si bien este es el patron histoldgico clasico, en algunos pacientes
con enfermedad ANCA-positiva se han demostrado hallazgos histopatolégicos atipicos tales
como la presencia de una nefritis intersticial con vasculitis de vasos rectos en ausencia de

glomerulonefritis (47).

24



Necrosis
fibrinoide

"+ Proliferacion
. extracapilar

T

Figura 4. Glomérulo con proliferacion extracapilar circunferencial y necrosis fibrinoide.

En los dltimos afos, varios estudios han demostrado la importancia prondstica de la
biopsia renal en vasculitis asociada a ANCA. Factores histoldgicos, como el porcentaje de
glomérulos normales, el porcentaje de glomérulos esclerosados y el porcentaje de fibrosis
intersticial en la biopsia renal realizado al diagnéstico de la enfermedad, han demostrado ser
indicadores prondsticos de la supervivencia renal (48-50). Recientemente, un grupo de trabajo
internacional de nefropatélogos propuso un sistema de clasificacion de la glomerulonefritis
(GN) asociada a ANCA sobre la base de pardmetros histoldgicos tales como la
glomeruloesclerosis, la proliferacion extracapilar y el porcentaje de glomérulos normales (51).
Esta clasificacion divide las biopsias renales en cuatro subgrupos: focal, proliferativo

extracapilar, mixto y esclerético. Observaron que la probabilidad de progresion a enfermedad
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renal cronica terminal (ERCT) durante el seguimiento variaba en los diferentes tipos
histoldgicos. La clase focal se definié por la presencia de >50% de glomérulos normales y se
asocid con una excelente supervivencia renal a los 5 afios de seguimiento. La clase mixta
consistia en la presencia de <50% de semilunas, <50% de glomérulos normales y <50% de
glomérulos globalmente esclerdticos y se asocio con un riesgo intermedio de progresion renal.
La clase proliferativa extracapilar se defini6 como la presencia de >50% glomérulos con
semilunas celulares y se asocid con la probabilidad significativamente inferior de recuperacion
de la funcién renal en comparacién con los dos subtipos histologicos anteriores. Por dltimo, la
clase esclerética se definio como la presencia de >50% de los glomérulos globalmente
esclerosados y se asocid al peor prondstico, siendo la probabilidad de progresion a ERCT y
muerte durante el primer afio tras el diagndstico del 50% (46). El papel pronostico de este
sistema clasificatorio fue validado en estudios posteriores, confirmandose el valor predictivo de
la clase histologica sobre la evolucion renal en los enfermos con vasculitis renal a medio y
largo plazo (46,52,53). Estos resultados refuerzan el papel de la biopsia renal en las vasculitis
ANCAs: no sélo por confirmar la sospecha diagnostica sino que el analisis detallado de dichas
caracteristicas histologicas nos permite establecer el prondstico renal del paciente, evitar
tratamientos innecesarios en pacientes con formas irreversibles, adecuando la intensidad del

tratamiento a la actividad de las lesiones.

1.3.Papel del complemento en la patogenia de la vasculitis: modelos animales.

El sistema del complemento ya ha demostrado en varias enfermedades autoinmunes su
capacidad de amplificar, mediante su activacion, el dafio de los agentes inmunoldgicos. La
activacion de este conjunto de proteinas circulantes puede ocurrir a través de tres vias: la

clasica, la alterna y la de las lectinas, Cualquiera de las tres vias converge finalmente en la
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formacion de convertasa de ¢5, paso esencial para la formacion del complejo de ataque de

membrana (MAC), que al unirse a las células da lugar a su lisis.

La via clasica de activacion del complemento se inicia mediante la union de su molécula
de reconocimiento C1q a complejos inmunes o moléculas cargadas. Esta union conduce a la
escision del C1q a C1s activado, que se asocia junto con C4 y C2 para formar la convertasa C3
de la via clasica (C4b2a). Ademas de la activacion por complejos inmunes de IgG e IgM, Clq
también puede ser activado por apoptosis y necrosis celular y por proteinas de fase aguda tales

como la proteina C reactiva (PCR) (54).

La activacién del complemento por la via de las lectinas termina con la activacion de la
misma convertasa C3 de la via clasica. Esta se inicia por la union de la lectina de union a la
manosa (MBL) que reconoce la presencia de hidratos de carbono, presentes en la superficie de
la pared celular de una amplia variedad de microorganismos (55). La unién de MBL a sus
ligandos resulta en la activacion de la proteasa de serina asociada MASP-2 y la posterior

escision de C4 y C2 conduce a la formacién del C4b2a.

La activacion de la via alternativa del complemento depende de la hidrélisis espontanea
de C3 en plasma que conduce a la formacién de C3(H20). Esta molécula se une al factor B y
posteriormente es fragmentada por el factor D resultando en su activacion con la formacion
deC3 (H20)Bb. Este complejo escinde C3 adicional a C3a y C3b constantemente ya un ritmo
bajo. En presencia de una superficie de activacion (por ejemplo, una pared bacteriana), C3b
estd protegido de la inactivacion por proteinas reguladoras conocidas como factor | y factor H.
Estas dan como resultado que la via alternativa esté més activa y que se formeC3bBb (conocida

como C3 convertasa) que es estabilizado por el factor B (properdina).

La via terminal comdn de la activacion del complemento es similar en las vias clasica,

alternativa y de las lectinas. La incorporacion de C3b en la convertasa de C3 resulta en la
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formacion de C3bBbC3b para la via alternativa y C4b2a3b para las vias clasica y de las

lectinas. Estas convertasas de C5 inician la formacion del complejo de ataque a la membrana

por escision de C5 en C5a y C5b. EI C5b forma una complejo trimolecular con C6 y C7.

Después de la insercion en una membrana celular, C8 y multiples moléculas de C9 se unen al

MAC, el cual desencadena la formacion de poros en la membrana celular, facilitando el dafio

osmatico celular (60). Aparte de la produccién de MAC con la consiguiente lisis o activacion

de las células, la activacion del complemento puede también conducir a la produccion de las

guimio- anafilotoxinas C3a y Cba (56-58) . Figurab.
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Figura 5. Esquema de las vias clasica, alterna y de las lectinas del complemento.
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En los Gltimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de la patogenia de las
vasculitis gracias al desarrollo y reproduccion de la enfermedad en modelos murinos, y son
precisamente estos modelos experimentales en animales los que pusieron de relieve la
relevancia que desempefia la activacion del sistema del complemento en la patogenia de la
enfermedad. El primer modelo animal de vasculitis asociada a ANCA-MPO fue el desarrollado
por Xiao et al.(36)que demostro tanto en ratones nativos de cepa C57BL/J6, como en ratones
deficientes del gen 2 activador de recombinasa (Rag2 —/-), que tras la inmunizacion de los
ratones tanto pasiva (mediante la inyeccion de anti-MPQ), como activa(con la transferencia de
esplenocitos productores de ANCA-MPO generados en ratones deficientes de MPO),ambos
grupos de ratones desarrollaban una glomerulonefritis pauci-inmune necrotizante focal con
presencia de semilunas, y por tanto lesiones andlogas a las observadas en los pacientes con
vasculitis asociada a ANCAs. Como hallazgo interesante en este modelo, encontraron que en
los estudios de inmunofluorescencia de las biopsias de los ratones que habian desarrollado la
glomerulonefritis tras la inmunizacion con anti-MPO, todos presentaban mayor intensidad de
depdsitos glomerulares de C3 que de inmunoglobulinas. Este hecho llevo a pensar a los autores
que tal vez el sistema del complemento desempefiaba algun tipo de papel en el proceso de
generacion de la glomerulonefritis en los ratones inmunizados con anti-MPO vy les llevo a
desarrollar un nuevo modelo murino de vasculitis (59). En este nuevo modelo, con objeto de
demostrar el papel de la activacion del complemento en la patogenia, analizaron la generacion
de una glomerulonefritis extracapilar de la misma forma que el modelo anterior, pero previa
deplecion del complemento mediante la administracion de factor de veneno de cobra (FVC), un
potente consumidor del complemento. Observaron que los ratones a los que se inyecto
previamente el factor de veneno de cobra, no desarrollaban ningun dafio glomerular tras la
inyeccion del ANCA-MPO, a diferencia de los ratones que no recibieron el FVC, que

presentaron inexorablemente el dafio renal esperado. Ante estos hallazgos, se intento
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caracterizar de forma mas precisa la via y lugar de activacién del complemento implicado en el
proceso. Para ello se generd vasculitis renal, mediante el mismo procedimiento de
inmunizacion pasiva, en ratones knock-out deplecionados de C4 (C4 —/-), ratones knock-out
deplecionados de C5(C5 —/-), y un tercer modelo de knock-out deficitario del factor B (FB —/—
). C4 es un factor necesario para la activacion de la via clésica y de las lectinas, el factor B es
un factor implicado en la activacion de la via alternativa del complemento y finalmente el C5 es
un factor comun en la cascada final de activacion del complemento de cualquiera de las vias
previas. Lo que observaron en este modelo es que ninguno de los ratones deficitarios de C5 y
factor B desarroll6 la enfermedad, a diferencia de los knock-out deficitarios de C4, en los
cuales se objetivo la aparicion de glomerulonefritis en todos ellos (Figura 6). Esto sin duda
indica que la carencia de C4 (elemento determinante de la via clasica) no es relevante para el
desarrollo de lesiones glomerulares caracteristicas de las VAA, mientras que, por el contrario,
tanto la deplecién de C5 (etapa comun para las vias clésica, alterna y de la lectina) como la de
factor B (necesario para la activacion de la via alternativa) son necesarios para el desarrollo de
las lesiones renales. Quedaba asi demostrado por tanto que la activaciéon de la via alternativa
del complemento era necesaria para la generacion del dafio renal desencadenado mediante la

inmunizacion con anticuerpos anti-MPO en ratones. Figura 6.
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Figura 6. Efecto renal tras la inyeccion de I1gG-MPO en ratones wild-type previa
administracion de veneno de cobra, y en modelos de ratones knock-out deficitarios de C5, C4 'y
Factor B del complemento.

Posteriormente Schreiber et al. (60) desarrollaron un modelo murino de vasculitis renal
tras administracion de 1gG-MPO similar, analizando el papel que desempefiaba en el proceso
patogénico el receptor de C5a (C5aR), presente en la superficie de los neutrofilos y que
interviene en la parte final de la cascada de activacion del complemento. EI modelo utiliz6
ratones carentes de MPO, pero inmunizados con anti-MPO. Estos ratones fueron radiados, y
posteriormente recibieron médula 0sea de ratones sanos o bien de ratones no-Knockout para el
genCbha (C5aR —/-). Aquellos ratones que recibieron trasplante de médula de sus congéneres
sanos, desarrollaron la glomerulonefritis con presencia de hematuria y proteinuria, mientras que
los ratones que recibieron médula désea carente del gen del C5aR, practicamente ninguno
present0 ni alteraciones urinarias ni lesiones histoldgicas en la biopsia renal. El Cbha es un

potentisimo factor quimiotéctico y activador de la expresion de moléeculas de adhesion por
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neutrofilos y de la funcidn fagocitica de estas células, todos ellos elementos importantes en la
generacion de diversas enfermedades glomerulares. Por lo tanto, el bloqueo de la accion de este
factor, ya sea evitando su generacion a partir de la via alterna, sin la formacion de convertasas
necesarias, 0 mas adelante en la cascada, inhibiendo su interaccion con su receptor, podria
evitar el desarrollo del proceso vasculitico. Estos trabajos han hecho cambiar el esquema
patogénico de las vasculitis, puesto que parece que su participacion es fundamental para el
dafio. En la figura 7 se representa el modelo patogénico propuesto por el grupo de Xiao et al.,
donde ya se incluye a la via alternativa del complemento como propagador del dafio. Sin duda
son necesarios estudios posteriores que ahonden en la descripcion detallada de esta via en el
proceso vasculitico. En cualquier caso, con los datos disponibles hasta ahora tenemos
evidencias suficientes para pensar en que el bloqueo del complemento puede ser una buena
alternativa en el tratamiento de las vasculitis. De hecho, actualmente se esta testando el papel

de los blogueantes del receptor de C5a en ensayos clinicos en humanos (Figura 7).
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Figura 7. Modelo de patogenia de vasculitis con implicacion de la activacién de la via alterna
del complemento (59).

1.4.Estudios inmunohistoqguimicos de factores del complemento en vasculitis

Como se ha descrito previamente, una de las manifestaciones clinicas mas frecuentes de
las VAA es la afeccion renal, cuya lesion histopatoldgica caracteristica es la glomerulonefritis
proliferativa focal y segmentaria pauci-inmune con necrosis intra y extracapilar (8) (Figura 4).
En estas lesiones, el depdsito de inmunocomplejos es raro, de ahi el término de pauci-inmune.
No obstante, en algunos casos y dependiendo de la técnica empleada, es factible demostrar
depdsito de complemento en las biopsias de pacientes con vasculitis. Este hecho fue
demostrado por primera vez en el estudio realizado por Haas y Eustace en 2004 (61), en el que

en 68 de 126 pacientes con vasculitis asociadas a ANCAs observaron la presencia de depdsitos
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en la biopsia renal mediante microscopia electronica, y en 59 casos documentaron la presencia
de depdsitos inmunes en los estudios de inmunofluorescencia indirecta de estos pacientes,
siendo en la mayor parte de los casos este depdsito de inmunoglobulinas y complemento débil
(2+ o inferior en la escala semicuantitativa de 0 a 4). En este estudio, no todos los casos con
depositos que se observaron mediante microscopia electronica fueron objetivados en los
estudios de inmunofluorescencia y viceversa. Esto puso de manifiesto que la presencia de
dep6sitos de inmunoglobulinas y complemento en las biopsias de vasculitis renal era mas

prevalente de lo observado en estudios previos.

Otro aspecto observado fue, que el deposito de inmunoglobulinas y factores del
complemento en las biopsias de los pacientes no fue uniforme. La presencia de estos
inmunocomplejos o factores del complemento tenia importantes implicaciones clinicas, de tal
modo que los pacientes que tenian estos depositos presentaron mayor proteinuria y niveles de
creatinina sérica mas elevados al diagndstico. Posteriormente Chen et al. (62) efectuaron un
estudio de 112 biopsias de pacientes con VAA siguiendo la misma metodologia de
semicuantificar los depositos de C3c observados en las muestras mediante el estudio de
inmunofluorescencia directa (IFD). En esta serie la mayoria de los pacientes eran ANCA-MPO
(n=94), con predominancia de poliangeitis microscépica. Con la IFD se hallo depdsito de C3c
en 37 de las 112 biopsias, siendo la tincién en el 86% de los casos de 1+ y 2+ en la escala
semicuantitativa de 0 a 4+. Este deposito se observd predominantemente en las paredes de los
capilares glomerulares, y en menor medida también en el area mesangial. Al igual que en el
estudio anterior, los pacientes que mostraban tincion C3c positiva tuvieron de nuevo mas
proteinuria y niveles mas elevados de creatinina sérica al diagndstico, lo que también se reflejé

en una mayor necesidad de dialisis al debut de la enfermedad.
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Posteriormente, nuevos estudios histoldgicos han demostrado la presencia de otros
factores derivados de la activacion del complemento, como el C3d, en las biopsias de pacientes
con vasculitis, encontrando una mayor prevalencia de depdsito de estos factores. EI C3d, como
se ha mencionado anteriormente, es un producto derivado de la activacion de la convertasa de
C3, y expresa fundamentalmente activacion de la via alternativa del complemento. En este
sentido, Xing et al. (63) analizaron mediante técnicas de inmunofluorescencia la presencia de
depdsito renal de C3d en siete biopsias consecutivas de pacientes con VAA, mostrando todas
ellas tincion positiva para C3d. Los depositos de C3d fueron identificados en el &rea mesangial
y las paredes de los capilares glomerulares, observando una presencia mayor de dichos
depdsitos en los glomérulos que mostraban proliferacion extracapilar y presencia de necrosis

fibrinoide, datos confirmados en estudios posteriores (64).

El C4d es otro factor derivado de la activacion del complemento (65) cuyo deposito ha
sido analizado en muestras de pacientes con vasculitis renal. Este factor resulta de la activacion
del complemento a través de la via clasica y/o de las lectinas y su depoésito glomerular ha
demostrado tener implicaciones pronoésticas en otras glomerulonefritis, como es el caso de la
nefropatia IgA (66). Hilhorst et al. (67) analizaron adicionalmente al deposito de C3d, la
presencia de C4d en las muestras renales de 74 pacientes con glomerulonefritis proliferativa
extracapilar pauci-inmune, objetivando tincion positiva de C3d y C4d en los capilares

glomerulares en un 58,1% y 70.8% de las biopsias analizadas, respectivamente.

Por tanto, los escasos estudios histolégicos realizados de factores del complemento en
las biopsias de pacientes con vasculitis han encontrado resultados diferentes en cuanto a la
prevalencia de tinciones positivas de distintos productos de activacion del complemento. La
mayoria de estos estudios han sido realizados Unicamente en poblacion asiatica, en la que la

VAA se caracteriza por unos rasgos clinicos y una prevalencia diferente serolégica con
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respecto a las poblaciones caucasicas. Por Gltimo, ninguno de estos estudios ha analizado en
profundidad el valor prondstico a largo plazo que puede tener el depdsito de dichos factores del
complemento en las biopsias de los pacientes con VAA, asi como su utilidad en el anélisis
histopatoldgico de rutina de estos enfermos. Por todo ello resulta relevante la realizacion de
nuevos estudios en series amplias de pacientes con VAA que aporten méas datos del papel de la

activacion del complemento en la patogenia de esta entidad.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La vasculitis renal asociada a ANCAs, cuyo substrato histoldgico es la glomerulonefritis
proliferativa extracapilar pauci-inmune, es una causa frecuente de dafio renal severo en
poblacién adulta, sobre todo en poblacion anciana. En estudios experimentales realizados en
animales, la via alternativa del complemento ha demostrado tener un papel fundamental en la
generacion y amplificacion del dafio renal en el proceso vasculitico. En humanos, muy pocos
estudios han evaluado la presencia de componentes del complemento en biopsias renales de
pacientes con vasculitis asociadas a ANCAs y ninguno en poblacion ANCAs - negativa. No se
ha descrito si la presencia de estos componentes del complemento pudiera implicar mayor
intensidad en su activacion, asociacion con actividad de la enfermedad y si pueden tener valor

prondstico en la evolucion renal de los pacientes.

37



3. HIPOTESIS DEL ESTUDIO

Si la via alternativa del complemento es un elemento necesario en el desarrollo del dafio
renal de la vasculitis ANCAs positivo, el deposito glomerular de elementos de esta cascada en
las biopsias con glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune indicara activacion, y

su presencia traducird mayor intensidad de dafio y, por tanto, peor prondstico renal.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo primario

Estudiar si el depdsito glomerular de C3d y C4d en la biopsia renal de pacientes con GN

proliferativa extracapilar pauci-inmune tiene valor prondstico a medio y largo plazo.

4.2. Objetivos secundarios

Analizar el deposito de MBL en la biopsia renal de los pacientes con GN proliferativa

extracapilar pauci-inmune que presentan depdsito glomerular de C3d y C4d.

Estudiar la asociacion entre la presencia de depdsitos renales de C3d y C4d vy la

severidad clinica al diagnostico: funcion renal, proteinuria y necesidad de dialisis.

Estudiar la asociacion del depdsito renal de C3d y C4d con las lesiones histoldgicas
tipicas de la glomerulonefritis pauci-inmune rapidamente progresiva: proliferacion

extracapilar, proliferacion mesangial, proliferacion endocapilar, necrosis fibrinoide.

Analizar las implicaciones del depdsito de C3d y C4d en relacién a la respuesta al

tratamiento.

Analizar si el depésito de C3d y C4d tienen comportamiento diferente cuando las

glomerulonefritis pauci-inmunes se asocian 0 no ANCAS

Analizar si el depésito de C3d y C4d tienen comportamiento diferente cuando las

glomerulonefritis pauci-inmunes se asocian a ANCAS MPO o PR3
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Pacientes y muestras

En el estudio se incluyeron los pacientes adultos diagnosticados de glomerulonefritis
proliferativa extracapilar pauci-inmune por biopsia renal de 115 pacientes procedentes de dos
centros, el Hospital Virgen De la Salud de Toledo y el Hospital Universitario Fundacion
Alcorcon entre los afios 1995 y 2014. El diagnostico fue confirmado por biopsia renal en todos
los casos. Todas las biopsias renales incluidas fueron analizadas al microscopio éptico
mediante técnicas de hematoxilina eosina, tricromico de Masson, PAS y plata-metenamina, y
fue realizada la determinacion de IgA, IgG, IgM, Clg y C3c mediante inmunofluorescencia
directa. EIl diagnostico de glomerulonefritis pauci-inmune fue confirmada por la presencia de
proliferacion extracapilar asociada con necrosis focal glomerular y/o vasculitis de pequefio
vaso en ausencia de depositos significativos de depositos inmunes glomerulares. Se considero
pauci-inmune cuando la intensidad de la tincion glomerular de inmunoglobulinas por

inmunofluorescencia directa en la biopsia renal fue < 2+ en una escala del 0-4.

Fueron revisadas 115 biopsias en el periodo estudiado para confirmar el diagndstico y
analizar las variables histologicas y de ellas, finalmente se incluyeron 85 biopsias, que
contaban con al menos 3 glomérulos en el blogue de parafina para la realizacion de las técnicas
de inmunohistoquimica. Las variables clinicas fueron recogidas de forma retrospectiva a partir
las historias clinicas de los pacientes. El seguimiento se realizd hasta la Ultima visita
ambulatoria recogida, muerte o desarrollo de ERCT, definida como el inicio de dialisis cronica

o trasplante renal.
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El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion de los dos centros
participantes. Todos los pacientes vivos al momento de realizaciéon del estudio firmaron el

consentimiento informado.

5.1.1. Criterios de inclusién

Pacientes de edad superior a 18 afios con diagnéstico de glomerulonefritis pauci-inmune

diagnosticada por biopsia renal asociada o no a ANCA.

5.1.2. Criterios de exclusion

e Presencia de Anticuerpos anti-membrana basal glomerular positivos.

e Vasculitis secundarias a otros procesos glomerulares, infecciosos, neoplasicos o

reumatologicos.

e Biopsia renal no representativa (< 8 glomeérulos) o ausencia de muestra suficiente en el
bloque de parafina para la realizacion de los estudios de inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica (presencia de al menos 3 glomérulos no esclerosados en el bloque

de parafina)
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5.2. Variables y definiciones del estudio

5.2.1. Variables vy definiciones clinicas:

Se revisaron retrospectivamente todas las historias clinicas de los pacientes incluidos en

el estudio y se recogieron los siguientes datos:

Variables:

Datos demograficos: edad, sexo.

Datos de comorbilidad: presencia de HTA, diabetes, eventos cardiovasculares previos
Datos de laboratorio al diagnoéstico: funcion renal al diagndstico expresado por la
concentracion de creatinina sérica (mg/dl) y tasa de filtrado glomerular estimado
(ml/min/1.73m?: CKD-EPI), proteinuria al diagnostico expresada en proteinuria en orina
de 24 horas (gr/24h), presencia de micro hematuria (> 5 hematies/campo en sedimento),
determinacion de ANCAs: patron por inmunofluorescencia (pANCA, cANCA) v titulo
de los mismos (anti-MPO, anti-PR3), concentracion sérica de C3 y C4.

Datos clinicos al diagndstico: drganos afectos por la vasculitis, puntuacion en el indice
BVAS, necesidad de dialisis y duracion de la misma, tipo de tratamiento
inmunosupresor instaurado

Datos clinicos en el seguimiento: alcanzar o no de remision y fecha de la misma,
necesidad de dialisis crdnica, presencia de recaida y fecha de la misma, desarrollo de
complicaciones y causa de las mismas (infecciosas, cardiovasculares, tumorales, otras).,
situacion del enfermo al final del seguimiento (en remision, dialisis, trasplante, exitus o
pérdida de seguimiento),

Datos de laboratorio en el seguimiento: Las variables analiticas durante el seguimiento
incluyen determinacion de creatinina sérica (mg/dl), tasa de filtrado glomerular estimado

(ml/min/1.73m?: férmula CKD-EPI), proteinuria en orina de 24 horas (gr/24 horas)
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presencia o no de micro hematuria y determinacion de ANCAs, analizados en los meses

+1, +3, +6, y posteriormente anualmente hasta el final del seguimiento.

Definiciones:

Las definiciones utilizadas para los diferentes desenlaces clinicamente relevantes, son las

recomendadas por el grupo EULAR/EUVAS vy la Sociedad internacional de Nefrologia:

Enfermedad activa: La actividad de las VAA representa signos o sintomas atribuibles
a la enfermedad activa en cualquier sistema organico. Las manifestaciones renales de
una glomerulonefritis activa son una disminucion progresiva de la funcion renal, con
presencia de actividad en el sedimento urinario con micro hematuria y proteinuria en

grado variable.

Remision de la enfermedad: La remision se define por la ausencia de manifestaciones
de vasculitis y de actividad de la glomerulonefritis. Para la glomerulonefritis, significa

la ausencia de hematuria microscépica y estabilidad o mejoria de la funcion renal.

Respuesta al tratamiento: obtencion de remision de la enfermedad en los primeros

seis meses tras inicio del tratamiento inmunosupresor

Recaida o brote: Se define como la ocurrencia de una actividad incrementada de la
enfermedad despues de un periodo de remision. Puede manifestarse como un
empeoramiento de una actividad de la enfermedad previa o como la recurrencia o
desarrollo de una glomerulonefritis activa, 0 nuevos signos o sintomas de vasculitis en

cualquier sistema organico.
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e Enfermedad refractaria o resistente: Se define como la persistencia o la aparicion de
manifestaciones sistémicas y/o renales de vasculitis, mientras se estd recibiendo
tratamiento inmunosupresor de intensidad equivalente a la terapia inmunosupresora
inicial. Se trata de una enfermedad progresiva que no responde a la terapia
inmunosupresora convencional. Las manifestaciones renales de resistencia incluyen la
persistencia de hematuria el sedimento de orina asociado a un deterioro progresivo de la

funcién renal.

5.2.2. Variables y definiciones histologicas:

Se revisaron todos los cristales de las biopsias correspondientes a los pacientes incluidos
en el estudio. Para ello, se evaluaron utilizando las técnicas histopatologicas de rutina mediante
estudios de microscopia Optica e inmunofluorescencia directa. Las muestras incluidas en el
bloque de parafina fueron procesadas para su estudio mediante microscopia Optica, para lo que
fueron realizadas tinciones con hematoxilina/eosina (H&E), &cido peryddico de Schiff (PAS),
tricromico de Masson y plata metenamina. Los estudios de inmunofluorescencia directa se
realizaron en cortes tejido renal en congelacion, empleando anticuerpos conjugados con

fluoresceina isotiocinato anti IgG, IgA. IgM, C3c y Clq.

Variables:
e Numero de glomérulos en biopsia renal.
e Porcentaje de glomérulos esclerosados en la biopsia renal.
e Porcentaje de proliferacion extracapilar glomerular y tipo de semilunas
(celular/fibrocelular/fibrosa)

e Grado de atrofia celular y fibrosis intersticial (ausencia, <25% leve, 25-50% moderado,
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> 50% severa).

Grado de infiltrado inflamatorio agudo y crénico (ausencia, <25% leve, 25-50%
moderado, > 50% severo).

Presencia de necrosis fibrinoide intraglomerular.

Presencia de proliferacion endocapilar.

Presencia de proliferacion mesangial.

Presencia de vasculitis de arteriolas.

Presencia de tubulitis o necrosis tubular aguda.

Clase histoldgica en la biopsia renal segln clasificacion de Berden (esclerotica, focal,
proliferativa extracapilar y mixta).

Gradacion semicuantitativa (de 0 a 4) de la captacibn mediante estudio de
inmunofluorescencia de 1gG, IgA. IgM, C3c y C1g.

Presencia o ausencia de deposito glomerular de C3d y C4d, y su localizacion.

Gradacion semicuantitativa de la captacion mediante estudio inmunohistoquimico de

C3dy C4d.

Definiciones:

Glomérulo normal: Glomérulo con arquitectura conservada y ausencia de lesiones
proliferativas, escler6ticas o vasculiticas.

Esclerosis: obliteracion de la luz capilar por un incremento de la matriz extracelular con
o sin hialinosis o células espumosas.

Glomérulo esclerosado: Presencia de cambios escleréticos en >80% del ovillo
glomerular.

Proliferacion extracapilar: Proliferacién celular que ocupa el espacio de Bowman,

total o parcialmente, compuesta de elementos celulares en los que predominan las
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células epiteliales parietales, junto con podocitos, macrofagos, fibroblastos y
polimorfonucleares.

Semiluna: Proliferacion de células epiteliales parietales que conforman al menos dos
hileras celulares.

Semiluna celular: semiluna constituida en >50% por celulas.

Semiluna fibrosa: semiluna constituida en >90% por matriz extracelular y fibroblastos.
Semiluna fibrocelular: semiluna que esté constituida por menos de un 50% de células
y menos de un 90% de matriz extracelular.

Proliferacion mesangial: presencia de un incremento en el ndmero de células
mesangiales superior a 3 por area mesangial.

Proliferacion endocapilar: hipercelularidad debida a un incremento de células en el
interior del capilar glomerular causando estrechamiento de la luz.

Necrosis fibrinoide: lesion caracterizada por la fragmentacion de los nucleos celulares
y/o disrupcion de las membranas basales, acompafiado de material rico en fibrina que se
tifie intensamente con la hematoxilina-eosina y tincion de PAS.

Pauci-inmune: Estudio de inmunofluorescencia directa caracterizado por una
intensidad de captacion glomerular para c3, 1gG, IgM e IgA inferior a 2+ en una escala
deOad4.

Tubulitis: presencia de células inflamatorias en la pared tubular con o sin disrupcion de
la membrana basal tubular.

Necrosis tubular aguda: destruccion del epitelio del tabulo renal con rotura o pérdida
focal de la membrana basal y ribete en cepillo.

Atrofia tubular: engrosamiento irregular de la membrana basal tubular con
disminucion del didametro de los tabulos o dilatacion de la luz y aplanamiento del

epitelio tubular.
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e Infiltrado intersticial: incremento de células inflamatorias en el intersticio cortical.

e Inflamacion intersticial aguda: infiltrado intersticial constituido predominantemente
por neutrofilos y eosinofilos.

¢ Inflamacion intersticial crénica: infiltrado intersticial constituido predominantemente
por células mononucleares (linfocitos, células plasmaticas e histiocitos).

e Fibrosis intersticial: incremento de la matriz extracelular que separa los tubulos

renales en el area cortical.

Definicion de subtipos histologicos basados en la clasificacion de las glomerulonefritis

asociadas a ANCA propuesta por Berden et al(46):

e Clase focal: como aquella que presente >50% de los glomérulos normales.

o Clase proliferativa extracapilar o con semilunas: si >50% de los glomérulos presentan
semilunas celulares.

e Clase mixta: si < 50% de los glomérulos son normales, < 50% de los glomérulos
presentan semilunas celulares y < 50% de los glomérulos estan globalmente
esclerosados.

e Clase esclerdtica: si >50% de los glomérulos estan globalmente esclerosados.
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5.3.Variables y definiciones inmunohistoquimicas

La eleccion de factores a estudio se realizO en base a los hallazgos obtenidos
previamente en la literatura, con la finalidad de caracterizar adecuadamente la via del
complemento implicada en la patogenia. De este modo, se seleccionaron el C4d, producto
resultante de la activacién de via clasica y de las lectinas, el MBL cuyo depoésito refleja
Unicamente la activacion de la via de las lectinas, y el C3d que refleja principalmente

activacion de la via alternativa.

5.3.1. Andlisis de las variables inmunohistoguimicas del depdsito glomerular de los factores
del complemento

Los estudios inmunohistoquimicos de C3d y C4d se realizaron en el Servicio de
Anatomia Patologica del Hospital Virgen de la Salud de Toledo, sin conocimiento de la
identidad de los pacientes a los que se realizaban las tinciones. El tejido renal, previamente
fijado en formaldehido, se incluyé en bloques de parafina para la realizacion de cortes de 4
micras de espesor. Posteriormente los cortes fueron desparafinados y rehidratados para la
realizacion de los estudios inmunohistoquimicos, para lo cual se emplearon como anticuerpos
primarios, C4d (C4d anti-humana policlonal de conejo, LSBio, Seattle, U.S. a dilucion 1:200),
C3d (C3d anti-humana policlonal de conejo, LSBio, Seattle, U.S. a diluciéon 1:200), y MBL
(MBL anti-humana policlonal de conejo, LSBio, Seattle, U.S. a dilucion 1:200). Las
concentraciones optimas de los anticuerpos fueron determinadas segun las recomendaciones del
fabricante. El desenmascaramiento antigénico se realizO pre-tratando el tejido mediante
calentamiento a presion (5 min a +125°C en TrissEDTA Buffer, pH 8.5) y posteriormente
tefiidas en un equipo de inmunotincién automatizada Dako Autostainer Plus (Dako®; Glostrup,
Dinamarca). Se utilizaron como controles positivos de C4d muestras de rifiones trasplantados

con rechazo humoral; como controles positivos para C3d muestras de pacientes con
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glomerulonefritis C3, y como controles positivos para MBL muestras de pacientes con
glomerulonefritis asociada a virus de la hepatitis C. Se emplearon como controles negativos

para C4d, C3d y MBL, muestras de pacientes con nefropatia de cambios minimos.

Para el analisis de la tincion de inmunohistoquimica de todos los factores estudiados, se
utilizé una escala de gradacion semicuantitativa de 0+ a 3+ (63) : 0+; ausencia de tincion, 1+;
tincion focal débil y ocasional intraglomerular, 2+; tincion segmentaria intraglomerular; 3+;
tincion global y difusa (afectando mas del 50% de la superficie glomerular y a mas del 50% de

los glomérulos estudiados).

5.4. Andlisis estadistico

En el andlisis descriptivo las variables cuantitativas fueron expresadas como media (+
desviacion estdndar) o mediana (percentil 25-75) Las variables categoricas se presentaron en
nameros absolutos y porcentajes absolutos o relativos. Para el analisis univariante, los datos
cualitativos fueron analizados con el test Chi cuadrado. Si en al menos un 20% de las casillas,
los casos esperados fueron inferiores a 5 se empled la prueba exacta de Fischer. Los datos
cuantitativos fueron comparados con el test de Student para comparar dos medias. Si las
categorias a comparar fueron mayores de 2, se empleo el test de la varianza (ANOVA). Para la
aplicacion de esta Ultima prueba previamente se estudio la normalidad de las variables con los
test antes descritos y la homogeneidad de varianza con el test de Levene (se consideraron
homogéneas si P> 0.005). Cuando la comparacién se realiz6 entre medianas, el test empleado
fue el Kruskal-Wallis. Si las variables no se distribuian de forma normal, se utilizaron métodos

no paramétricos.
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El modelo de riesgos proporcionales de Cox se us6 para estimar el riesgo relativo de
cada pardmetro en relacion a la supervivencia renal. Se incluyeron las variables que,
previamente el estudio univariante, se habian asociado de forma significa a la supervivencia
renal, asi como también aquellas variables que no siendo significativas pudieran comportarse
como variables confusoras, o que en la literatura hubieran demostrados tener un papel
importante. Se utiliz6 un modelo de riesgos competitivos basados en el modelo de sub-riesgos
proporcionales de Fine and Gray’s. La muerte fue considerada como evento competitivo. No se
observaron interacciones entre las variables incluidas en el modelo. En el modelo
multivariable se eliminaron las variables que no habian mostrado significacion previamente en

un método de seleccidn por pasos hacia atras (“backward step method”).

Para analizar el papel del C3d y C4d como factores de riesgo para desarrollo de ERCT
se construyeron tres modelos: un primer modelo en el que se realiz6 ajuste por edad, sexo y la
puntuacion del BVAS; el segundo, donde se ajustd adicionalmente para el filtrado glomerular y
la proteinuria al diagnostico; y un tercer modelo en que se realiz6 ajuste a las caracteristicas
histoldgicas mas relevantes (subtipo histoldgico, presencia de proliferacion endocapilar y
fibrosis intersticial). EI nivel de significacion estadistica se fijo en 0,05. Los célculos se
realizaron con el programa SPSS (version 17.0; SPSS, Chicago, IL) y STATA 12,0 software

estadistico.
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6. RESULTADOS

6. 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion de estudio

En el presente estudio se incluyeron ochenta y cinco pacientes diagnosticados de
glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune mediante biopsia renal. En la serie
global, hubo predominio de hombres (61,1%) y la edad media al debut de la enfermedad fue de
60,5 £ 15 afios. La serologia para ANCAs fue positiva en 67 (78,8%) pacientes; de estos, 57
(67%)mostraron un patrén citoplasmatico (p-ANCA), con actividad frente a la MPO, mientras
que 10 (11,8%) pacientes mostraron patron citoplasmatico (c-ANCA), con actividad frente a la
PR3. Los ANCAs fueron negativos en 18 pacientes (21.1%). La tabla 2 muestra las

caracteristicas clinicas de los pacientes.
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Variable

Total

(n= 85)

Edad media (afos) (DS)

Hombre, n (%)
Muijer, n (%)

ANCA positivo, n (%)
MPO, n (%)
PR3, n (%)

Tipo de vasculitis
PAM, n (%)
GPA, n (%)
VLR, n (%)

Daiio extrarrenal, n (%)

Puntaje BVAS (DS)

Hemorragia alveolar, n (%)

60,5 = 14,9

52 (61,1%)
33 (38,9%)

67 (78,8%)
57 (67%)
10 (11,8%)

27 (31,8%)
4 (4,7%)
54 (63,5%)

31 (36,4%)

15,2+ 4,8

18 (21,1%)

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de 85 pacientes con glomerulonefritis proliferativa
extracapilar pauci-inmune.

La afectacion extra-renal estuvo presente en el 36,4% de los pacientes, siendo la
puntuacion media en el BVAS de 15,2 + 4,8. Las afectaciones no renales mas frecuentes fueron
la pulmonar, cuténea y articular, observandose en el 21,1%, 21,1% y 20% de los casos,
respectivamente. La hemorragia alveolar constituyd la presentacion pulmonar habitual,
mientras que la afectacion cutanea consistid en purpura palpable y el dafio articular se
manifesto principalmente en forma de artralgias. Otras afectaciones extra renales minoritarias
fueron la del sistema nervioso periférico (5,9%), la afectacion de la via respiratoria superior

(4,7%), gastrointestinal (3,5%) y, por ultimo, la ocular (3,5%).
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De acuerdo con los criterios del ACR y los criterios de la Conferencia de Consenso de
Chapel Hill, 27 (31,8%) de los 85 pacientes fueron clasificados como poliangeitis
microscopica, 4 (4,7%) pacientes cumplian criterios de Granulomatosis con poliangeitis y 54
(63,5%) de los enfermos fueron considerados como vasculitis limitada al rifion. No se
documento6 ningun caso de granulomatosis con eosinofilia entre los pacientes incluidos en el

estudio.

En relacion a la funcidn renal al diagndstico, la mediana de creatinina sérica al debut fue
de 3,5 mg/dl (RIC, 1,9-6,5) y la mediana de filtrado glomerular estimado con CKD-EPI fue de
14,4 ml/min/1,73m? (RIC, 6,8 a 31,1). Treinta y cinco de los 85 (41,1%) pacientes requirieron
dialisis aguda al diagnostico. Todos los enfermos presentaban micro hematuria al debut y la
mediana de proteinuria al diagnostico fue de 1,3 g / 24h (RIC, 0,3-6). Nueve pacientes (10.6%)
presentaron hematuria macroscépica al debut y 34 pacientes (40%) asociaron hipertension
arterial de novo o mal control de una hipertension cronica previa. Los niveles séricos medios

de C3y C4 al diagnostico fueron de 118 + 32,6 y 29,4 + 7,8 mg/dl, respectivamente. Tabla 3.
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Total
Variable
(n= 85)

Dialisis al debut, n (%) 35 (41,1%)
Mediana de creatinina sérica (mg/dl) (RIC) 3,5(1,9-6,5)
Mediana FGe (CKD-EPI ml/min) (RIC) 14,4 (6,8-31,1)
Mediana Proteinuria (g/24h) (RIC) 1,3 (0,6 -3)
Evolucion a ERCT en seguimiento, n (%) 26 (30,5%)

Tabla 3. Caracteristicas renales de 85 pacientes con glomerulonefritis proliferativa extracapilar
pauci-inmune.

Todos los pacientes recibieron tratamiento inmunosupresor de induccion que consistié
en esteroides asociados a ciclofosfamida en 72 (85%) casos y esteroides con otros
inmunosupresores (rituximab o micofenolato) en el resto de los pacientes. Seis enfermos (7%)
recibieron tratamiento con plasmaféresis. La indicacion de la misma fue la hemorragia alveolar
en la mayoria de los casos (66,6%) y el nUmero medio de sesiones que recibieron fue de siete.
Debido a la ausencia de datos o muerte precoz, la respuesta al tratamiento no pudo ser evaluada
en siete de los pacientes. De los 78 pacientes restantes, 53 (67,9%) respondieron al tratamiento
inmunosupresor, alcanzando remision parcial o completa de la enfermedad. La mediana de
seguimiento fue de 48 meses (RIC, 7,2-119,5). Veintidds pacientes (25,9%) fallecieron durante
el seguimiento. La infeccién fue la principal causa de muerte durante el seguimiento,
representando el 42,9% de los casos, seguida de la enfermedad tumoral, que condiciond el

5,9% de los fallecimientos. Tabla 4.
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Total

Variable
(n= 85)

Tratamiento

Est + CYCiv, n (%) 38 (44,7%)

Est + CYC oral, n (%) 35 (41,1%)

Est + otros, n (%) 12 (14,2%)
Plasmaféresis, n (%) 6 (7%)
Respuesta tto, n (%) 53 /78 (67,9%)

Mediana seguimiento (meses) (RIC) 48 (7,2-119,5)

Recaida, n (%) 14 (16,4%)

Muerte, n (%) 22 (25,9%)

Tabla 4. Tratamiento y evolucion de 85 pacientes con glomerulonefritis proliferativa
extracapilar pauci-inmune.

6.2. Caracteristicas histoldgicas de las muestras

Las biopsias renales estudiadas (n= 85), contenian un promedio de 19 + 11,1
glomérulos. La mediana del porcentaje de glomérulos con esclerosis global fue del 12% (RIC,
3-30), y la mediana de glomérulos normales por biopsia fue del 22% (RIC 9-35). El porcentaje
medio de glomérulos con proliferacion extracapilar (semilunas) fue del 44,7 £ 26,1%. En la
Tabla 5 se resumen las lesiones histoldgicas mas relevantes. Se documento la presencia de
proliferacion celular mesangial y proliferacion endocapilar en un tercio de las muestras (36,5%
y 35,2% respectivamente). El porcentaje medio de glomérulos que presentaban necrosis

fibrinoide fue del 63,5%. Se observaron lesiones necrotizantes de las arteriolas en 15 de las 85
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biopsias (17,6%). En la Figura 8 se muestran lesiones histoldgicas representativas de vasculitis

observadas en las biopsias analizadas.

Total PAM VLR GPA P
Variable
(n= 85) (n=27) (n =54) (n=4) Valor

N2 medio glomérulos (DS) 19+ 11,1 19,1496 | 19,1+£12 | 16,3+2,3 0,9
Medi % gl | | i

ediana % glomeruloesclerosis) 1, 3 30) | 22 (0-43) | 12 (4-27) |6,5(1,5-9)| 0,3
(RIC)
% medio semilunas (DS) 44,7 + 26,1 | 38.7+25,6 | 48,3+25 | 51.7+27 0,2
Necrosis fibrinoide, n (%) 54 (63,5%) | 17 (62,9%) | 33 (61,1%) | 4 (100%) 0,2
Vasculitis arteriolas, n (%) 15(17,6%) | 4 (14,8%) | 9 (16,6%) | 2 (50%) 0,8
Proliferacion endocapilar, n (%) 30 (35,2%) | 8(29,6%) |21(38,8%)| 1(25%) 0,6
Proliferacion mesangial , n (%) 31(36,4%) | 9(33,3%) |21(38,8%)| 1(25%) 0,7
C3c IFD positiva, n (%) 26 (30,6%) | 11 (40,7%) |14 (25,9%)| 1 (25%) 0,5

Tabla 5. Caracteristicas histologicas del compartimento glomerular segin el subtipo de

vasculitis en 85 pacientes con glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune.
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Figura 8. Hallazgos histoldgicos en las biopsias renales de pacientes con glomerulonefritis
proliferativa extracapilar pauci-inmune. A y B) Glomérulo con semiluna celular en paciente
con GNEP subtipo proliferativo extracapilar; tincion de H&E (A) y tricrdbmico (B). C)
Semiluna fibrosa; tincion de tricromico. D) Glomérulo con proliferacion mesangial y expansion
de la matriz mesangial, tincion de PAS. E) Glomérulo con proliferacion mesangial y necrosis
fibrinoide segmentaria; tincion de H&E. F) Hipercelularidad endocapilar constituida por
leucocitos (patron exudativo), tincion de H&E. G) Glomérulo con necrosis fibrinoide
segmentaria y cambios reactivos “de las células epiteliales de la capsula de Bowman con
tincién de tricromico. H) Muestra renal de un paciente con GNEP con destruccion completa de
la pared de una arteria interlobar, acompafiado de necrosis fibrinoide, tincion de tricrémico. 1)
Imagen de una arteria arcuata con necrosis fibrinoide trasmural e infiltrado inflamatorio agudo
de la pared vascular, tincion de H&E. J y K) Muestras renales de vasculitis con un infiltrado
inflamatorio intenso, con abundantes eosinéfilos y polimorfonucleares (J) y células plasmaticas
y linfocitos (K) con infiltracion del epitelio tubular (tubulitis) y cambios reactivos secundarios
en las células epiteliales tubulares, tincion de H&E. L) Vasculitis renal con expansion del
intersticio por una fibrosis colagénica intensa, tincion de tricromico. Magnificacion original:
X60A,B,C,D,E,F,G,1,JyK; X40H y L.
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De acuerdo con la clasificacion histopatoldgica de vasculitis renal propuesta por Berden
el al., 8 (9,5%) biopsias se clasificaron en el subtipo esclerético, 20 (23,5%) biopsias fueron
encuadrados en el subtipo focal, 35 (42,3%) biopsias fueron clasificados dentro de la categoria
proliferativa extracapilar, y finalmente, 21 (24,7%) biopsias fueron clasificadas dentro del

subtipo mixto. Figura 9.

M Esclerdtico

Focal
M Proliferativo extracapilar
| Mixto

Figura 9. Distribucion de 85 biopsias de pacientes con glomerulonefritis proliferativa
extracapilar pauci-inmune segun el tipo histoldgico.

En relacion al compartimento intersticial, la presencia de afectacion intersticial fue
frecuente, objetivandose infiltrado inflamatorio agudo en 43 (50,5%) biopsias. Este infiltrado
intersticial fue cuantificado como leve en 27 (31,7%), moderado en 14 (16,5%) y severo en 2
(2,4%) de los pacientes. Por otra parte, se identifico un infiltrado crénico en 78 (91,8%) de las
muestras examinadas, siendo leve y moderado en la mayoria de los casos (91%). No se observé
presencia de inflamacion granulomatosa intersticial en ninguna de las muestras. La atrofia
tubular estuvo presente en 40 (47%) de las biopsias, considerandose leve en 34 (40%) y
moderada-severa en 6 (7%) casos. Se objetivo fibrosis intersticial en 57 (67%) de las 85
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biopsias, siendo cuantificada como moderada-severa s6lo en un 25,9% de las muestras. La

Tabla 6 resume las caracteristicas del compartimento intersticial de las muestras incluidas.

Total PAM VLR GPA
Variable P Valor
(n= 85) (n=27) (n=54) (n=4)

Inflamacion aguda, n (%) 43 (50,5%) 18 (66,6%) 22 (40,7%) 3 (75%) 0,2
Leve, n (%) 27 (31,7%) 13 (48,1%) 12 (22,2%) 2 (50%)
Moderada-severa, n (%) 16 (18,8%) 5 (18,5%) 10 (18,5%) 1(25%)

Inflamacion crénica, n (%) 78 (91,8%) 22 (81,4%) 52 (96,2%) 4 (100%) 0,2
Leve, n (%) 39 (46%) 10 (37%) 26 (48,1%) 3 (66%)
Moderada-severa, n (%) 39 (46%) 12 (44,4%) 26 (48,1%) 1(33%)

Atrofia tubular, n (%) 40 (47%) 13 (48,1%) 27 (50%) 0 (0%) 0,1
Leve, n (%) 34 (40%) 10 (37%) 24 (44,4%) 0 (0%)
Moderada-severa, n (%) 6 (7%) 3 (11,1%) 3 (5,5%) 0 (0%)

Fibrosis intersticial, n (%) 57 (67%) 18 (66,6%) 38 (70,3%) 1(25%)

Leve, n (%) 35 (41,1%) 11 (40,7%) 23 (42,5%) 1(25%) o
Moderada- severa, n (%) 22 (25,9%) 7 (25,9%) 15 (27,7%) 0 (0%)

Tabla 6. Caracteristicas histoldgicas del compartimento intersticial segin el subtipo de
vasculitis en 85 pacientes con glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune.

6.2.1. Estudios de inmunofluorescencia y correlacion clinica.

El estudio de C3c mediante inmunofluorescencia fue positivo en 26 (30,5%) de las 85
biopsias. La intensidad de los depositos C3c fue 1+ en todos los casos, compatible con el
diagnostico de pauci-inmune. C1q fue positivo en sélo un paciente con una intensidad débil.
Los estudios de inmunofluorescencia directa mostraron la presencia de depoésitos aislados de
IgM de escasa intensidad (1+) en 21 (24,7%) biopsias, 1gG 1+ en dos casos (2,3%) e IgA 1+ en

un caso (1,1%).
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La evidencia de depdsito de C3c mediante inmunofluorescencia no se asocio con la
severidad del fallo renal al diagnostico ni con ninguna otra caracteristica clinica especifica.
Igualmente, no existieron difencias histoldgicas entre los pacientes en funcién de la presencia
de la inmunofluorescencia positiva para C3c. Los pacientes con deposito de C3c respondieron
igual al tratamiento inmunosupresor que aquellos con inmunofluorescencia negativa (68,1 %
versus 71,6 %), y el porcentaje de pacientes que desarrollaron ERCT (dialisis crénica) fue
comparable entre ambos grupos (30,7 % en los pacientes inmunofluorescencia positiva para

C3c versus 30,5% en los pacientes con inmunofluorescencia negativa).

6.3. Estudios inmunohistoquimicos de los factores del complemento

Para estudiar el papel de la activacion de la via alternativa del complemento en la
glomerulonefritis extracapilar pauci-inmune se realizaron tinciones de C3d, C4d y MBL, segun

se indica en Material y Métodos.

Los estudios inmunohistoquimicos demostraron depoésito glomerular de C4d en 38
(44,7%) de las biopsias y depdsito glomerular de C3d en 42 (49,4%) de las biopsias. Los
estudios de MBL fueron negativos en todas las muestras. Veinte biopsias (23,5%) mostraron
tincién inmunohistoquimica positiva tanto para C3d como C4d, mientras que solamente tincion
positiva para C3d se observd en 22 (25,9%)biopsias, y solo tincion positiva para C4d en 17
(20%) biopsias. En la tabla 7 se resume la distribucion de las diferentes tinciones del
complemento observadas en las biopsias de los enfermos. No encontramos ninguna diferencia

entre los pacientes ANCAS positivos y negativos.
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Total ANCA-positivo | ANCA-negativo
P valor
(n= 85) (n=66) (n=19)
C3d 42 (49.4%) 30 (45.5%) 12 (63.1%) B.1
C4d 38 (44.7%) 27 (40.9%) 11 (57.8%) 0.1
C3c 26 (30.5%) 22 (33.3%) 4 (21%) 0.5
C3d + Cad 20 (23.5%) 13 (19.6%) 7 (36.8%) 0.3

Tabla 7. Distribucion de la tincion positiva de los diferentes factores del complemento en
pacientes con glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune con o sin asociacion a
ANCA:s.

6.4. Resultados de los estudios inmunohistoguimicos de C4d

Los estudios inmunohistoquimicos demostraron depoésito glomerular de C4d en 38
(44,7%) de las biopsias. La localizacion principal del depdsito de C4d fue en las paredes
capilares y en el area mesangial de los glomerulos con glomerulonefritis extracapilar pauci-
inmune. Los depdsitos de C4d fueron focales y segmentarios en 35 (92,1%) casos, y difusos y
globales en 3 (7,9%) pacientes. No se observd deposito de C4d en las zonas de proliferacion
extracapilar ni tampoco co-localizacion en las areas de necrosis fibrinoide. La captacién en los
vasos y tubular de C4d fue inespecifica. La figura 10 muestra una imagen representativa de
tincién inmunohistoquimica positiva para C4d en uno de los pacientes, junto con un control

negativo.
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Figura 10. Tincion inmunohistoquimica para C4d. Imagen representativa de biopsia renal con
tincién inmunohistoquimica negativa para C4d (A), e imagenes representativas de tincion
positiva de C4d débil focal y ocasional 1+ (B), focal y segmentario 2+ (C) e intenso y difuso a
lo largo de las paredes capilares glomerulares (D). Magnificacion original: X60.
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6.4.1. Correlacion clinica del depdsito glomerular de C4d

No se observaron diferencias en las caracteristicas demograficas ni en las serologias
para ANCAs en funcion de la tincion para C4d. La afectacion extrarrenal fue méas frecuente
entre los pacientes sin depdsito de C4d, aunque sin alcanzar la significacion estadistica (44,7
versus 26,3%, p=0,07). Respecto a la funcion renal al diagndstico y la necesidad de dialisis
aguda, no se observaron diferencias entre los grupos en funcién de la tincion de C4d. Los
pacientes C4d positivo y negativo respondieron por igual al tratamiento inmunosupresor vy el
porcentaje de pacientes que desarrollaron ERCT (didlisis crdnica) fue comparable en ambos

grupos. La Tabla 8 muestra las diferencias clinicas entre los pacientes C4d positivo y negativo.
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Total C4d-Positivo C4d-Negativo

Variable P valor

(n= 85) (n=38) (n=47)

Edad media (afios) (DS) 60,5 + 14,9 57,3 £17,6 62,4+11,4 0,4

Varon, n (%) 52 (61,1%) 21 (55,2 %) 31 (66%)

0,4

Mujer, n (%) 33 (38,9%) 17 (44,8%) 16 (34%)

ANCA positivo, n (%) 67 (78,8%) 27 (71%) 39 (82,9%) 0,2
MPO, n (%) 57 (67%) 23 (60,5%) 34 (72,3%) 0,2
PR3, n (%) 10 (11,8%) 5(13,1%) 5(10,6%) 0,6

Daio extrarrenal, n (%) 31 (36,4%) 10 (26,3%) 21 (44,7%) 0,07

Dialisis al debut, n (%) 35 (41,1%) 13 (34,2%) 22 (46,8%) 0,2

Mediana de creatinina

.. 3,5(1,9-6,5) 2,7 (1,4-6,7) 3,8(2,1-6,5) 0,1
sérica (mg/dl) (RIC)

Mediana FGe (CKD-EPI

. 14,4 (6,8—-31,1)| 19,2 (8,2-46) 12,2(6,6-27,6) 0,1
ml/min) (RIC)

Mediana de proteinuria

1,3 (0,6 -3) 1,6 (0,5-4) 1,1 (0,6-2,6) 0,4

(g/24h) (RIC)

Respuesta tto, n (%) 53/76 (69,7%) | 21 /31 (67,7%)| 32 /45 (71,1%) 0.7

Mediana seguimiento

48 (7,2-119,5) | 53,8 (5,6-88,4) | 48(7,4-130,3) 0,6

(meses) (RIC)

Evolucion a ERCT en

L. 26 (30,5%) 11 (28,9%) 15 (31,9%) 0,7
seguimiento, n (%)

Tabla 8. Caracteristicas demograficas y clinicas de los 85 pacientes con glomerulonefritis
extracapilar pauci-inmune en funcién del depdsito de C4d.

6.4.2. Correlacion histologica del dep6sito glomerular de C4d

No se objetivaron diferencias en el porcentaje de glomeruloesclerosis ni de proliferacion
extracapilar asociadas a la tincion positiva de C4d. La presencia de necrosis fibrinoide y

vasculitis de arteriolas se observo por igual entre los pacientes C4d positivo y negativo. El
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porcentaje de biopsias que mostraron proliferacion mesangial y endocapilar fue similar en
ambos grupos. En relacion al compartimento tabulo-intersticial, no se observaron diferencias
en las proporciones de inflamacion, atrofia y fibrosis intersticial de las muestras de pacientes

C4d positivo y negativo. La tabla 9 y 10 muestran las diferencias histologicas de los pacientes

en funcion de la tincion par C4d.

Total C4d-Positivo | C4d-Negativo p

Variable

(n= 85) (n=38) (n=47) Valor
N2 medio glomérulos (DS) 19+ 11,1 19,1 + 12,8 19,3 + 9,9 0,1
Mediana % glomeruloesclerosis

12 (3-30) 15 (7-30) 19 (0 - 26) 0,1
(RIC)
% medio semilunas (DS) 44,7 + 26,1 43 + 24 47,3 + 27,7 0,4
Necrosis fibrinoide, n (%) 54 (63,5%) | 23 (60,5%) 31 (65,9%) 0,9
Vasculitis arteriolas, n (%) 15 (17,6%) 4 (10,5%) 11 (23,4%) 0.1
Proliferacion endocapilar, n (%) 30 (35,2%) 14 (36,8%) 16 (34%) 0,7
Proliferacion mesangial , n (%) 31 (36,4%) 15 (39,4%) 16 (34%) 0,6
C3c IFD positiva, n (%) 26 (30,6%) 14 (36,8%) 12 (25,5%) 0,3

Tabla 9. Caracteristicas histoldgicas del compartimiento glomerular en 85 pacientes con

glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune en funcion de la tincion de C4d.
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Total C4d-Positivo | C4d-Negativo
Variable P Valor
(n= 85) (n=38) (n=47)
Inflamacion aguda, n (%)
43 (50,5%) | 15 (39,5%) | 28 (59,6%) 0,1
Leve, n (%)
27 (3L,7%) | 11 (28,9%) | 16 (34%) 0,6
Moderada-severa, n (%)
16 (18,8%) | 4 (10,5%) 12 (25,5%) | 0,07
Inflamacion cronica, n (%)
78 (91,8%) | 33 (86,8%) | 45 (95,7%) 0,3
Leve, n (%)
39 (46%) | 18 (47,4%) | 21 (44,7%) 0,8
Moderada-severa, n (%)
39 (46%) | 15 (39,4%) 24 (51%) 0,2
Atrofia tubular, n (%)
40 (47%) | 20 (57,1%) | 25(53,1%) 0,6
Leve, n (%)
34 (40%) | 16 (45,7%) | 23 (48,9%) 07
Moderada-severa, n (%)
6 (7%) 4 (10,5%) 2 (4,2%) 0,2
Fibrosis intersticial, n (%) 57 (67%) 26 (68,4%) 29 (61,7%) 0,1
Leve, n (%) 35 (41,1%) 14 (36,8%) 21 (44,7%) 0,4
Moderada- severa, n (%) 22 (25,9%) | 14 (36,8%) 8 (17%) 0,4

Tabla 10. Caracteristicas histologicas del compartimiento tubulo-intersticial en 85 pacientes
con glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune, en funcién de la tincion de C4d.
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6.5. Resultados de los estudios inmunohistoquimicos de C3d

Los estudios inmunohistoquimicos demostraron depoésito glomerular de C3d en 42
(49,4%) de las biopsias. Los depositos de C3d se localizaron principalmente en las paredes
capilares y el area mesangial de los glomérulos con glomerulonefritis proliferativa extracapilar
pauci-inmune. Los depdsitos de C3d fueron focales y segmentarios en 36 (85,7%) de las
muestras, difusos y globales en 4 (9,5%), y difusos y segmentarios en 2 (4,7%) casos. El C3d se
deposité en las semilunas sélo en 7 (16,6%) casos, sin que se observase co-localizacion
especifica en las areas de necrosis fibrinoide. La captacion en los vasos de C3d fue
inespecifica. La figura 11 muestra imagenes representativas de pacientes con tincion
inmunohistoquimica positiva para C3d y su respectivo control negativo, sin evidencia de

deposito del factor C3d del complemento.
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Figura 11. Tincion inmunohistoquimica para C3d. Imagen representativa de biopsia renal con
tincién inmunohistoquimica negativa para C3d (A) e imagenes representativas de la tincion
inmunohistoquimica positiva para C3d de forma débil focal y segmentaria 1+ (B), con depoésito
moderado y segmentario (C) y de forma intensa global y difusa 3+ en las paredes capilares y
area mesangial (D). Magnificacion original: X60.
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6.5.1. Correlacion clinica del depdsito glomerular de C3d

No se observaron diferencias en las caracteristicas demograficas ni en las serologias
para ANCAs en funcidn de la tincion para C3d. La afectacion extrarrenal estuvo presente por
igual entre los pacientes C3d positivos y negativos. Los pacientes que mostraron depdsito
glomerular de C3d presentaron mayor severidad del dafio renal al debut de la enfermedad,
reflejado en un menor filtrado glomerular al diagnéstico (11,3 versus 20,2 ml/min; p=0,03) y
una mayor necesidad de diélisis (57,1% versus 25,5; p=0,003). Asi mismo, la tasa de respuesta
al tratamiento inmunosupresor fue significativamente inferior en los pacientes C3d positivo en
comparacion con los C3d negativo (56,7% versus 82%; p=0,04). Por ultimo, el nimero de
pacientes que iniciaron diélisis cronica durante el seguimiento fue significativamente superior
en el grupo de enfermos con tincion C3d positiva. La Tabla 11 muestra las diferencias clinicas

entre los pacientes C3d positivo y negativo
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seguimiento, n (%)

Total C3d-Positivo C3d-Negativo

Variable P Valor

(n= 85) (n=42) (n=43)

Edad media (anos) (DS) 60,5 + 14,9 58,4 +15 62,5+ 14 0.2

Varon, n (%) 52 (61,1%) 28 (66,6%) 24 (55,8%)

0.3

Mujer, n (%) 33 (38,9%) 14 (33,4%) 19 (44,2%)

ANCA positivo, n (%) 67 (78,8%) 31 (73,8%) 36 (83,7%) Q.17
MPO, n (%) 57 (67%) 27 (64,3%) 30 (69,8%) 0.5
PR3, n (%) 10 (11,8%) 4 (9,5%) 6 (13,9%) 0.5

Dano extrarrenal, n (%) 31 (36,4%) 15 (35,7%) 16 (37,2%) 0.8

Dialisis al debut, n (%) 35 (41,1%) 24 (57,1%) 11 (25,5%) 0.003

Mediana de creatinina
, . 3,5(1,9-6,5) 4,4 (2,5-7,9) 2,9(1,8-4,2) 0.01

sérica (mg/dl) (RIC)

Mediana FGe (CKD-EPI

. 14,4 (6,8-31,1)| 11,3(5,4-28,9) | 20,2 (10,6-35,5) | 0.03
ml/min) (RIC)

Mediana de proteinuria

1,3 (0,6-3) 1,5 (0,5-3,6) 0,9 (0,7-2,7) 0.8

(g/24h) (RIC)

Respuesta tto, n (%) 53/76 (69,7%) | 21 /37 (56,7%) | 32/39 (82%) 0.04

Mediana seguimiento

48 (7,2-119,5) | 37,5 (5,1-145) 57 (14-99) 0.6

(meses) (RIC)

Evolucion a ERCT en

26 (30,5%) 19 (45,2%) 7 (16,2%) 0.008

Tabla 11. Caracteristicas demogréaficas y clinicas de los 85 pacientes con glomerulonefritis
proliferativa extracapilar pauci-inmune en funcion del deposito glomerular de C3d

70



6.5.2. Correlacion histologica del deposito glomerular de C3d

No se objetivaron diferencias en el porcentaje de glomeruloesclerosis ni de proliferacion
extracapilar en funcion del depdsito de C3d. La presencia de necrosis fibrinoide y vasculitis de
arteriolas se observo por igual entre los pacientes C3d positivo y negativo. EIl porcentaje de
biopsias que mostraban proliferacién mesangial fue comparable en ambos grupos, sin embargo,
la presencia de proliferacion endocapilar fue significativamente mayor entre los pacientes con
deposito de C3d (50% versus 20,9%, p=0,005). No se observaron diferencias en la presencia de
C3c analizado por inmunofluorescencia directa entre ambos grupos.  Respecto al
compartimento tabulo-intersticial, la presencia de inflamacion intersticial, atrofia tubular y
fibrosis fue comparable entre las muestras de los pacientes C3d positivo y negativo. En
relacion a la clasificacion histopatoldgica de Berden, no existieron diferencias en las
proporciones de los diferentes subtipos histolégicos en funcion de la positividad para C3d. Las
tablas 12 y 13 muestran las diferencias histoldgicas de los pacientes en funcion de la tincion par

C3d.
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Total C3d-Positivo C3d-Negativo

Variable P Valor

(n= 85) (n=42) (n=43)
N2 medio glomérulos (DS) 19+ 11,1 21,5 + 13,6 16,7 + 7,5 0,04
Mediana % glomeruloesclerosis

12 (3-30) 12 (2,7-30,5) 14 (4-29) 0,9
(RIC)
% medio semilunas (DS) 44,7 +26,1 46 + 22,7 43,4 +29 0,6
Necrosis fibrinoide, n (%) 54 (63,5%) 28 (66,6%) 26 (60,4%) 0,5
Vasculitis arteriolas, n (%) 15 (17,6%) 7 (16,6%) 8 (18,6%) 0,8
Proliferacion endocapilar, n (%) 30 (35,2%) 21 (50%) 9(20,9%) 0,005
Proliferacion mesangial , n (%) 31 (36,4%) 16 (38%) 15 (34,9%) 0,7
C3c IFD positiva, n (%) 26 (30,6%) 12 (28,6%) 14 (32,6%) 0,5

Tabla 12. Caracteristicas histologicas del compartimiento glomerular en 85 pacientes con
glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune, en funcion de la tincion de C3d.
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Total C3d-Positivo | C3d-Negativo
Variable P Valor
(n= 85) (n=42) (n=43)
Inflamacion aguda, n (%) 43 (50,5%) 21 (50%) 22 (51,2%) 0,9
Leve, n (%) 27 (31,7%) | 14 (33,3%) | 13 (30,2%) 0,7
Moderada-severa, n (%) 16 (18,8%) 7 (16,6%) 9 (20,9%) 0,6
Inflamacion cronica, n (%) 78 (91,8%) | 40 (95,2%) 38 (88,4%) 0,6
Leve, n (%) 39 (46%) 21 (50%) 28 (41,9) 0,4
Moderada-severa, n (%) 39 (46%) 19 (45,2%) 20 (46,5%) 0,9
Atrofia tubular, n (%) 40 (47%) 23 (54,7%) 17 (39,5%) 0,3
Leve, n (%) 34 (40%) | 20 (47,6%) | 14 (32,6%) 0,8
Moderada-severa, n (%) 6 (7%) 3 {7,1%) 3 (6,9%) -
Fibrosis intersticial, n (%) 57 (67%) 32 (76,1%) 25 (58,1%) 0,1
Leve, n (%) 35 (41,1%) | 17 (40,4%) | 18 (41,8%) 0,7
Moderada- severa, n (%) 22 (25,9%) 15 (35,7%) 7 (16,3%) 0,3

Tabla 13. Caracteristicas histoldgicas del compartimiento tdbulo-intersticial en 85 pacientes
con glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune, en funcién del depdsito de C3d.

73



6.6. Resultados de los estudios inmunohistoquimicos de MBL

Los estudios de inmunohistoquimica para MBL fueron negativos en todas las muestras de

pacientes con GN proliferativa extracapilar pauci-inmune.

Figura 12. Tincién inmunohistoquimica de MBL. Imagen en la que se observa tincidn negativa
en un caso de glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune (A) y el control
positivo intenso 3+ para MBL en una muestra proveniente de un paciente con una
glomerulonefritis asociada a virus de la hepatitis C (B). Magnificacion original: X60.

6.7. Factores asociados a la progresion a enfermedad renal terminal y analisis de

supervivencia

El periodo medio de seguimiento de los pacientes fue de 48 meses (RIC:7,2 a 119,5).
Veintiséis de 85 pacientes (30,5%) alcanzaron la variable primaria del estudio, consistente en el
desarrollo de enfermedad renal cronica terminal. En el analisis univariante la tasa de filtrado
glomerular al diagndstico, el porcentaje de glomérulos esclerosados, la presencia de fibrosis
intersticial moderada-severa y una tincion inmunohistoquimica positiva de C3d, fueron

parametros que se asociaron significativamente con el desarrollo de insuficiencia renal cronica
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terminal durante el seguimiento. Las Tablas 14 y 15 resumen los principales parametros

clinicos e histoldgicos asociados con la progresion a enfermedad renal cronica terminal.

Desarrollo de ERCT No desarrollo de ERCT

Variable P valor

(n=26) (n=59)
Edad media (anos) (DS) 61.6 + 14.5 60.1+ 15 0.6
Medi d FG |

rediana € rhe 7.2 (4.4-11.5) 21.4 (11.9-42.7) <0.001

diagnéstico (ml/min) (RIC)
Proteinuria (g/24h) (DS) 23& 23 23124 0.9
Puntaje medio BVAS (DS) 15316 15.2+4 0.8
Daiio extrarrenal, n (%)

7 (27%) 24(40.6%) 0.2

Tabla 14. Caracteristicas clinicas asociadas al desarrollo de enfermedad renal crénica terminal
en 85 pacientes con glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune.
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Desarrollo de ERCT No desarrollo de ERCT
Variable P valor
(n=26) (n=59)

Medi % Glomérul

A ; SHSRece 22 (6.7- 44.2) 11(0- 26) 0.03
esclerosados (RIC)
% Glomeérulos semilunas (DS) 48.7 £ 23.6 43.9+26 0.4
Mediana % Glomérulos normales

11 (0-29) 25 (10 - 40) 0.01

(RIC)
Prolif. endocapilar, n (%) 13 (50%) 17 (28.8%) 0.06
Necrosis fibrinoide, n (%) 18 (69.2%) 36 (61%) 0.4
Fibrosis intersticial, n (%) 11 (42.3%) 11 (18.6%) 0.02
C3c IFD positiva, n (%) 8 (30.7%) 18 (30.5%) 0.7
Tincion C4d positiva, n (%) 11 (42.3%) 27 (45.7%) 0.7
Tincién C3d positiva, n (%) 19 (73%) 23(38.9%) 0.004

Tabla 15. Caracteristicas histologicas e inmunohistoquimicas asociadas al desarrollo de
enfermedad renal cronica terminal en 85 pacientes con glomerulonefritis proliferativa
extracapilar pauci-inmune.

La supervivencia renal a los 2,5 y 10 afios de los pacientes del estudio fue del 74,4%,
72,8% y 60,8%, respectivamente. En el anélisis de regresion de Cox, los factores que mostraron
tener impacto en la supervivencia renal de los pacientes con vasculitis fueron la tasa de filtrado
glomerular estimado al diagnéstico, el grado de esclerosis glomerular, la presencia de
proliferacion endocapilar y fibrosis intersticial, y finalmente la presencia de depdsito
glomerular de C3d. La tincion positiva de C4d no mostré ningun impacto en el prondstico
renal, sin embargo, la presencia de C3d se asocio con un incremento significativo del riesgo de

desarrollar ERCT durante el seguimiento (RR, 3,2; IC 95%, 1,4-7,5; p= 0,006). La tabla 16
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muestra los factores que se asociaron con un riesgo incrementado de progresion a enfermedad

renal cronica terminal.

RR 1C95% p-valor
FGe (CKD-EPI) 0,9 0,8 0,9 0,01
(ml/min/1,73m?)
Glomeruloesclerosis (%) 1,02 1 1,04 0,007
Prolif. Endocapilar (si/no) 2.5 i L 0,02
Fibrosis intersticial (si/no) 2,1 1,3 3,5 0,02
Tincion C3d positiva (si/no) 3,1 1,4 7,5 0,006

Tabla 16. Modelo multivariante de Cox. Factores asociados al desarrollo de enfermedad renal
cronica terminal en 85 pacientes con glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune.

Adicionalmente, se realizacién tres modelos de riesgo; un primer modelo en el que se
ajustod a parametros demograficos y de actividad (edad, sexo, BVAS), un segundo modelo en
que se ajusto por parametros clinicos (funcidn renal al debut y proteinuria), y un tltimo modelo
en que se ajustd a parametros histoldgicos (subtipo histolégico, fibrosis intersticial, y
proliferacion endocapilar). La presencia de depdsito glomerular de C3d se mantuvo en todos
ellos como un predictor independiente de supervivencia renal. (RR, 2,5; IC del 95%, 1,1-5,7;
p=0,03). La tabla 17 muestra los riesgos relativos ajustados para la prediccion del desarrollo de

enfermedad renal terminal en funcion del depdsito de C3d y C4d.
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C3d Cad

RR 1C95% p-valor RR 1C95% p-valor
No ajustadas 32 |14 | 75 0,006 1,0 0,5 2,2 0,985
Edad, género, BVAS 35 | 15| 81 0,004 1.1, 0,5 2,6 0,857
fae (_CKD,_EP”’ 25 | 11 | 5,7 0,034 1,2 0,5 3,0 0,647
proteinuria

Ajustadas - - .
Subtipo histologico

Prolif. endocapilar 2,8 1,2 | 6,8 0,022 0,8 0,4 1,9 0,675
Fibrosis intersticial

Tabla 17. Modelo multivariante de regresion de Cox. Riesgos relativos para el desarrollo de
enfermedad renal crénica terminal segun el depdsito de C3d y C4d.

6.8. Impacto clinico y prondéstico del depoésito glomerular de C3d y C4d

Como se ha mencionado previamente, el depdsito de C3d se asocié de forma
significativa con una mayor creatinina sérica al diagnostico y con una mayor necesidad de
dialisis aguda al debut de la enfermedad. No existieron diferencias significativas en cuanto a la
funcién renal y necesidad de didlisis al diagnostico segun la presencia o no de depdsito de C4d.
Los pacientes con tincion positiva para C3d experimentaron una tasa de respuesta inferior al
tratamiento inmunosupresor en comparacion con los pacientes C3d negativo (56,7% versus
82%; p=0,04), sin que observasen diferencias en la respuesta al tratamiento en funcién del
depdsito de C4d. La supervivencia renal a los 2 y 10 afios fue del 60,9% and 51,8% en los
pacientes C3d positivo en comparacion con el 87,7% y 78,9% en los pacientes C3d negativo
(log-rank, P=0,04). Este impacto del depdsito de C3d glomerular sobre la supervivencia renal
se observo de forma similar entre los pacientes ANCA positivo y negativo. Sin embargo, no se
observaron diferencias en las curvas de supervivencia renal en funcién del depdsito de C4d.
Los pacientes que mostraron positividad para ambos factores del complemento no presentaron

peor pronoéstico renal que aquellos que mostraban Unicamente deposito de C3d. Las figuras 12

78



y 13 muestran las curvas de incidencia acumulada de insuficiencia renal crénica terminal en

funcion de la presencia de deposito glomerular de C3d y C4d.
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Figura 13. Curvas de Incidencia acumulada de insuficiencia renal terminal en 85 pacientes con
Glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune segun el dep6sito glomerular de C3d.
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Figura 14. Curvas de Incidencia acumulada de insuficiencia renal terminal en pacientes con
Glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune segun el depdésito glomerular de C4d.
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7. DISCUSION

7.1. Relevancia del Estudio

La glomerulonefritis proliferativa extracapilar pauci-inmune es la manifestacion
histoldgica de la vasculitis renal de pequefio vaso. En los ultimos afios, diversos estudios han
puesto de manifiesto la importancia pronostica que desempefian los hallazgos histologicos al
diagndstico en la biopsia renal de los pacientes con vasculitis asociada a ANCAs. Factores
histoldgicos en la biopsia renal tales como el porcentaje de glomérulos normales, el porcentaje
de glomérulos esclerosados y el grado de atrofia tubular y fibrosis intersticial, han demostrado
ser indicadores prondsticos de supervivencia renal en series de enfermos con vasculitis (50,68).
Asi mismo se ha desarrollado una clasificacién histoldgica con capacidad pronostica a medio y
largo plazo de los enfermos con vasculitis renal (49,69,70). El estudio que hemos realizado
demuestra que un nuevo pardmetro inmunohistoquimico, como es la tincion glomerular
positiva para C3d, constituye un factor de riesgo independiente para el desarrollo de
enfermedad renal terminal en los pacientes con vasculitis renal. Mas aun, la tincion positiva
para C3d se muestra como un factor prondstico mas potente que otros parametros histolégicos
previamente descritos en la literatura, como son la glomeruloesclerosis y la fibrosis intersticial.
Estos hallazgos no son s6lo novedosos por suponer la identificacion de un nuevo factor
histoldgico con capacidad prondstica, sino porqué sustentan la idea de que la activacién del
sistema del complemento, y mas en concreto la activacion de la via alternativa, desempefia un

papel importante en la patogenia de la vasculitis renal asociada a ANCAs.
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7.2. Deposito de complemento en vasculitis: estudio del C3c

Hasta el desarrollo de modelos experimentales de vasculitis en animales hace una
década, se consideraba que la vasculitis era una entidad cuyo insulto renal no estaba mediado
por la participacién del complemento ni de inmunocomplejos (ICs), ya que histol6gicamente se
observaban muy escasos depdsitos inmunes (pauci-inmune) cuando las biopsias eran evaluadas
con las técnicas de inmunofluorescencia (71). Esta circunstancia fue puesta en duda en el
estudio que realizaron Haas y Eustace en 2004 (72), dénde analizaron 126 biopsias renales,
demostrando en 68 de ellas la presencia de depdsitos inmunes en el estudio de microscopia
electrénica (ME). De estas, en 59 casos se observaron depésitos inmunes mediante
inmunofluorescencia directa, siendo la intensidad del depdsito de las inmunoglobulinas o el
complemento en la mayoria de los biopsias igual o inferior a 2+ en la escala semicuantitativa de
0 a 4. Sin embargo, no todos los casos con depdsito de ICs demostrados mediante ME, fueron
positivos por IFD y viceversa. La presencia de C3 por IFD se documentd en 71 biopsias, en la
mayoria de ellas con una intensidad de 1+, de las cuales, en 51 casos, los depositos fueron
observados también en la ME. Por tanto, este estudio puso de manifiesto que los hallazgos en
cuanto al deposito de ICs y factores del complemento, no son uniformes en las biopsias de los
enfermos con vasculitis, pero que deben ser evaluados en todos los casos. Unos afios mas tarde,
en poblacion asiatica, Chen et al. (73) analizaron el depésito de C3c mediante IFD en las
biopsias de 112 pacientes con vasculitis renal. En esta ocasion con la IFD se hallé deposito de
C3c en 37 de las 112 biopsias, siendo la intensidad del deposito en el 86% de ellas de 1+ y 2+
en la escala semicuantitiva de 0 a 4+. Finalmente, Hilhorst el al. (67) analizaron 74 muestras
renales de pacientes con GN proliferativa extracapilar pauci-inmune, observando tincion
positiva para C3c por inmunofluorescencia en el 30% de las muestras, siendo la intensidad de

los depdsitos, al igual que en los estudios anteriores, de intensidad inferior a 2+.
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Tanto el estudio de Haas como el de Chen, pero no en el de Hilhorst, observaron de
manera novedosa que la presencia del depoésito de factores del complemento en las biopsias, y
mas en concreto el C3c, implicaba diferencias clinicas con aquellos enfermos que no exhibian
dicho depdsito. Los pacientes con C3c presentaban mayor proteinuria y peor funcion renal
diagndstico, asociandose en el estudio de Chen et al. (73) la presencia de dicho depoésito con
una mayor necesidad de didlisis al diagnostico. En nuestra serie es preciso sefialar que para la
evaluacion del C3c no se repitieron los estudios de inmunofluorescencia directa y, por tanto, los
datos referentes al depdsito de C3c fueron recogidos de forma retrospectiva en base a los
registros existentes de las biopsias renales. Este hecho supone una cierta limitacién en la
valoracion e interpretacion de los resultados del C3c. Sin embargo, nuestros resultados
obtenidos en relaciéon a la tincion de C3c son similares a los observados por Chen et al. (73), y
Hilhorst et al. (67), ya que encontramos una inmunofluorescencia positiva para C3c en el 30%
de los pacientes con vasculitis, siendo la intensidad del depdsito de 1+ préacticamente en la
totalidad de los casos. Sin embargo, a diferencia de los estudios de Chen (73) y Haas (72), pero
en consonancia con el estudio de Hilhorst (67), en nuestra serie dicha presencia de C3c no se
correlacion6 con ningun parametro clinico ni histolégico. A diferencia de lo que se observo
con el C3d, la presencia de inmunofluorescencia positiva para C3c no se asocié con mayor

severidad del dafio ni pero prondstico renal.

Por lo tanto, parece evidente que a pesar de que la activacion de la via alternativa del
complemento esta presente en la patogenia de las vasculitis, su expresion renal manifestada en
el depdsito de C3c es sustancialmente menor a la que podemos observar en otras
glomerulonefritis en las que la activacion del complemento también desempefia un papel

relevante. En este sentido, existen otros dos entidades, la glomerulopatia C3 y el sindrome
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hemolitico-urémico atipico (SHUa), en las que un defecto en la regulaciéon de alguno de los
componentes de la via alternativa del complemento es el causante de la aparicion del dafio

glomerular secundario (74).

La glomerulonefritis C3 es una entidad de reciente diagndstico, caracterizada
histolégicamente por la presencia de un depdsito glomerular predominante de C3c con ausencia
0 minimo deposito asociado de inmunoglobulinas (75). En esta entidad la patogenia reside en
una disfuncion inicial (genética o adquirida) en la regulacion de la via alternativa del
complemento. Histoldgicamente se manifiesta como una glomerulonefritis proliferativa que
puede mostrar diferentes patrones morfoldgicos de lesion glomerular y cuya caracteristica
comun es la presencia constante de un depésito dominante de C3 en los estudios de
inmunofluorescencia indirecta (76). Por tanto, en esta glomerulonefritis, a diferencia de lo que
hemos observado que ocurre en la vasculitis renal, la activacién de la via alternativa del
complemento si condiciona un depdsito evidente y constante de complemento en el glomérulo
(77-80). Recientemente, Sethi el al. (81) han estudiado un grupo muestras renales de pacientes
con glomerulonefritis C3, aplicando técnicas de micro diseccién con laser y analizando
mediante espectrometria de masas la composicion proteica de los factores o productos de
degradacion del complemento depositados en el tejido renal, y han observado que en todos los
sujetos con glomerulonefritis C3 el fragmento del complemento predominantemente depositado
es el C3d. Curiosamente, en este estudio no observaron diferencias en el analisis proteico del
complemento entre los sujetos con glomerulonefritis C3 y aquellos con enfermedad de
depdsitos densos. Al igual que los hallazgos que nosotros hemos obtenido, los autores
sugieren, en base a sus resultados, que posiblemente el analisis de C3d sea probablemente mas
sensible que el C3c a la hora de identificar el deposito del complemento. Por tanto, dado que la

glomerulonefritis C3 es una entidad que se define y se diagnostica basandose en el hallazgo
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histoldgico que supone el deposito glomerular de C3c, no se puede descartar que existan casos
con disregulacion de la via alternativa del complemento en los que no se muestre un depdsito
evidente o dominante de C3c en la biopsia renal. Por lo tanto, la disregulacién del sistema del
complemento como causa de glomerulonefritis, podria estar infra diagnosticada en la practica
clinica. En base al estudio desarrollado por Sethi et al. (81), quizas la incorporacién del C3d en
los estudios rutinarios renales, podria implicar una mayor deteccion de casos con anomalias de

la via alternativa del complemento como causa de enfermedad glomerular.

El escenario contrario lo representa el sindrome hemolitico urémico, en el que la
disregulacion del complemento genera un dafio glomerular con escasa expresividad histologica
en cuanto al dep6sito del complemento se refiere (82). Histoldgicamente, el SHU se caracteriza
por la presencia de microangiopatia trombdtica, definida como el engrosamiento de la pared
capilar glomerular, edema y tumefaccion endotelial, mesangiolisis y el desprendimiento de la
membrana basal, que puede obstruir la luz de los capilares glomerulares y formar trombos de
plaquetas y fibrina, causantes del dafio tisular final (83). Mediante IFD se pueden observar, en
el glomérulo, el depdsito de fibrindgeno en el interior de los capilares glomerulares. Si bien no
existen series histologicas amplias que hayan analizado los dep6sitos inmunes presentes en las
biopsias de pacientes con SHUa, clasicamente se describe que se pueden observar depoésitos
granulares de IgM, C3 y C1q a lo largo de las paredes de los capilares y mesangio, pero estos
no son constantes y por lo general la intensidad del deposito suele ser leve (81). Por lo tanto, en
esta entidad en la que también la activacion del complemento a través de la via alternativa
desempefia un papel crucial, la presencia de depdsito de C3c, a diferencia de la

glomerulonefritis C3, no es constante ni un hallazgo especifico de la enfermedad (84-87).
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En el caso de la vasculitis renal encontramos hallazgos similares a los observados en el
SHUa; la activaciéon del complemento reflejada por el depdsito de C3c es inconstante y no
uniforme en las muestras de los pacientes con vasculitis renal asociada a ANCAs. Sin embargo,
tanto el sindrome hemolitico urémico como la glomerulonefritis C3, son dos entidades en las
que esta bien documentado el papel patogénico critico de la disregulacion de la via alternativa
del complemento (74). Sin embargo, en el caso de la vasculitis renal, hasta la fecha, solo se ha
podido demostrar en los modelos animales el hecho de que la activacion de la via alternativa
del complemento sea crucial para que se desarrolle la glomerulonefritis (88). En el ser humano
todavia no queda claro si dicha activacion del complemento constituye un factor precipitante y
generador del proceso vasculitico, 0 mas bien desempefia un papel como mediador que
condiciona que se intensifique y perpette el dafio (89). Por ultimo, es importante tener en
cuenta que la vasculitis, a diferencia de las otras dos entidades descritas anteriormente, se
caracteriza por ser un proceso inflamatorio sistémico que implica una gran activacion celular y
catabdlica, lo que podria suponer mayor actividad de sintesis y degradacion molecular,
generando consecuentemente un mayor lavado de anticuerpos y factores del complemento en

los tejidos (90).

En resumen, los resultados de los diferentes estudios ponen de manifiesto la variabilidad
existente en la identificacion de C3c mediante técnicas de inmunofluorescencia. En este
estudio, el hecho de haber empleado técnicas inmunohistoquimicas para la identificacion de los
factores del complemento en lugar de inmunofluorescencia, responde a diversos motivos; en
primer lugar la inmunohistoquimica permite la valoracion simultanea de las alteraciones
opticas glomerulares mas relevantes; en segundo lugar facilita la identificacion exacta de las
estructuras glomerulares donde se produce el depdsito de los factores a estudio, que en nuestro

caso se documentd principalmente en las paredes capilares glomerulares y area mesangial; en
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ultimo lugar, la tincion de fondo existente en algunas ocasiones en los estudios de
inmunofluorescencia dificulta la interpretacion de la intensidad del deposito. Finalmente, la
escasez de material en congelacién en nuestras muestras, podria haber dificultado la realizacion

de nuevos estudios de inmunofluorescencia.

7.3. Deposito de complemento en vasculitis: estudio de C4d

El C4d es un fragmento resultante de la degradacién de C4, y por lo tanto, un
biomarcador duradero de la activacién de la via clasica y de las lectinas (91). Hoy en dia el C4d
constituye un marcador esencial de activacion del complemento en diversas patologias
glomerulares. De hecho, se realiza su determinacion habitual en el caso de la glomerulonefritis

membranosa (92-95) y més recientemente, en la nefropatia IgA (96-98).

La nefropatia IgA en una glomerulonefritis proliferativa que puede ocasionar diferentes
patrones Opticos, pero que se define por la presencia de un depdsito dominante de IgA
fundamentalmente a nivel del mesangio (99). Se trata de una entidad con una patogenia
compleja, en la que, al igual que posiblemente ocurre en la vasculitis, es necesaria la
concatenacion de numerosos factores para que se desarrolle el proceso patoldgico final. En el
caso de la IgA muchos de estos mediadores necesarios ya han sido identificados e incluyen; la
presencia de una galactosilacion anormal por parte de los linfocitos T que generan un IgA
anormal, la formacion de inmunocomplejos con esta IgA anormalmente galactosilada que se
depositan a nivel mesangial y la presencia de un escenario pro-angiogénico, pro-proliferativo y
anti-apoptotico en el que desempefian un papel numerosos reguladores moleculares, entre los

que se incluyen citoquina, factores del complemento y factores de crecimiento (99-102). De

87



hecho, en la nefropatia IgA existe activacion del complemento, y es comin que se observe
depositos de C3c asociados a los de IgA en las paredes capilares y mesangio (98,103,104).
Espinosa et al. (96) analizaron con técnicas de inmunohistoquimica de C4d en las biopsias
renales de sujetos con nefropatia IgA, observando que el deposito de C4d estaba presente en el
38,5 % de las muestras. Este depdsito de C4d tenia implicaciones clinicas, puesto que en el
estudio demostraban que en este subgrupo de enfermos el prondstico renal a largo plazo de la
nefropatia era significativamente peor, con una tasa mayor de progresion a enfermedad renal
cronica terminal. Si bien los mecanismos patogénicos de la activacion del complemento no se
conocen en profundidad, los autores hipotetizan que una posible activacion de la via de las
lectinas por parte de los complejos formados con IgA anormalmente galactosilada, es la que
podria ocasionar el depdsito del C4d, dando lugar a su vez a la activacion de otros mecanismos
amplificadores del dafio, los cuales pudieran favorecer que la activacion del complemento fuese

mucho mas agresiva en este grupo de enfermos.

En el caso de la glomerulonefritis membranosa el depdsito del C4d se caracteriza por
depositarse a lo largo de las membranas basales, co-localizando con los depdsitos subepiteliales
caracteristicos de esta entidad (93-95). La patogenia de la glomerulonefritis membranosa esta
mediada por la formacién in situ de depositos inmunes con la consiguiente activacion del
complemento. Por lo tanto, encontramos depdsito de C4d como un marcador de activacion del
complemento. En el caso de la glomerulonefritis membranosa idiopética, y a diferencia de lo
que ocurre en la nefropatia membranosa lupica, no existe depdsito de C1g. Por lo tanto, la
presencia de C4d en la membranosa idiopatica probablemente esté indicando que el

complemento se esta activando a través de la via de las lectinas (105,106).
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En el presente estudio hemos observado que la tincion inmunohistoquimica positiva
para C4d estuvo presente en casi la mitad de las biopsias de los individuos con GNEP. EIl hecho
que todos los estudios de inmunohistoquimica para MBL hayan sido negativos en las muestras
de pacientes con depoésito de C4d orientan a una ausencia de la activacion de la via de las
lectinas, y sin embargo una activacion exclusiva de la via clasica. Al igual que ocurre en el
caso de la nefropatia IgA, en la glomerulonefritis extracapilar pauci-inmune los depositos de
C4d se localizan fundamentalmente a nivel del mesangio y la pared capilar, a diferencia de lo
que ocurre en la glomerulonefritis membranosa, donde el deposito de C4d es exclusivo a nivel

de la vertiente subepitelial de la membrana basal.

Este deposito de C4d en las biopsias de un nimero importante de pacientes hace pensar
que posiblemente existe también algln tipo de activacion de la via clasica durante el proceso
vasculitico. Sin embargo, este deposito de C4d no se asocié en nuestra serie con ningun
parametro clinico ni histolégico, y no existieron diferencias en la evolucion, respuesta al
tratamiento y supervivencia entre los pacientes con vasculitis C4d positivo y negativo. Esta
ausencia de implicaciones clinicas del depdsito de C4d orienta a que la activacion de la via
mencionada probablemente no desempefia ningln papel patogénico primario, como asi lo

habian demostrado los modelos experimentales en ratones.

7.4. Deposito de complemento en vasculitis: estudio de C3d

El C3d es producto de degradacion resultante de la escisién de C3, el cual refleja
mayoritariamente activacion del complemento a través de la via alternativa (107). Su uso en

patologia glomerular se ha limitado a estudios de investigacidon, ya que en los estudios
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histopatoldgicos de rutina se emplea Unicamente el C3c para el estudio global del
complemento. Sin embargo, el C3d presenta algunas caracteristicas que deberiamos considerar
para su inclusién en la practica clinica habitual cuando queremos estudiar especificamente la
via alternativa del complemento: se une covalentemente a su molécula diana en el sitio de
activacion y se identifica no sélo en las lesiones histologicas agudas cuando existe activacion
de la via alternativa del complemento, sino también en esas mismas lesiones mucho tiempo
después de que se haya producido dicha activacion del complemento (108). Por este motivo,
resulta ser una molécula mas sensible y perdurable que el C3c en la deteccion de una activacion
del complemento (109). EIl hecho de que el C3d pueda ser una molécula més sensible que le
C3c para documentar la presencia de una activacion local del complemento, ha sido demostrada
en el presente estudio, puesto que el porcentaje de pacientes que mostraron dep6sito de C3d fue
significativamente superior al porcentaje de C3c, y por otra parte, mientras que el depdsito de
C3d tuvo implicacion clinica al asociarse con la severidad del dafio y el prondstico renal, la
presencia de C3c no se correlaciond, sin embargo, con ningdn factor clinico ni prondstico.
Este hecho ha sido sefialado recientemente por Sethi et al. (81) en los estudios que realizaron
del complemento en las biopsias renales de pacientes con glomerulonefritis C3, si bien todavia
no se ha estudiado en profundidad en otras entidades glomerulares. Por lo tanto, seria
interesante la realizacion de estudios mas extensos que analicen estas y otras moléculas del
complemento en biopsias renales de pacientes con diversos tipos glomerulonefritis en las que el

dep6sito del complemento sea el denominador comin de todas ellas.

A la luz de los resultados obtenidos, consideramos que el deposito glomerular de C3d
refleja la presencia de una activacion local del complemento en un grupo significativo de
pacientes con vasculitis renal. Esta activacion del complemento y el consecuente depdsito de

C3d ocurre a pesar de que los estudios de inmunofluorescencia directa apenas evidencian
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depdsito de C3c. De tal forma que los métodos clasicos empleados para el estudio del depdsito
de complemento posiblemente no sean suficientes para una adecuada valoracion histoldgica en
estos pacientes. En este sentido, el estudio de C3d renal constituye una técnica
inmunohistoquimica sencilla y reproducible, que se podria utilizar de manera rutinaria en la
evaluacion de las biopsias con vasculitis renal, dada las implicaciones clinicas y pronésticas

evidenciadas en este estudio.

Hoy en dia, el modelo de vasculitis renal asociada a ANCAs, al igual que ocurre en la
glomerulonefritis IgA, se entiende como un proceso patogénico complejo en el que intervienen
en numerosos factores, los cuales todos son necesarios para que se desarrolle la enfermedad.
Estos factores incluyen la existencia de un determinado tipo de ANCAs, la presencia de un
ambiente pro-inflamatorio rico en citoquinas que da lugar a la externalizacion de la
mieloperoxidasa en los neutrofilos, la interaccion de los ANCA mediante receptores especificos
con sus antigenos (MPO y PR3) expresados en la superficie del neutréfilo, y, finalmente, la

activacion de la via alternativa del complemento (110,111).

El desarrollo de los modelos animales de vasculitis asociada a ANCAs en la ultima
década demostrd que la activacion de la via alternativa del complemento desempefia un papel
critico en la induccion de la glomerulonefritis necrotizante extracapilar asociada a ANCAs
(112,113). Sin embargo, se desconoce si dicha activacion del complemento constituye un factor
precipitante y generador del proceso vasculitico, 0 mas bien desempefia un papel como

mediador que condiciona la intensificacion y perpetuacion del dafio.

La presencia de depositos glomerulares de C3d se asocid significativamente con un

desarrollo mayor de insuficiencia renal cronica terminal durante el seguimiento, y con peor
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respuesta al tratamiento inmunosupresor. La clara asociacién en nuestro estudio del depdsito de
C3d con la severidad del fallo renal y la respuesta al tratamiento, refleja la implicacion
significativa que desempefia la activacion de la via alternativa en el proceso patogénico. Los
mecanismos patogénicos que explican por qué sélo la mitad de enfermos con VAA presentan
deposito de C3d en la biopsia renal, son desconocidos y precisan una investigacién en mayor
profundidad. Actualmente existe evidencia solida de que los neutrofilos son fuente de
numerosos factores del complemento, incluyendo C3a y Cba, asi como factores que son
exclusivos de la via alternativa del complemento, como es la properdina (114). Durante el
proceso patogénico que da lugar a la vasculitis, un paso relevante lo constituye la
degranulacion de los neutrofilos tras la interaccion del ANCA con su antigeno en la superficie
del neutrofilo (115). Esta degranulacion ocasiona la liberacion de citoquinas y moléculas de
adhesion, pero también los factores del complemento mencionados (116). Por tanto, la
activacion de la via alternativa del complemento durante el dafio vasculitico parece estar
persistentemente retroalimentada y activada, perpetuando asi el proceso patolégico (117,118).
Con lo cual una hip6tesis podria ser que dicho deposito de C3d fuese expresion de una
activacion més severa o persistente de la via alternativa del complemento en un subgrupo de
pacientes con vasculitis. Es interesante destacar que la presencia de lesiones proliferativas en el
compartimento endocapilar fue significativamente méas frecuente entre los pacientes C3d
positivo y, a diferencia de algunos estudios previos, la presencia de C3d no se asoci6 con
lesiones histolégicas activas como son la proliferacién extracapilar o la necrosis fibrinoide. Sin
embargo, al corregir por la presencia de proliferacion endocapilar y otros parametros
histologicos en el modelo multivariable, el depdsito de C3d se mostré como un predictor
independiente del resto de caracteristicas observadas en la biopsia. Una posibilidad es que la

mayor activacion del complemento condicione la mayor aparicion de lesiones proliferativas en
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el compartimento endocapilar en los sujetos C3d positivos, traduciéndose en la consecuente

mayor severidad del fracaso renal y peor pronostico.

Por otra parte, hasta la fecha no se han realizado estudios genéticos de las proteinas que
codifican el sistema del complemento en pacientes con vasculitis, y por tanto no se puede
excluir la presencia de un defecto genético basal en alguna de las proteinas
reguladoras/inhibitorias de la via alternativa, que pudiese condicionar una mayor activacién de
esta via del complemento y el consecuente dafio histolégico con depoésito de C3d asociado.
Recientemente, Chen et al. (119) han analizado la presencia del factor H, un factor regulador
clave a nivel de la formacion de la convertasa de C3 en la via alternativa, observando que los
sujetos con vasculitis renal presentan niveles descendidos durante la fase activa de la
enfermedad en comparacién con controles, retornando dichos niveles a la normalidad cuando la
enfermedad se encuentra en remisién. Sin embargo se desconoce si el descenso de los niveles
de factor H responde a un consumo en el contexto de la activacion de la via alternativa del
complemento, y es solamente un reflejo o consecuencia de dicha activacion o, por el contrario,
constituye un factor inicial predisponente a la enfermedad (120). Esta ultima hipotesis orienta a
que pueda existir la presencia de alteraciones funcionales o morfoldgicas en el factor H o
alguno de los otros factores reguladores de la via alternativa del complemento, y que podrian
conferir una mayor susceptibilidad al desarrollo de enfermedad vasculitica en la poblacion, o al
menos, el desarrollo de formas mas severas en los sujetos que presentan dichos defectos
regulatorios del complemento (121). En este sentido, el estudio de la presencia de posibles
polimorfismos en algunas de las proteinas reguladoras del complemento, cono pueden ser el
factor H o proteinas reguladoras asociadas al factor H, podria aportar informacion relevante en
relacion con los mecanismos de activacion de la via alternativa del complemento en vasculitis

(122). De hecho, la interaccion tanto del factor H como la proteina reguladora 1 relacionada
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con el factor H con el C3d ya ha sido demostrada a nivel molecular, sugiriendo que dicha
interaccion desempefia un papel relevante en la regulacion del complemento a nivel de la
formacion convertasa de C3 (121). Por lo tanto, el presente estudio abre la puerta a nuevas
investigaciones orientadas a discernir las diferencias y mecanismos patogénicos que pueden
condicionar la presencia de depdsitos de C3d en un porcentaje significativo de enfermos con

vasculitis renal.

7.5. Comparacion de resultados con estudios previos

En el presente estudio hemos observado que la tincion inmunohistoquimica positiva
para C3d y C4d estuvo presente en casi la mitad de las biopsias de individuos con GNEP. Hasta
la fecha, este es el primer estudio que analiza el valor prondstico a largo plazo que confiere el
depdsito de diferentes productos de la activacion del complemento en las biopsias renales de
pacientes con vasculitis asociada a ANCA. Xing et al. encontraron la presencia de tincién para
C3d con inmunohistoquimica positiva a nivel glomerular en siete biopsias anaizadas de
pacientes con GNEP asociada a ANCA (63). En ese estudio el deposito de C3d fue identificado
en el mesangio y las paredes capilares de los pacientes con vasculitis renal, principalmente en
los glomérulos con presencia de lesiones activas como son la proliferacion extracapilar y
necrosis fibrinoide. Dicho depdsito de C3d se co-localiz6 en las muestras con otros factores de
la cascada de activacion de la via alternativa del complemento, como son el MAC vy el factor P.
Sin embargo, no objetivaron en este estudio tincién positiva de C4d en ninguna de las biopsias.
Posteriomente, Gou et al. demostraron la presencia de tincion inmunohistoquimica positiva
para C3d en el area mesangial y las paredes capilares de 29 pacientes con AAV activa,
observando una correlacion positiva entre la densidad media Optica de los depoésitos

glomerulares de C3d vy los niveles séricos del factor Bb, proteina implicada en la activacion de
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la via alternativa del complemento (64). Mas recientemente, Hilhorst et al. analizaron la
presencia de depositos renales de C3d en 74 pacientes con GNEP, objetivando que un 58,1% de
las biopsias mostraban tincion glomerular positiva para C3d (67). En com(n con nuestras
observaciones, describieron el depo6sito de C3d fundamentalmente con un patron
mesangiocapilar, pero a diferencia de nuestros hallazgos, observaron una mayor proporcion de
tincion C3d en las semilunas y la proliferacion extracapilar se asocié con la presencia de
tincion positiva para C3d en su serie. Sin embargo, en este estudio no se estudio el papel
pronostico de las tinciones a largo plazo. Por lo tanto, nuestra serie junto con la Hilhorst (67)
constituyen las cohortes mas numerosas que analizan el depdésito de factores de degradacion del
complemento en biopsias renales de pacientes con vasculitis, y ambas coinciden en observar la
presencia de deposito de C3d y C4d en aproximadamente la mitad de los pacientes con
vasculitis renal asociada a ANCAs. No podemos explicar cdmo en los estudios iniciales
realizados en poblacion asiatica encontraron tincion positiva para C3d en todos los casos
analizados. Tal vez, el escaso numero de pacientes analizado en estas series y la variabilidad
inter-observador que pueda existir en la consideracion positiva de la técnica
inmunohistoquimica del C3d, han podido contribuir a estas diferencias observadas entre los
estudios. Como se ha mencionado previamente, el depdsito de C3d en nuestra serie, a
diferencia de los estudios anteriores, no se asocid ni co-localizd6 con la presencia de
proliferacion extracapilar ni necrosis fibrinoide. Ademas, ninguno de estos dos parametros
histol6gicos mostr6 asociacién clinica ni papel pronostico en nuestro estudio. Sin embargo, si
que se evidencio asociacion con un parametro histologico no analizado en los estudios
anteriores, como fue la proliferacion endocapilar. A diferencia de todas las series previas,
nuestro estudio analiza el papel pronostico del C3d y C4d a largo plazo, y demuestra por
primera vez que el deposito de glomerular de C3d es un predictor independiente de la

evolucidn renal en los enfermos con vasculitis.
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7.6. Limitaciones v fortalezas del estudio

El presente estudio tiene las limitaciones inherentes de una investigacion retrospectiva.
La relacion entre el depdsito de C3d y la progresion del dafio renal debe ser interpretada con
cautela en términos de asociacion mas que de causalidad, puesto que el estudio no permite
demostrar el mecanismo fisiopatoldgico de da lugar al depdsito de C3d. Los pacientes incluidos
en el estudio pertenecen a dos centros diferentes en los que, si bien las pautas de tratamiento
son similares, dichos tratamientos no se encuentran estandarizados. Por otra parte, se
incluyeron pacientes diagnosticados de vasculitis a lo largo de diferentes décadas, durante las
cuales la terapéutica de la vasculitis renal se ha ido modificando, hecho que ha podido
contribuir a las posibles diferencias observadas en el manejo de los enfermos. Sin embargo, el
estudio también cuenta con importantes fortalezas. Es de destacar el elevado nimero de
pacientes incluidos, constituyendo hasta la fecha la serie de biopsias mas extensa que analiza en
el deposito de C3d y C4d en vasculitis renal. Todos los enfermos incluidos en el estudio
cuentan con biopsias representativas y con un estudio histoldgico exhaustivo. Adicionalmente,
se realizé una segunda revision detallada y sistematica de todas las muestras por Unica persona,
incluyendo la cuantificacion de todos los parametros histoldgicos y la interpretacion de la
inmunohistoquimica. Por otra parte, el largo seguimiento de los pacientes incluidos y el hecho
de haber empleado variables relevantes (desarrollo de enfermedad renal cronica estadio 5)

como objetivo del estudio contribuyen, sin duda, a la relevancia del mismo.

En resumen, el presente estudio demuestra la presencia de deposito glomerular de C3d y
C4d por inmunohistoquimica en la mitad de las biopsias de pacientes con vasculitis

renalasociada a ANCAs. Dicho depdsito se localizd fundamentalmente a nivel de la pared
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capilar y masangio, sin que existiese asociacion con la presencia de proliferacion extracapilar y
necrosis fibrinoide. Mientras que a tincidn para C4d no se asocio con ningln pardmetro clinico
ni histoldgico, los pacientes con tincion positiva para C3d presentaron de forma significativa
una mayor severidad del dafio renal al diagndstico y una menor tasa de respuesta al tratamiento
inmunosupresor. La tincidn inmunohistoquimica positiva para C3d constityd un factor
pronostico independiente para el desarrollo de enfermedad renal cronica terminal durante el
seguimiento, siendo la supervivencia renal en estos en enfermos muy inferior a la observada en
los pacientes C3d negativos. Estos hallazgos sustentan la idea de que la activacion del sistema
del complemento desempefia un papel relevante en la patogenia de la vasculitis renal asociada a
ANCAs y abren la puerta a futuras investigaciones dirigdas a analizar una posible relacion
causal entre la activacion persistente de la via alternativa del complemento y el depdsito de C3d

en las biopsias renales de los enfermos con vasculitis

97



8. CONCLUSIONES

Los pacientes con depoésito de C3d presentan un prondstico renal significativamente
peor y la tincion positiva de C3d consituyd un indicador de riesgo independiente para el
desarrollo de enfermedad renal cronica terminal durante el seguimiento en nuestro
estudio.

Los pacientes con tincion inmunohistoquimica positiva para C3d asociaron mayor
severidad del fallo renal y una menor tasa de respuesta al tratamiento inmunosupresor.
El depdsito de C4d no tuvo ninguna repercusion clinica ni pronostica en los pacientes
con vasculitis renal.

No se observo deposito de MBL en las biopsias renales de pacientes con vasculitis.

La lococalizacion del depdsito de C3d y C4d, presente en la mitad de las biopsias de
pacientes con vasculitis renal asociada a ANCAs fue principalmente a nivel de la pared
capilar y area mesangial de los glomérulos.

El depdsito de C3d se asocid con la presencia de proliferacion endocapilar, sin que se
observase asociacion de otras lesiones histoldgicas caracteristicas de la vasculitis renal
con la tincidn positiva para C3d y C4d.

No se observaron diferencias de los depoésitos de C3d y C4d en funcion de la
positividad de los ANCAs, ni en la especificidad de los mismos (MPO y PR3).

La tincién inmunohistoquimica de C3d resultd ser mas sensible que el C3c por
inmunofuorescencia para valorar depésito de complemento en las biopsias de pacientes
con vasculitis renal, y podria ser incorporada al analisis histopatoldgico de rutina dadas

sus implicaciones clinicas y pronosticas.
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e Se necesitan mas estudios que identifiqguen una relacion causal entre la activacion
persistente de la via alternativa del complemento y el depdsito de C3d en las biopsias

renales de los enfermos con vasculitis.
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The predictive value of kidney biopsy in renal vasculitis: a multicenter cohort study.
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1. Introduction

Pauci-immune extracapillary glomerulonephritis (PEGN) is
defined histologically by the presence of focal glomerular
necrosis and extracapillary proliferation in the absence of
significant glomerular immune deposits [1,2]. This glomerulo-
nephritis (GN) is the histologic substrate of renal vasculitis and
may occur during systemic diseases such as microscopic
polyangiitis (MPA) and granulomatosis with polyangiitis
(GPA) or just as a renal-limited vasculitis (RLV) [3,4]. Most
patients with kidney-limited disease have myeloperoxidase
(MPQO)-antineutrophil cytoplasmic antibody (ANCA) positivity
(81%), and those with destructive lesions of the upper airways
have proteinase 3 (PR3)-ANCA positivity (94%) [5].
PR3-ANCA positivity is predominant in northern Europe
[6-8], whereas MPO-ANCA positivity is predominant in
southern Europe, Japan, and China [8-10].

In recent years, several studies have shown the prognostic
relevance of renal biopsy in ANCA-associated vasculitis
(AAV). Histologic factors such as the percentage of normal
glomeruli, the percentage of sclerosed glomeruli, and
interstitial fibrosis in the initial renal biopsy have been proven
to be prognostic indicators of renal outcome [11-13]. An
international working group of renal pathologists proposed a
classification system for ANCA-associated GN based on
histologic parameters such as glomemlosclerosis, extracapil-
lary proliferation, and the percentage of normal glomeruli [14].
This classification comprised 4 subgroups: focal, crescentic,
mixed, and sclerotic, and the probability of progressing to
end-stage renal disease (ESRD) increased with the ascending
sequence of focal, mixed, crescentic, and sclerotic GN. This
classification takes into account glomerular lesions assessed by
light microscopy, but tubulointerstitial features were not found
to improve the prognostic value.

Several studies have confirmed the use of the classification
system as a predictor of renal outcome and progression to ESRD,
but their differences highlight variation in different population
groups [15,16]. Most of the studies have been performed in
Asiatic and northern European populations, which imply different
prevalence of MPA, GPA, and RLV as well as different
ANCA-serotype distribution from those observed in a Mediter-
ranean population [ 17,18]. Therefore, further studies are needed in
different population groups to achieve a more accurate validation
of the histologic subgrouping system. The aim of this multicenter
study was to evaluate the histologic characteristics of PEGN in a
large cohort of southern European patients, analyzing the clinical
correlation and long-term prognostic implications of the
histologic features as well as the histologic classification system.

2. Materials and methods

2.1. Patients

Adult patients diagnosed with PEGN were enrolled in this
study between 1995 and 2014 from the nephrology and

pathology divisions of the Hospital Fundacion Alcorcon
(Alcorcon), Hospital Virgen de la Salud of Toledo (Toledo),
and Hospital Doce de Octubre (Madrid). Renal biopsy was
performed at the time of diagnosis. The diagnosis of PEGN
was based on histologic assessment of renal biopsy tissue
with hematoxylin and eosin, Masson’s trichrome, periodic
acid—Schiff (PAS), and methenamine silver for light
microscopy and staining with antibodies against 1gG, IgA,
IgM, Clg, and C3 for immunofluorescence. PEGN was
defined histologically by the presence of extracapillary
proliferation associated with focal glomerular necrosis and/or
small vessel vasculitis, in the absence of significant glomerular
immune deposits. Pauci-immune was defined as “the intensity
of glomerular ¢3, IgG, IgM, and IgA staining by direct
immunofluorescence assay in renal sections was less than
2+ staining on a scale of 0 to 4” [2]. Patients with secondary
vasculitis or with antiglomerular basement membrane
antibodies were excluded. Patients with hepatitis C or B
infection were also excluded.

The medical records and pathologic data were reviewed, and
the following information at the time of renal biopsy as well as
during follow-up was recorded: patient age, sex, presence or
absence of macroscopic hematuria, hypertension (defined as
systolic blood pressure 140 mm Hg and/or diastolic blood
pressure 90 mm Hg or the use of antihypertensive agents),
24-hour urine protein excretion, serum creatinine level, and
estimated glomerular filtration rate (eGFR) measured by
CKD-EPI creatinine formula [19]. MPA, GPA, and RLV were
diagnosed according to the American College of Rheumathol-
ogy and Chapel-Hill Consensus Conference criteria [4,20]. For
extrarenal involvement, only manifestations that were both
strongly suggestive of vasculitis and included in the Birmingham
Vasculitis Activity Score [21] were analyzed. The immunosup-
pressive treatment agents and response rates and relapses in the
follow-up were also recorded. Treatment response was defined
as the absence of systemic disease activity with improvement or
stabilization of renal function in the absence of hematuria.
Relapse was defined as the presence of active urine sediment
and/or increase in creatinine by greater than 30% attributable to
active vasculitis. Major complications during the follow-up as
well as causes of death were analyzed. Serious infections were
defined as those that led to death or hospitalization. Informed
consent was obtained from each patient. The study was approved
by the medical ethics committee at the participating centers.

2.2. Immunological data

Testing for ANCA was performed by Indirect immuno-
fluorescence (IIF) in ethanol-fixed neutrophils, according to
standardized European guidelines, at initial clinical presen-
tation before immunosuppressive treatment was instituted
and during follow-up, particularly during relapses of
vasculitis. We used a commercial kit (Euroimmun, Lubeck,
Germany, distributed by Bioadvance in France), and
standard IIF assays were performed according to the
manufacturer’s instructions. Tests for anti-MPO and

111



Predictive value of renal biopsy in PEGN

121

anti-PR3 antibodies were performed in all sera by enzyme-
linked immunosorbent assay (Euroimmun).

2.3. Histologic criteria and definitions

Renal specimens were evaluated using direct immunofluo-
rescence (for immunoglobulins and complement components)
and light microscopy. Staining for IgG, IgA. IgM, C3c, and
Clq on fresh frozen renal tissue was routinely performed
immediately after renal biopsy using corresponding fluorescein
isothiocyanate—conjugated antibodies (Dako A/S, Copenhagen,
Denmark). For light microscopy, paraffin-embedded sections
wereroutinely stained with hematoxylin and eosin (H&E), PAS,
Masson’s trichrome, and periodic acid-silver methenamine,
according to standardized protocols for renal biopsy processing
in the participating centers. Only specimens with at least 8
glomeruli which generated at least 3 slides containing three 3- to
5-um sections stained with H&E were considered. Biopsies
were reviewed by 2 different experienced pathologists. Both
pathologists scored the biopsies separately, blinded to patients’
data according to a previously standardized protocol for scoring
renal biopsies of patients with ANCA-associated vasculitis.
Each glomerulus was scored separately on the presence of
fibrinoid necrosis, crescents (cellular/fibrous/fibrocellular),
glomerulosclerosis (segmental/global), granulomatous reac-
tions, and endocapillary and mesangial cellular proliferation.

The standardized definitions of the glomerular lesions were
as follows, as described previously by Berden et al [14]:
(1) Cellular crescents referred to cellular components of the
crescent for 10%, imrespective of whether it was segmental or
circumferential or whether it contained other components such
as fibrin or was accompanied by a periglomerular granuloma-
tous reaction or by breaking of Bowman capsule. (2) Fibrous
crescents referred to extracellular matrix of the crescent for
90%. (3) Global glomerulosclerosis referred to sclerotic
changes in the glomerular tuft for 80%. The classification
system composed of 4 categories was defined as described
previously: (1) the focal category was defined as greater than or
equal to 50% normal glomeruli; (2) the crescentic category was
defined as the presence of greater than or equal to 50% of
glomeruli with cellular crescents; (3) the mixed category
involved biopsies in which a combination of normal, crescentic,
and sclerotic glomeruli were present, all occurring in less than
50% of glomeruli; (4) the sclerotic category included biopsies
characterized by greater than or equal to 50% globally sclerotic
glomeruli. In addition, the crescentic group was subdivided
according to percentage of crescents (<75% or >75%) in an
attempt to investigate this subgroup further. A minimum of 8
glomeruli was considered adequate to classify the specimen.
Interstitial and tubular lesions were scored semiquantitatively
based on the percentage of the tubulointerstitial compartment
that was affected: interstitial infiltrates (mild, 0%-25%;
moderate, 25%-50%; and severe, >50%)), interstitial fibrosis
and tubular atrophy (mild, 0%-25%; moderate, 25%-50%; and
severe, >50%). Vascular lesions were scored as presence or
absence. All the biopsies were performed before the initiation of

immunosuppressive therapy. Differences in scoring between
the 2 pathologists were resolved by re-reviewing the biopsies
and coming to a consensus.

2.4. Qutcome measures

The primary end point of the study was the cumulative
percentage of patients who developed ESRD in the course of
the study (renal survival). ESRD was defined as the need for
long-term dialysis or renal transplantation. Survival time for
each patient was computed from baseline evaluation to the
last follow-up or the primary end point (ESRD).

2.5. Statistical analyses

Results are expressed as means + SD when normally
distributed or as the median (interquartile range [IQR])
otherwise. Differences of quantitative parameters between
groups were assessed using the ¢ test (for data that were
normally distributed) or nonparametric test (for data that were
not normally distributed). Differences of qualitative results
were compared using ¥ test. Survival time for each patient
was computed from baseline evaluation to the last follow-up or
the primary end point (ESRD). Kaplan-Meier curves were
used to analyze global and renal survivals. The Cox
proportional hazards model was used to estimate the adjusted
relative risk of each parameter with regard to renal survival.
Variables previously found to affect renal survival were
included in the Cox proportional hazards model. Variables
were selected by backward elimination using likelihood ratio
tests. Univariate survival comparisons were made using the
log-rank test. All tests were considered bilateral, and the level
of statistical significance was set at 0.05. Calculations were
performed using SPSS (version 17.0; SPSS, Chicago. IL) and
STATA 12.0 statistical software

3. Results

3.1. Baseline demographic and clinical features

The main baseline clinical and histologic data of the 151
included patients are showed in Table 1. Participants were
predominantly men (56.2%), and the mean age was 60 years
(range, 22-85 years). ANCA serology was positive in 117
(77.4%) of 151 patients; 96 patients (63.5%) showed activity
against MPO, whereas activity against PR3 was identified in
21 patients (13.9%). Extrarenal involvement was present in
68 participants (45%), and the mean level of Birmingham
Vasculitis Activity Score was 15.5 + 4.4. According to the
Chapel-Hill Consensus Conference criteria, 60 (39.7%) of
the 151 patients were classified into MPA; 10 patients (6.6%)
were identified as GPA; and 81 (53.6%), as RLV. Median
serum creatinine at diagnosis was 309.4 mmol/L (IQR,
167-574), and median eGFR (CKD-EPI) was 15.2 mL/min
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of 151 patients with pauci-immune extracapillary glomerulonephritis and distribution
between centers
Variable Total Hospital Virgen de la Hospital Fundacion Alcorcon Hospital Doce de Octubre

Salud (Toledo, Spain) (Alcorcon, Spain) (Madrid, Spain)
n=151 n=72 n=47 n=32
Mean age (y) (range) 60 (22-85) 58 (23-84) 63 (22-85) 61 (22-83)
Male, n (%) 85 (56.2%) 43 (63.9%) 26 (55.3%) 16 (50%)

ANCA positive, n (%) 117 (77.4%)

51 (70.8%)

38 (80.9%) 27 (34.3%)

MPO, n (%) 96 (63.5%) 46 (63.9%) 31 (66%) 19 (59.3%)
PR3, n (%) 21 (13.9%) 6 (8.3%) 7 (14.9%) 8 (25%)
Extrarenal involvement, n (%) 68 (45%) 30 (41.7%) 20 (42.6%) 18 (56.3%)
Mean BVAS score (SD) 155 (4.4) 15.5 (4.4) 15.4 (4.9) 15.8 (3.8)
Dialysis at onset, n (%) 57 (37.7%) 35 (47.2%) 14 (29.8%) 8 (25%)
Median serum creatinine (mmol'L) (IQR) 3094 (167-574) 344.8 (212-601) 221 (141-380) 433 (256-663)
Median eGFR (CKD-EPI mL/min) (IQR) 152 (8.1 —284) 14.5 (6.7-25.1) 21 (10.5-43.6) 9.5 (6.3-17.4)
Median urinary protein excretion (g/d)(IQR) 1.5 (0.7 - 3) 1.9 (0.9-4.2) 0.8 (0.5-1.6) 1.8 (1-2.7)
Immunosuppressive therapy —100% -100% —100% -100%
Steroids plus CYC, n (%) 130 (86%) 58 (80.5%) 45 (95%) 27 (84.3%)
Steroids + other agents, n (%) 21 (14%) 14 (19.4%) 2 (4.2%) 5 (15.7%)
Treatment response, n (%) 98/139 (70.5%) 40/62 (64.5%) 34/46 (73.9%) 24/31 (77.4%)
Median follow-up period (mo) (IQR) 41 (9.6- 104)  34.4 (4-124) 41 (11-96) 51.5 (25-114)

Evolution to ESRD in the follow-up,n (%) 49 (32.5%)

27 (37.5%)

10 (21.3%) 12 (37.5%)

Abbreviation: ANCA: antineutrophil cytoplasmic antibodies; IQR; interquartile range; eGFR: estimated glomerular filtration rate; CY C: cyclophosphamide:

ESRD; end-stage renal disease.

(IQR, 8.1-28.4). Microhematuria was present in all partici-
pants, and median proteinuria at diagnosis was 1.5 g/d (IQR,
0.7-3). Of 151 patients, 57 (37.7%) required acute dialysis at
the onset. All patients received immunosuppressive treatment,
which consisted of steroids plus cyclophosphamide in 130
cases (86%) and steroids plus other immunosuppressant
(rituximab or mycophenolate) in the remaining 21 patients
(14%). Owing to a lack of data or early death, treatment
response was not evaluable in 12 patients. In the remaining
139 patients, 98 (70.5%) were responsive to treatment. The
median follow-up period was 41 months (IQR, 9.6-104).

Fifty-one patients (33.8%) died during the follow-up, being
infection the major cause of death, accounting for 37% of the
cases, followed by cardiovascular disease (17.4%).

3.2. Histologic findings

The main baseline histologic data are showed in Table 2. In
each renal specimen, an average of 19.2 + 11.8 glomeruli could
be seen. The median percentage of glomeruli showing global
sclerosis was 14 (4-32), and the mean percentage of glomeruli
with extracapillary proliferation was 45.7% + 26.8%,

Table 2  Histologic features in 151 patients with pauci-immune extracapillary glomerulonephritis according to histologic subgrouping scheme
Variable Total Focal Mixed Crescentic Sclerotic
n= 151 n=32 n= 36 n =62 n=21
Mean number of glomeruli (SD) 19.2 (11.8) 19.6 (13.7) 18.1 (9.3) 19 (11.7) 21 (13.3)
Median % normal glomeruli (IQR) 20 (8-33) 40 (29-69) 25 (11-33) 12.5 (0-22.5) 12 (5-23)
Median % sclerotic glomeruli (IQR) 14 (4-32) 5(0-17) 25 (15-33) 7 (0-15) 66 (54.5-73.5)
Mean % crescents (SD) 45.7 (26.8) 6 (18.8%) 9 (25%) 32 (51.6%) 9 (42.9%)
Mesangial proliferation, n (%) 51 (33.8%) 13 (40.6%) 13 (36.1%) 20 (32.3%) 5 (23.8%)
Endocapillary proliferation, n (%) 46 (30.5%) 15 (46.9%) 9 (25%) 15 (24.2%) 7 (33%)
Fibrinoid necrosis, n (%) 102 (67.5%) 20 (62.5%) 23 (63.9%) 47 (75.8%) 12 (57.1%)
Arteries vasculitis, n (%) 28 (18.5%) 5 (15.6%) 8 (22.2%) 12 (19.4%) 3 (14.3%)
Tubular atrophy, n (%) 98 (65%) 16 (50%) 26 (72.2%) 37 (59.6%) 19 (90.5%)
Mild, n (%) 78 (51.7%) 15 (46.9%) 18 (50%) 35 (56.4%) 10 (47.6%)
Moderate-severe, n (%) 20 (13.3%) 1(3.1%) 8 (22.%) 2 (32.3%) 9 (42.9%)
Interstitial fibrosis, n (%) 114 (75.5%) 18 (56.2%) 28 (77.7%) 47 (75.8%) 21 (100%)
Mild, n (%) 73 (48.3%) 16 (50%) 15 (41.6%) 33 (53.2%) 9 (42.8%)
Moderate-severe, n (%) 41 (27.1%) 2 (6.2%) 13 (36.1%) 14 (22.6%) 12 (57.2%)

Abbreviations: sCR: serum creatinine; IQR; interquartile range; eGFR: estimated glomerular filtration rate; ESRD: end-stage renal disease.
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respectively. The median percentage of normal glomeruli in
each biopsy was 20% (IQR, 8-33). Mesangial and endocapil-
lary cellular proliferation were observed in one-third of the
biopsies (33.8% and 30.5%, respectively). The mean
percentage of glomeruli showing fibrinoid necrosis was
67.5%. Necrotizing lesions of arterioles occurred in 28
(18.5%) of 151 patients. According to Berden’s histopatho-
logic classification, of the 151 biopsies studied, 21 (13.9%), 32
(21.1%), 62 (41%), and 36 (23.8%) were classified into
sclerotic, focal, crescentic, and mixed categories, respectively.

Interstitial infiltrates occurred in 140 renal biopsy specimens
(92.7%), which were scored as mild in 72 (47.7%), moderate in
58 (38.4%), and severe in 10 (6.6%). Tubular atrophy was
present in 98 (65%) of 151 biopsies, and 78 (51.7%) and 20
(13.3%) scored as mild and moderate-severe, respectively.
Interstitial granulomatous inflammation was not identified in
any sample. Tubulointerstitial fibrosis was observed in 114
(75.5%) of 151 biopsies and scored as moderate-severe in
27.1% of the samples. Tubulitis was present in 54 (35.8%) of
the biopsies.

Fig.1 Histologic findings in renal biopsies of patients with PEGN. A and B, Renal sample of patient with cellular crescent in a crescentic class

PEGN stained with H&E (A) and trichrome blue (B). C, Patient with fibrous crescent in renal section trichrome green stained. D, PAS-stained
photomicrograph shows prominent mesangial proliferation and mesangial matrix expansion. E, H&E-stained section with a glomerulus showing
mesangial proliferation and segmental fibrinoid necrosis of the glomerular tuft. F, H&E-stained section with a glomerulus showing endocapillary
hypercellularity composed by leucocytes (exudative pattern). G, Trichrome blue stain of a glomerulus showing segmental fibrinoid necrosis with
reactive changes in parietal epithelial cells of the Bowman capsule. H, Renal section of patient with sclerotic PEGN showing complete destruction
of an interlobar artery wall with the presence of fibrinoid necrosis. I, H&E-stained section of an arcuate artery showing severe transmural fibrinoid
necrosis and leucocytes infiltration. J and K, H&E sections photomicrographs of 2 patients with interstitial infiltration by a number of eosinophils
and polymorphonuclear leucocytes (J) and lymphocytes and plasma cells (K) with invasion of the tubular epithelium (tubulitis) and reactive
changes of tubular epithelial cells. L, Expansion of interstitium secondary to moderate collagenic interstitial fibrosis in advance stage of PEGN
(trichrome blue stain). Original magnifications, 100 (A-E, J, and K), x40 (H), and x60 (I and K).
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Immunoglobulin studies showed the presence of IgM
1+ deposits in 24.7% of biopsies, I2G 1+ in 2 cases (2.3%), and
IgA 1+ in I case (1.1%). These immunoglobulin deposits were
considered weak, segmental, and nonspecific for other GN
different from PEGN. C3¢ immunofluorescence staining was
positive in 26 (30.5%) of the 85 biopsies. The intensity of the C3c
deposits was 1+ in all of the cases. Fig. | shows representative
lesions observed among patients with renal vasculitis.

3.3. Renal correlation of histologic parameters

The presence of glomerular fibrinoid necrosis and tubulitis
was associated with lower eGFR at the diagnosis (30.9 versus
19.9 mL/min; P=.01, and 28.3 versus 15.4 mL/min; P=.002,
respectively). Patients showing endocapillary and mesangial
cellular proliferation had higher urinary protein excretion (3.1
versus 2.1 g/24 h; P=.004, and 3.2 versus 2.1 g/24 h; P= .05,
respectively), and positive immunofluorescence staining was
also associated with a higher proteinuria at the onset (2.8
versus 1.8 g/24 h; P=.03). Histologic subclass, the percentage
of extracapillary proliferation, and tubulointerstitial fibrosis
were associated with the need for chronic dialysis during the
follow-up (P = .02, P = .004, and P = .03, respectively).

3.4. Association between histopathologic categories
and clinical parameters

Patients with sclerotic and extracapillary categories had
lower eGFR at diagnosis compared with patients in the mixed
and focal categories (9.6 and 13.8 mL/min versus 15.9 and
23.6 mL/min, respectively; P = .002). The need for acute
dialysis was significantly higher among patients in the sclerotic
and extracapillary categories compared to mixed and focal
categories (42.9% and 51.6% versus 25% and 18.8%,
respectively; P =.005). Treatment response rate in the sclerotic
and crescentic groups was poorer compared to those observed
in the mixed and focal categories (61.1% and 63.7% versus
78.7% and 79.3%; P = .01). In the crescentic subgroup,
treatment response rates were significantly lower among
patients with more than 75% of crescents compared to those
with lower percentage of extracapillary proliferation (45.4%

versus 75%; P = .02). The percentage of patients who
developed ESRD was significantly higher in the sclerotic and
crescentic categories compared to mixed and focal categories
(47.6% and 40.3% versus 25% and 15.6%; P = .02). Table 3
shows clinical characteristics and treatment response rates
among patients with different histologic subgroups.

3.5. Impact of histologic features in renal survival

Forty-nine patients (32.5%) developed ESRD during the
follow-up. Median time of renal survival was 72 months.
Kaplan-Meier total renal survival at 1, 5, and 10 years was
74.7%, 68.6%, and 64.8%, respectively. The probability of
developing ESRD increased with the ascending category of
focal, mixed, crescentic, and sclerotic GN (P < .05). The
cumulative proportion of renal survival at 1 year was 87.2%,
85.7%, 67.2%, and 66.3% for the focal, mixed, crescentic, and
sclerotic categories, tespectively (P < .05). The cumulative
proportions of renal survival at 5 years were 83.2%, 81.2%,
60.5%, and 50.7% for the focal, mixed, crescentic, and
sclerotic categories, respectively (P < .05) (Fig. 2). After
adjusting for age, sex, and initial serum creatinine, there were
still significant differences in renal survival among the 4
groups of patients (P = .022). When subdividing patients
according to ANCA status, ANCA-negative patients with
sclerotic and crescentic GN also experienced significantly
poorer renal survival at 5 years compared to those with focal
and mixed PEGN (42.8% versus 80%; P =.02) (Fig. 3).

In the crescentic category, patients having less than 75% of
glomeruli with extracapillary proliferation had better renal
survival at | and 5 years compared with those having more than
75% of crescents (77.9% and 70.6% versus 51.3% and 45.6%,
P = .02, respectively) (Fig. 4). Patients with crescentic and
sclerotic PEGN were at increased risk for developing ESRD
compared with those with either focal or mixed PEGN (hazard
ratio [HR], 1.9; 95% confidence interval [CI], 1-3.7; P = .05,
and HR 2.7; 95% CI, 1.2-6.1; P = .01, respectively). When
subdividing crescentic category according to the percentage of
extracapillary proliferation, patients with less than 75% of
crescents did not show any increased risk for developing
ESRD, whereas patients with greater than or equal to 75% were

Table 3  Clinical features among 151 patients with pauci-immune extracapillary glomemnilonephritis according to glomerular lesion categories
Focal Mixed Sclerotic Crescentic Crescentic with  Crescentic with
<75% crescents >75% crescents
n=32 n=36 n=21 n=62 n =37 n=25
Median sCr (mmol/L) (IQR) 230 (106459.6) 336 (185.433) 415 (238-654) 353 (177-654) 292 (177-495) 530.4 (283-716)
Median eGFR (mL/min) (IQR) 23.6 (10.6-45.9) 159 (10-32.3) 9.6 (7-21.9)  13.8(6.2-24.7) 16.6 (.8-32) 10 (5.4-18.1)
Need for acute dialysis, n (%) 6 (18.8%) 9 (25%) 9 (42.9%) 32 (51.6%) 15 (40.5%) 17 (68%)
Treatment response, n (%) 23/29 (79.3%) 26/33 (78.7%)  11/18(61.1%)  37/58 (63.7%)  27/36 (75%) 10/22 (45.4%)
Evolution to ESRD, n (%) 5 (15.6%) 9 (25%) 10 (47.6%) 25 (40.3%) 12 (32.4%) 13 (52%)
Severe infections, n (%) 7 (21.9%) 5 (13.8%) 3(14.3%) 22 (35.4%) 9 (24.3%) 13 (52%)

Abbreviation: sCr, serum creatinine.
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Fig. 2  Renal survival among histologic subgroups of pauci-immune
extracapillary glomerulonephritis. The survival at 5 years was 83.1%
in the focal, 81.2% in the mixed, 67.2% 1in the crescentic, and 66.3%
in the sclerotic subgroups. These survival rates were different between
the focal and mixed categories and crescentic and sclerotic subgroups
(P =.03)

at significantly increased risk for ESRD compared with focal
and mixed categories (HR, 2.8; 95% CL, 1.3-6; P = .008).
Table 4 presents unadjusted and multivariate adjusted
HRs for the end point of ESRD. Univariate analysis showed
that percentage of sclerotic glomeruli, percentage of
extracapillary proliferation, interstitial fibrosis, and tubular
atrophy were significant predictors of ESRD. After adjusting
for renal function and other histologic parameters, the
percentage of extracapillary proliferation and glomerular
sclerosis remained as significant predictors of ESRD (HR,

104

Focal + mixed

o
o

=
@

Crescentic + sclerotic

0,4

Renal survival

0,00 50,00 100,00 150,00
Follow-up (months)

Fig. 3 Renal survival among histologic subgroups in ANCA-
negative pauci-immune extracapillary glomerulonephritis. The renal
survival at 5 years was 42.8% in the crescentic and focal categories
compared to 80% in the focal and mixed categories (P = .02).
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Fig. 4  Renal survival among patients with crescentic panci-immune
glomerulonephritis after subdividing crescentic class into 2 categories:
less or more than 75% of extracapillary proliferation. The renal survival
at 5 years was 45.6% among patients with greater than or equal to 75%
of crescents compared to 75.6% among patients with less than 75% of
crescents (P = .02).

1.03; 95% CI, 1.01-1.05; P = .001, and HR 1.03; 95% ClI,
1.01-1.05; P = .002, respectively).

4. Discussion

Pauci-immune necrotizing extracapillary GN is the histologic
substrate of small vessel renal vasculitis. In recent years, several
studies have shown the prognostic relevance of renal biopsy in
AAV. To our knowledge, this is the first study evaluating the
histologic classification in a large South European cohort of

Table 4 Univariate and multivariate Cox regression analyses
with end-stage renal disease as the end point in 151 patients
with pauci-immune crescentic glomerulonephritis

Analysis B P Hazard ratio (95%
confidence interval)
Univariate
Serum creatinine 0.184 <.001 1.2 (1.14-1.26)
Histologic subclass 0.181 <.001 1.19(1.11-1.28)

Extracapillary 0014 .01 1.0l (1-1.02)
proliferation %
Sclerotic glomeruli %  0.013 .02 1.01 (1-1.02)

Normal glomeruli % —0.34 .00l —0.96 (—0.94—0.98)

Interstitial fibrosis 0.62 001 1.8 (1.2-2.6)
Tubular atrophy 0421 .02 18 (L.042.2)
Cox regression analysis
Serum creatinine 0.151 <.001 1.16 (1.09-1.23)
% Extracapillary 0.032 .01 1.03 (1.01-1.05)
proliferation

% Glomerulosclerosis ~ 0.558 .02 1.03 (1.01-1.05)
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patients with AAV. In this study, we confirmed that histologic
categorization is a useful tool implying predictive value forrenal
survival in PEGN. In common with the observations by Berden
ct al [14], the focal subgroup had the more favorable renal
outcome during the follow-up, and the sclerotic subgroup was
associated with the worse renal function at 1 and 5 years.
However, in contrast to previous reports, we observed that
patients in the crescentic subgroup experienced worse long-term
outcome, comparable to that observed in the sclerotic category,
and mixed category had better renal survival at | and 5 years,
similar to that observed in the focal subgroup. We speculate that
the differing ANCA serotype status in our cohort might have
confributed to the different survivals observed among the
histologic categories. The proportion of patients with
MPO-ANCA was significantly higher in our cohort than that
in the cohort of Berden et al (64% versus 47%), and
MPO-serotype vasculitis, which is significantly more frequent
in southem European countries, has been associated with a
higher prevalence of chronic lesions and more severe renal
damage at the onset [22,23]. On the other hand, our series
includes a higher proportion of patients with ANCA-negative
renal vasculitis, which has also been associated with poorer renal
long-term prognosis [24.25]. However, this is the first study
analyzing the histopathologic classification also among
ANCA-negative patients, and we demonstrate that the classifi-
cation system has prognostic value in all patients with PEGN
independently of ANCA status.

As reported in previous studies, crescentic class was the
most frequent category, accounting for almost half of the cases
in our series. We observed that renal survival differed
significantly among patients in the crescentic subgroup
depending on the percentage of extracapillary proliferation
found in the biopsy. Patients with extensive crescent formation
at diagnosis (=75% of glomeruli with crescents) experienced
worse renal prognosis and lower response rate to immune
suppressive therapy compared with patients presenting with
lower percentage of crescents. This trend toward worse
outcomes in crescentic subgroup was observed as the
percentage of extracapillary proliferation gradually increased.
Among patients with more than 75% of crescents, less than
50% experienced treatment response, whereas in patients with a
higher percentage of extracapillary proliferation (90%), only
20% responded to treatment (data not shown). As demonstrated
in this study, patients in the crescentic category showing a
higher percentage of crescent formation (=75%) were at
increased risk for development of ESRD compared with those
with lower percentage of extracapillary proliferation. Given the
different survival features observed in the crescentic subgroup,
we propose for further classification purposes to subdivide the
crescentic category into 2 subgroups depending on the
percentage of extracapillary proliferation observed. On the
other hand, it is important to highlight that infection, frequently
associated with immune suppressive therapy, was the main
cause of death among patients in the crescentic subgroup, and
half of the patients with more than 75% of crescents developed
a serious infection during the follow-up. Considering this high

rate of infectious complications and the poor treatment response
observed among patients with extensive crescentic GN, we
would recommend to evaluate an individualized treatment after
careful risk-benefit assessment in this subgroup of patients.

Factors such as the percentage of normal glomeruli, the
percentage of sclerosed glomeruli, and the degree of interstitial
fibrosis and tubular atrophy have been proven to be prognostic
indicators of renal outcome in renal vasculitis [13,26,27]. In the
present study, we demonstrate that the percentage of extra-
capillary proliferation was an independent risk factor for the
development of ESRD among patients with PEGN. We might
speculate that the worse outcome associated with extensive
crescent formation could be attributable to a more severe renal
impaimment observed among patients in the crescentic category.
However, after adjusting for renal function, the percentage of
extracapillary proliferation remained as a significant predictor of
renal survival in these patients. On the other hand, the
composition of the crescents was predominantly cellular, and
the presence of more chronic histologic lesions among these
patients justifying a worse outcome was not observed. The
higher percentage of glomerular sclerosis was also found as a
significant predictor of renal outcome, but the percentage of
normal glomeruli failed to demonstrate a decreased risk of
ESRD in the multivariate regression analysis. In previous
studies, normal glomeruli have been referred to glomeruli
without vasculitic proliferative or sclerotic lesions. Interestingly,
in our series one-third of biopsies showed diffuse endocapillary
and mesangial proliferation, implying a significant reduction in
the percentage of normal glomemli observed. These prolifera-
tive lesions, which have been poorly described in previous
studies, did not show any association with renal outcomes in our
series and, when incorporated to the predictive model, did not
add any additional risk to other histologic parameters.

On the other hand, interstitial compartment damage has
been widely described in biopsies of patients with AAV
[28,29]. We observed that interstitial infiltrates and tubular
atrophy were present in most of the patients studied. Acute
tubulointerstitial damage presenting with tubulitis was also
observed in a significant number of biopsies, and it was
associated with a more severe renal impairment at the onset of
disease. As reported in previous series, the degree of interstitial
fibrosis and tubular atrophy were found as significant
predictors for renal survival in univariate analysis but failed
to demonstrate an increased risk for the development of ESRD
when adjusting for other clinical and histologic parameters
[26,29]. Therefore, in our opinion, further studies are needed to
assess whether the addition of interstitial features could
improve the present histologic classification system based
only m glomerular parameters.

Our study has the inherent limitations of a retrospective
observational investigation and data collection from 3 centers.
However, our analysis has important strengths, mainly the
patients’ long-term follow-up, the careful analysis of histologic
specimens, and the use of hard clinical end points such as ESRD.

In conclusion, the present study confirms that histologic
classification is a useful predictive tool in ANCA-positive
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and ANCA-negative renal vasculitis. In this multicenter
population cohort, renal survival in the crescentic category
was comparable to that observed in the sclerotic subgroup,
whereas similar favorable outcomes were found among focal
and mixed categories. The percentage of extracapillary
proliferation and glomerular sclerosis in the initial renal
biopsy were independent risk factors for renal survival
Patients with pauci-immune crescentic GN experienced
different outcomes according to the percentage of crescents
observed, so that extensive extracapillary proliferation
(=75%) correlated with the poorest renal outcomes. These
results contribute to patient stratification in renal vasculitis
for therapeutic, epidemiological, and basic research.

Acknowledgments

The authors thank the Hospital Virgen de la Salud
BioBank staff for their assistance with biopsies collection
and Elia Pérez from the Statistical Unit of Hospital
Fundacion Alcorcon for her help with data analysis.

References

[1] Falk RJ, Jennette JC. ANCA small-vessel vasculitis. J Am Soc
Nephrol 1997:8:314-22,

[2] Harris AA, Falk RJ, Jennette JC. Crescentic glomerulonephritis with a
paucity of glomerular immunoglobulin localization. Am J Kidney Dis
1998:32:179-84.

[3] Jennette JC, Falk RJ. Small-vessel vasculitis. N Engl J Med 1997:337:
1512-23.

[4] Jennette JC, Falk RJ, Bacon PA, et al. 2012 revised International
Chapel Hill Consensus Conference nomenclature of vasculitides.
Arthritis Rheum 2013;65:1-11.

[5] Franssen CF, Stegeman CA, Kallenberg CG, et al. Antiproteinase

3 and antimyeloperoxidase associated vasculitis. Kidney Int 2000:57:

2195-206.

Fujimoto S, Watts RA, Kobayashi 8, et al. Comparison of the epidemiology

of anti-neutrophil cytoplasmic antibody-associated vasculitis between

Japan and the UK. Rheumatology 2011;50:1916-20.

[7] Hedger N, Stevens J, Drey N, Walker S, Roderick P. Incidence and
outcome of pauci-immune rapidly progressive glomerulonephritis in
Wessex, UK: a 10-year retrospective study. Nephrol Dial Transplant
2000;15:1593-9.

[8] Koldingsnes W, Nossent H. Epidemiology of Wegener’s granulomatosis
in northern Norway. Arthritis Rheum 2000;43:2481-7.

[9] Xin G, Zhao MH, Wang HY . Detection rate and antigenic specificities
of antineutrophil cytoplasmic antibodies in Chinese patients with
clinically suspected vasculitis. Clin Diagn Lab Immunol 2004;11:
559-62.

[10] Fujimoto S, Uezono S, Hisanaga S, et al. Incidence of ANCA
associated primary renal vasculitis in the Miyazaki Prefecture: the first
population-based, retrospective, epidemiologic survey in Japan. Clin J
Am Soc Nephrol 2006:1:1016-22.

[6

—

[11] Bajema IM, Hagen EC, Hansen BE, et al. The renal histopathology in
systemic vasculitis. An intemational survey study of inter- and intra-
observer agreement. Nephrol Dial Transplant 1996:11:1989-95,

[12] Bajema IM, Hagen EC, Hermans J, et al. Kidney biopsy as a predictor for
renal outcome in ANCA-associated necrotizing glomerulonephritis.
Kidney Int 1999:56:1751-8.

[13] Tanna A, Guarino L, Tam FW, et al. Long-term outcome of anti-neutrophil
cytoplasm antibody -associated glomerulonephritis: evaluation of the
intenational histological classification and other prognostic factors.
Nephrol Dial Transplant 2015;30:1185-92.

[14] Berden AE, Ferrario F, Hagen C, et al. Histopathologic classification
of ANCA-associated glomerulonephritis. J Am Soc Nephrol 2010;21:
1628-36.

[15] Ellis CL, Manno RL, Havill JP, Racusen L, Geetha D. Validation of the
new classification of pauci-immune glomerulonephritis in a United States
cohort and its correlation with renal outcome. BMC Nephrol 2013:14:210.

[16] Iwakiri T, Fujimoto S, Kitagawa K, et al. Validation of a newly
proposed histopathological classification in Japanese patients with
anti-neutrophil cytoplasmic antibody-associated glomerulonephritis.
BMC Nephrol 2013;14:125.

[17] Gonzalez-Gay MA, Garcia-Porrua C, Guerrero J, Rodriguez-Ledo P,
Llorca J. The epidemiology of the primary systemic vasculitides in
northwest Spain: implications of the Chapel Hill Consensus
Conference definitions. Arthritis Rheum 2003;49:388-93.

[18] Chen M, Yu F, Wang SX, et al. Renal histology in Chinese patients with
anti-myeloperoxidase autoantibody—positive Wegener’s granulomatosis.
Nephrol Dial Transplant 2007;22:139-45.

[19] Levey AS, Stevens LA, Schmid CH, et al. A new equation to estimate
glomerular filtration rate. Ann Intem Med 2009;150:604-12.

[20] Leavitt RY, Fauci AS, Bloch DA, et al. The American College of
Rheumatology 1990 criteria for the classification of Wegener’s
granulomatosis. Arthritis Rheum 1990;33:1101-7.

[21] Lugmani RA, Bacon PA, Moots RJ, et al. Birmingham Vasculitis Activity
Score (BVAS) in systemic necrotizing vasculitis. QJM 1994:87:671-8.

[22] Chang DY, Wu LH, Liu G, Chen M, Kallenberg CG, Zhao MH. Re-
evaluation of the histopathologic classification of ANCA-associated
glomerulonephritis: a study of 121 patients in a single center. Nephrol
Dial Transplant 2012:27:2343-9.

[23] Chen M, Cui Z, Zhao MH. ANCA-associated vasculitis and anti-GBM
disease: the experience in China. Nephrol Dial Transplant 2010;25:
2062-206.

[24] Eisenberger U, Fakhouri F, Vanhille P, et al. ANCA-negative pauci-
immune renal vasculitis: histology and outcome. Nephrol Dial Transplant
2005;20:1392-9.

[25] Chen M, Yu F, Wang SX, Zou WZ, Zhao MH, Wang HY.
Antineutrophil cytoplasmic autoantibody-negative pauci-immune
crescentic glomerulonephritis. J Am Soc Nephrol 2007:18:599-605.

[26] Hauer HA, Bajema IM, van Houwelingen HC, et al. European
Vasculitis Study Group (EUVAS). Determinants of outcome in
ANC A-associated glomerulonephritis: a prospective clinico-histopath-
ological analysis of 96 patients. Kidney Int 2002;62:1732-42.

[27] Hauer HA, Bajema IM, van Houwelingen HC, et al. European Vasculitis
Study Group (EUVAS). Renal histology in ANCA-associated vasculitis:
differences between diagnostic and serologic subgroups. Kidney Int 2002;
61:80-9.

[28] Hilhorst M, Wilde B, van Breda Vriesman P, van Paassen P, Cohen JW,
for the Limburg Renal Registry. Estimating renal survival using the
ANCA-associated GN classification. ] Am Soc Nephrol 2013;24:1371-5.

[29] Quintana LF, Perez NS, De Sousa E, et al. ANCA scrotype and
histopathological classification for the prediction of renal outcome in
ANCA-associated glomerulonephritis. Nephrol Dial Transplant 2014;
29:1764-9.

118



Human Pathology (2016) 56, 31-39

b

Original contribution

Human
PATHOLOGY

www.elsevier.com/locate/humpath

Glomerular C3d as a novel prognostic marker for W) o
renal vasculitis’™

Javier Villacorta MD®*?, Francisco Diaz-Crespo MD®-, Mercedes Acevedo MD¢,
Carmen Guerrero MDY, Yolanda Campos-Martin PhD®, Eugenio Garcia-Diaz MD¢,
Manuela Mollejo PhD®, Gema Fernandez-Juarez PhD?

“Nephrology Depariment, Hospital Universitario Fundacion Alcoredn, Alcoreén 28922, Spain
hPathoJogv Department, Hospital Virgen de la Salud, Toledo 45004, Spain

“Nephrology Department, Hospital Virgen de la Salud, Toledo 45004, Spain

dPa:hoiogv Department, Hospital Universitario Fundacion Alcorcon, Alcorcon 28922, Spain

Received 4 March 2016; revised 22 April 2016; accepted 14 May 2016

Keywords:
Kidney;
Glomerulus;
Crescent;
Complement;
Vasculitis

Summary Pauci-immune necrotizing crescentic glomerulonephritis is the histologic substrate of antineutro-
phil cytoplasmic antibody (ANCA)—associated vasculitis. Several studies in animal models have demon-
strated the crucial role of complement activation in the pathogenesis of ANCA-associated vasculitis, but
only small series have analyzed the prognostic implications of complement glomerular deposits. This study
aimed to assess the clinical and prognostic implications of C3d- and C4d-positive glomemular staining in re-
nal vasculitis. Eighty-five patients with a diagnosis of pauci-immune necrotizing crescentic glomerulone-
phritis were included in the study. C3d and C4d were analyzed by immunohistochemical staining using a
polyclonal antibody. The primary predictors were glomerular C3d- and C4d-positive staining. The primary
end point was the cumulative percentage of patients who developed end-stage renal disease. Glomerular
staining for C3d and C4d was observed in 42 (49.4%) of 85 biopsies and 38 (44.7%) of 85 biopsies, respec-
tively. C3d-positive staining was associated with the severity of renal impairment and with a lower response
rate to treatment (P = .003 and P = .04, respectively). Renal survival at 2 and 5 years was 60.9% and 51.8%
in C3d-positive patients compared with 87.7% and 78.9% in C3d-negative patients (P = .04). C4d-positive
staining did not show any impact in renal outcome. When adjusted by renal function and other histologic
parameters, C3d staining remained as an independent predictor for renal survival (hazard ratio, 2.5; 95%
confidence interval, 1.1-5.7; P = .03). Therefore, this study demonstrates that C3d-positive glomerular
staining is an independent risk factor for the development of end-stage renal disease in ANCA-associated
renal vasculitis.
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1. Introduction

Pauci-immune crescentic glomerulonephritis (PCGN) is
one of the most common causes of rapidly progressive glomer-
ulonephritis and usually associated with circulating antineutro-
phil cytoplasmic antibodies (ANCAs) [1]. ANCAs not only
serve as diagnostic markers but also are pathogenically linked
to vasculitis process [2]. ANCA-associated vasculitis (AAV)
has been reproduced in experimental models demonstrating
that complement activation is crucial in the pathogenesis of
ANCA-associated disease [3-5]. In AAV, primed neutrophils
by inflammatory mediators express cell surface myeloperoxi-
dase (MPO) and proteinase 3, and the subsequent interaction
with ANCA leads to enhanced neutrophil activation and de-
granulation. ANCA-activated neutrophils release factors, in-
cluding factor B and properdin, which engage the alternative
complement pathway amplification loop, including production
of C5a, which has chemotactic as well as priming effects on
neutrophils [6,7]. In patients with AAV, evidence of systemic
activation of the alternative complement pathway has been ob-
served, as demonstrated by increased levels of factor Bb, C3a,
and C5a found [8]. Studies of plasma levels of complement
components in patients with AAV are also consistent with sys-
temic activation of the alternative pathway of complement, as
demonstrated by increased levels of factor Bb, C3a, and C5a
found in patients with active vasculitis disease. However, also
increased serum levels of C4d in patients with AAV were ob-
served in this study [8].

Only a limited number of studies have analyzed the pres-
ence of different complement components in renal specimens
of patients with AAV [8-12]. Some of these studies observed
positive immunohistochemical staining for the altemative
pathway and final loop of complement components (C3d,
Bb, and C5b-9), but the in-depth long-term prognostic impli-
cations of these deposits have not been evaluated. Chen et al
[9] observed C3c deposition in 33% of patients with PCGN.
C3c deposition was associated with more severe renal insuffi-
ciency and higher proteinuria at the onset of PCGN. Xing et al
[11] detected C3d in glomeruli and small blood vessels with
active vasculitis of patients with crescentic glomerulonephri-
tis. More recently, Hilhorst et al [12] analyzed the presence
of C3d and C4d renal deposits in a larger cohort of individuals
with PCGN and reported C3d- and C4d-positive staining in
58.1% and 70.8% of the biopsies, respectively. C3d, mainly
a marker for altemative pathway of complement activation,
can be detected not only at active lesions atthe time of ongoing
complement activation but also atlesions after complement ac-
tivation [13,14]. C4d is a marker for classical and lectin path-
ways activation and has been demonstrated to have prognostic
value for other glomemlonephritis such as [gA nephropathy
[15.16]. Our study aimed to assess the clinical and prognostic
implications of C3d and C4d depositionin a large cohort of pa-
tients with PCGN. The identification of new prognostic
markers based on complement factors deposition could pro-
vide insights into the pathogenesis of PCGN and unveil new
therapeutic approaches in these patients.

2. Materials and methods

2.1. Patients

Eighty-five patients with biopsy-proven pauci-immune
extracapillary glomerulonephritis diagnosed between 1995
and 2014 at the Nephrology Division of the Fundacion
Hospital Alcorcon (Alcorcon) and Hospital Virgen de la Salud
(Toledo) were enrolled in the study. The study was approved
by the medical ethics committee at the 2 participating centers.
Informed consent was obtained from each patient. Renal biop-
sy was performed at the time of diagnosis. Patients with sec-
ondary vasculitis or with antiglomerular basement membrane
antibodies were excluded. Participants were predominantly
men (61.1%), and the mean age was 60.5 + 15 years.
ANCA serology was positive in 78.8% of patients; 85%
showed activity against MPO, whereas activity against PR3
was identified in 15% of the patients. Extrarenal involvement
was present in 36.4% of the participants, and the mean level
of Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS) was
152 £ 4.8 [17]. According to the American College of Rheu-
mathology and Chapel Hill Consensus Conference criteria, 27
(31.8%) of the 85 patients were classified into microscopic po-
lyangiitis; 4 patients (4.7%) were identified as granulomatosis
with polyangiitis; and 54 (63.5%), as renal limited vasculitis
[18,19]. Median serum creatinine at diagnosis was 309.4
mmol/L (interquartile range [IQR], 167-574); and median esti-
mated glomerular filtration rate (eGFR) (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration formula), 14.4 mL/min
(IQR, 6.8-31.1). Of 85 patients, 35 (41.1%) required acute di-
alysis at the onset. All patients received immunosuppressive
treatment, which consisted of steroids plus cyclophosphamide
in 85% of the cases and steroids plus other immunosuppres-
sant (rituximab or mycophenolate) in the remaining. Owing
to a lack of data or early death, treatment response was not eva-
luable in 9 patients. In the remaining 76 patients, 56 (69.7%)
were responsive to treatment. Twenty-two patients (25.9%)
died during the follow-up, infection being the major cause of
death, accounting for 42.9% of the cases, followed by tumoral
disease (5.9%). Table 1 shows demographic and clinical
characteristics of the 85 patients included in the study.

2.2. Histologic criteria

Renal specimens were evaluated using direct immunofiuo-
rescence (for immunoglobulins and complement components)
and light microscopy. For light microscopy, paraffin-
embedded sections were routinely stained with hematoxylin
and eosin, periodic acid—Schiff, Masson’s trichrome, and peri-
odic acid-silver methenamine, according to standardized pro-
tocols for renal biopsy processing in the participating centers.
Only specimens with at least 8 glomeruli which generated at
least 3 slides containing three 3- to 5-um sections stained with
hematoxylin and ecosin were considered. Biopsies were
reviewed by 2 different experienced pathologists. Both
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Table 1 Demographic and clinical features of 85 patients with PCGN according with C3d and C4d glomerular staining
Variable Total C3d positive C3d negative P C4d positive C4d negative P
(n = 83) (n=42) (n=43) (n=38) (n=47)

Mean age (y) 60.5 + 14.9 584+ 15 625+ 14 2 573176 624+114 4

Male, n (%) 52 (61.1%) 28 (66.6%) 24 (558%) 3 21 (55.2%) 31 (66%) 4

ANCA positive, n (%) 67 (78.8%) 31(73.8%) 36 (83.7%) .17 28 (73.6%) 39 (82.9%) 2

MPO, n (%) 57 (67%) 27 (64.3%) 30 (69.8%) .5 23 (60.5%) 34 (72.3%) 2

PR3, n (%) 10 (11.8%) 4(9.5%) 6(139%) .5 5(13.1%) 5(10.6%) 6

Extrarenal involvement, n (%) 31 (36.4%) 15 (35.7%) 16 (372%) .8 10 (26.3%) 21 (44.7%) .07

Mean BVAS 15.2 £ 4.81 147+ 5 158 £ 4.6 3 13.9+ 3.6 163 £ 54 .01

Dialysis at onset, n (%) 35 (41.1%) 24 (57.1%) 11(255%)  .003 13 (342%) 22 (46.8%) 2

Median serum creatinine (mmol/L)  309.4 (167-574) 389 (221-698) 256 (159-371) .01 239 (124-592) 336 (185-574) .1
(IQR)

Median eGFR (CKD-EPI mL/min) 144 (6.8-31.1) 11.3(54-289) 202 (10.6-35.5) .03 19.2 (8.2-46) 122 (6.6-27.6) .1
(IQR)

Median urinary protein excretion 1.3 (0.6-3) 15 (0.5-3.6) 09(0.727) 8 16 (0.54) 11(06-26) 4
(g/d) (IQR)

Immunosuppressors 85 (100%) 42 (100%) 43 (100%) - 38(100) 47 (100%) -

Steroids plus CYC, n (%) 73 (85.8%) 38 (90.4%) 35 (81.3%) 4 30(78.9%) 43 (91.4%) 1

Steroids plus other agents, n (%) 12 (14.2%) 4(9.6%) 8 (18.6%) 3 8 (21%) 4 (8.5%) 2

Treatment response, n (%) 53/76 (69.7%)  21/37 (56.7%) 32/39 (82%) 04 21731 (67.7%)  32/45 (7T1.1%) T

Median follow-up period (mo) 48 (7.2-119.5) 375 (5.1-145) 57 (1499) 6 53.8(5.6-88.4) 48 (7.4-1303) 6
(IQR)

Evolution to ESRD in the follow-up, 26 (30.5%) 19 (452%,) 7(162%)  .008 11 (28.9%) 15 (31.9%) 7
n (%)

NOTE. P value for categorical variables based on a x” test of independence; P value for continuous variables based on a 2-sample ¢ test for a difference, assuming

equal variances.
Abbreviations: PR3, proteinase 3; CYC, cyclophosphamide.

pathologists scored the biopsies separately, blinded to patients’
data according to a previously standardized protocol for scor-
ing renal biopsies of patients with AAV. Each glomerulus
was scored separately on the presence of fibrinoid necrosis,
crescents (cellular/fibrous/fibrocellular), glomemlosclerosis
(segmental/global), granulomatous reactions, and endocapillary
and mesangial cellular proliferation. Differences in scoring
between the 2 pathologists were resolved by re-reviewing the
biopsies and coming to a consensus.

Immunofluorescence staining for IgG, IgA, IgM, C3c, and
C1q on fresh frozen renal tissue was routinely performed imme-
diately after renal biopsy using corresponding fluorescein
isothiocyanate—conjugated antibodies (Dako A/S, Copenhagen,
Denmark).

2.3. Definitions

The standardized definitions of the glomerular lesions were
as follows, as described previously by Berden et al [20]: (1)
Cellular crescents referred to cellular components of the cres-
cent for 10%, irrespective of whether it was segmental or cir-
cumferential or whether it contained other components such
as fibrin or was accompanied by a periglomerular granuloma-
tous reaction or by breaking of Bowman capsule. (2) Fibrous
crescents referred to extracellular matrix of the crescent for
90%. (3) Global glomerulosclerosis referred to sclerotic
changes in the glomerular tuft for 80%. The classification

system composed of 4 categories was defined as described pre-
viously: (1) the focal category was defined as greater than or
equal to 50% normal glomeruli; (2) the crescentic category
was defined as the presence of greater than or equal to 50%
of glomeruli with cellular crescents; (3) the mixed category in-
volved biopsies in which a combination of normal, crescentic,
and sclerotic glomeruli were present, all occurring in less than
50% of glomeruli; (4) the sclerotic category included biopsies
characterized by greater than orequal to 50% globally sclerotic
glomeruli. Interstitial and tubular lesions were scored semi-
quantitatively based on the percentage of the tubulointerstitial
compartment that was affected: interstitial infiltrates (mild,
0%-25%; moderate, 25%-50%; and severe, > 50%), interstitial
fibrosis, and tubular atrophy (mild, 0%-25%; moderate, 25%-
50%; and severe, =>50%). Vascular lesions were scored as
presence or absence. “Pauci-immune” was considered as "the
intensity of glomerular immunoglobulin staining by direct im-
munofluorescence assay in renal sections of less than 2+ stain-
ing on a scale of 0 to 47 [21]. PCGN was defined histologically
by the presence of extracapillary proliferation associated with
focal glomerular necrosis and/or small vessel vasculitis, in
the absence of significant glomemlar immune deposits.

2.4. Baseline histologic findings

The main baseline histologic data are showed in Table 2. In
cach renal biopsy specimen, an average of 19 + 11.1 glomeruli
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Table 2 Histologic features according with C3d and C4d staining in 85 biopsies of patients with PCGN

Variable Total C3d positive C3d negative P C4d positive  C4d negative P
(n = 85) (n = 42) (n = 43) (n = 38) (n=47)

Mean number glomeruli 19+ 11.1 21,5+ 13.6 167+ 7.5 04 19.1 + 12.8 19.3+9.9 -l
Median % sclerotic glomeruli (IQR) 12 (3-30) 12(2.7-30.5) 14 @-29) 9 15 (7-30) 19 (0-26) 1
Mean % crescents 447261 46 £227 434+ 29 6 43 +24 473 +£277 4
Fibrinoid necrosis, n (%) 54 (63.5%) 28 (66.6%) 26 (60.4%) 5 23 (60.5%) 31 (65.9%) 9
Arterioles vasculitis, n (%) 15 (17.6%) 7 (16.6%) 8 (18.6%) 8 4(10.5%) 11 (23.4%) dl
Endocapillary proliferation, n (%) 30(35.2%) 21 (50%) 9 (20.9%) 2005 14 (36.8%) 16 (34%) 7
Mesangial proliferation, n (%) 31(36.4%) 16 (38%) 15 (34.9%) T 15 (39.4%) 16 (34%) 6
Histologic subclass - - - 8 - - g
Focal, n (%) 20 (23.5%) 10 (23.8%) 10 (23.2%) = 8 (21%) 12 (25.5%) T
Mixed, n (%) 21 (24.7%) 10 (23.8%) 11 (25.5%) 8 11 (28.9%) 10 (21.2%) T
Crescentic, n (%) 36 (42.3%) 17 (40.4%) 19 (44.1%) T 14 (36.9%) 22 (46.8%) o
Scleratic, n (%) 8(9.5%) 5(11.9%) 3(6.9%) T 5 (13.1%) 3 (6.3%) 2
Tubular atrophy, n (%) 46 (54%) 26 (61.9%) 20 (46.5%) A 21 (55.2%) 25 (53.1%) 6

Mild, n (%) 40 (47%) 23 (54.7%) 17 (39.5%) 8 17 (44.7%) 23 (48.9%) T

Moderate-severe, n(%) 6 (7%) 3 (7.1%) 3(6.9%) = 4 (10.5%) 2(4.2%) 2
Interstitial fibrosis, n(%a) 57 (67%) 32 (76.1%) 25 (58.1%) all 28 (73.6%) 29 (61.7%) Al

Mild, n (%) 35 (41.1%) 17 (40.4%) 18 (41.8%) 7 14 (36.8%) 21 (44.7%) 4

Moderate- severe, n (%) 22(25.9%) 15 (35.7%) 7(16.3%) i 14 (36.8%) 8 (17%) 4
C3-positive IF, n (%) 26 (30.6%) 12 (28.6%) 14 (32.6%) 5 14 (36.8%) 12 (25.5%) 3

NOTE. P value for cate gorical variables based on a * test of independence; P value for continuous variables based on a 2-sample  test for adifference, assuming

equal varances,
Abbreviation: [F, immunofluorescence.

could be seen. The median percentage of glomeruli showing
global sclerosis was 12% (interquartile range [IQR], 3-30),
whereas the mean percentage of glomeruli with extracapillary
proliferation was 44.7% + 26.1%. In cach sample, the median
percentage of normal glomeruli was 22% (IQR,, 9-35). Mesangial
and endocapillary cellular proliferations were observed in
one-third of the biopsies (36.5% and 35.2%, respectively).
The mean percentage of glomeruli showing fibrinoid necrosis
was 63.5%. Necrotizing lesions of arterioles occurred in 15
(17.6%) of 85 patients. Based on the Berden’s classification,
8 (9.5%) were classified into sclerotic; 20 (23.5%), focal; 35
(42.3%), crescentic; and 21 (24.7%), mixed category. Cres-
centic category was the most frequent histologic pattem in
both C3d- and C4d-negative and C3d- and C4d-positive pa-
tients. Interstitial infiltrates occurred in 43 renal biopsy speci-
mens (50.5%), which were scored as mild in 27 (31.7%),
moderate in 14 (16.5%), and severe in 2 (2.4%). Tubular atro-
phy was present in 46 (54%), and 40 (47%) and 6 (7%) scored
as mild and moderate-severe, respectively. Interstitial granulo-
matous inflammation was not identified in any sample. Tubu-
lointerstitial fibrosis was observed in 57 (67%) of 85 biopsies
and scored as moderate-severe only in 25.9% of the samples.
For the histopathologic classification and complement staining
evaluation, complete agreement between the 2 pathologists
was achieved in 82 (96.4%) of 85 cases.

C3c immunofluorescence staining was positive in 26
(30.5%) of the 85 biopsies. The intensity of the C3c deposits
was 1+ in all of the cases. Clq staining was positive in only
1 patient. Immunoglobulin studies showed the presence of

IgM 1+ deposits in 24.7% of biopsies, IgG 1+ in 2 cases
(2.3%), and IgA 1+in | case (1.1%).

2.5. C3d and C4d immunohistochemical studies

C3d and C4d staining were performed at the Hospital Vir-
gen de la Salud de Toledo by an investigator blinded to the
identity of the tissue. Immunohistochemistry staining was
used to detect complement factors because it provides simulta-
neous evaluation of tissue by light microscopy, precise locali-
zation of positive staining antigens, and clearer images of
tissue structure. Formaldehyde-fixed renal tissues from 85 pa-
tients with 3 nonsclerotic glomeruli available for the C3d and
C4d study were included. For immunohistochemical staining,
4-um-thick paraffin-embedded tissue sections were subse-
quently dewaxed, rehydrated, and subjected to antigen retriev-
al using EnVision FLEX Target Retrieval solution at pH 10
and heated at 95°C. The slides were cooled and treated with
the EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent solution
(Dako, Glostrup, Denmark) for 5 minutes. Sections were then
immunostained with mAb by the Dako EnVision FLEX'HRP
Technique (Dako), counterstained with hematoxylin, and
mounted. The primary antibodies used were C4d (1:200 dilu-
tion, anti-human C4d, rabbit polyclonal; LSBio, Seattle, WA)
and C3d (1:200, anti-human C3d, rabbit polyclonal; LSBio).
Sections from transplanted humoral rejection kidneys served
as C4d-positive controls, and sections from patients with mem-
branoproliferative glomerulonephritis served as C3d-positive
controls. Sections from patients with minimal change
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Table 3  Distribution of different complement staining among ANCA-positive and ANCA-negative patients with PCGN
Positive complement staining Total (n = 85) ANCA positive (n = 67) ANCA negative (n = 18) ie)
C3d 42 (49.4%) 30 (44.7%) 12 (66.6%) 1
Cad 38 (44.7%) 27 (40.2%) 11 (61.1%) 1
Cic 26 (30.5%) 22 (32.83%) 4 (22.2%) &
C3d + C4d 20 (23.5%) 13 (19.4%) 7 (38.8%) 3

nephropathy were used as negative controls for either C4b or
C3b. Patients were classified as positive when greater than
25% of the nonsclerotic glomeruli were positive for each
staining.

2.6. Outcome measures

For each patient, the date of renal biopsy was established as
the baseline point. Follow-up time was considered as the inter-
val between renal biopsy and the last outpatient visit, death, or
end-stage renal disease (ESRD, defined as onset of chronic di-
alysis or renal transplantation). The primary end point of the
study was the cumulative percentage of patients who devel-
oped ESRD in the course of the study (renal survival).

2.7. Statistical analyses

Continuous variables were reported as means + SD when
normally distributed or as the median (IQR) otherwise. Com-
parisons of continuous variables between 2 groups were
assessed using the unpaired 7 test or the Mann-Whitney U test
as appropriate. The differences in the proportions of different
patient groups were compared by the Fisher exact test. Surviv-
al time for each patient was computed from baseline evalua-
tion to the last follow-up or the primary end point (ESRD).
The Cox proportional hazards model was used to estimate
the adjusted relative risk of each parameter with regard to renal
survival. Variables previously found to affect renal survival
were included in the Cox proportional hazards model. Univar-
late survival comparisons were made using the log-rank test.
Time under surveillance was studied considering competing
risk. Cumulative incidence function estimates were obtained
using competing risk regression based on Fine and Gray’s pro-
portional subhazards model. Death was treated as a competing
event. Censored cases were regarded as those remaining under
surveillance at the end of the study as well as patients who
were lost to follow-up during the surveillance period. Patients
lost to follow-up were censored at the time of their last visit.
No evidence for interactions between the study variables was
observed. In multivariate models, the variables non—statistically
significant were eliminated in a backward step method. Three
multivariate models were built: first, we adjusted for age, sex,
and BVAS; second, we additionally adjusted for baseline
eGFR and proteinuria; and third, we additionally adjusted
for histologic features (histologic subclass, the presence of fi-
brinoid necrosis, and interstitial fibrosis). All tests were

considered bilateral, and the level of statistical significance was
set at 0.05. Calculations were performed using SPSS (version
17.0; SPSS, Chicago, IL) and STATA 12.0 statistical software.

3. Results
3.1. Complement staining

Glomerular staining for C3d and C4d was observed in 42
(49.4%) of 85 biopsies and 38 (44.7%) of 85 biopsies, respec-
tively. In 20 patients (23.5%), both C3d- and C4d- positive glo-
merular staining were observed, whereas only positive staining
for either C3d or C4d was found in 25.9% and 20% of'the cases,
respectively. No significant differences were found in C3d and
C4d staining according to ANCA status. Table 3 shows the dis-
tribution of the different complement staining in ANCA-
positive and ANCA-negative patients.

C3d- and C4d-positive staining were both observed along
the capillary walls and mesangial areas of all patients with
PCGN. C3d deposits were diffuse and global in 7 (16.6%)
cases and focal and segmental in the remaining (83.3%).
C4d staining was diffuse and global in 2 cases (4.6%) and fo-
cal and segmental in the remaining (95.3%). C4d deposition in
vessels was observed in only 16.2% of the samples, whereas
C3d staining localized in crescents in 16.6% of the biopsies.
No association of C3d or C4d staining with fibrinoid necrosis
was observed. Apart from endocapillary proliferation, which
was more prevalent among C3d-positive patients (50% versus
20.9%; P = .005), no other significant histologic differences
were observed between patients according to C4d and C3d de-
position. Fig. 1 shows representative images of renal biopsy
specimens with C3d- and C4d-positive staining, respectively.

3.2. Study outcomes

The median follow-up period was 48 months (IQR, 7.2-
119.5). Twenty-six patients (30.5%) reached the primary end
point (ESRD). Variables including eGFR, the percentage of
sclerotic glomeruli, the presence of moderate-severe interstitial
fibrosis, and a positive C3d staining were significantly associ-
ated with the development of ESRD (Table 4). Kaplan-Meier
total renal survival at 2, 5, and 10 years was 74.4%, 72.8%,
and 60.8%, respectively. When Cox regression analysis was
performed, C4d staining did not show any impact in renal
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Fig.1  Renal tissue from patients with PCGN was stained with C3d (A and B) and C4d (C and D). Representative images of patients with neg-
ative C3d staining (A) and negative C4d staining (C). B, Representative patient with intense positive C3d staining in capillary walls and mesangial
areas. D, Representative patient with a positive C4d staining along the capillary walls. Imnmunoperoxidase stain, original magnification, x 100.

Table 4 Clinical and histologic characteristics associated with the development of ESRD in 85 patients with PCGN

Variable Developed ESRD Did not develop ESRD (n = 59) P
(n=26)

Median eGFR at the onset (mL/min) (IQR) 7.2 (44-115) 21.4(11.942.7) <.001

% Sclerotic glomeruli (IQR) 22 (6.744.2) 11 (0-26) .03

% Normal glomeruli (IQR) 11 (0-29) 25 (10-40) .01

Interstitial fibrosis, n (%) 11 (42.3%) 11 (18.6%) .02

C3d-positive staining, n (%) 19 (73%) 23 (38.9%) .004

NOTE. P value for categorical variables based on a 1 test of independence; P value for continuous variables based on a 2-sample  test for a difference, assuming
equal vanances.

prognosis, whereas C3d remained as a significant predictor of [CI], 1.1-5.7; P=.03). Table 5 presents unadjusted and
ESRD after adjusting by renal function and histologic multivariable-adjusted HRs for the prediction of ESRD
parameters (hazard ratio [HR], 2.5; 95% confidence interval according to C3d and C4d staining.

Table5 Unadjusted and multivariable adjusted HRs for the end point of ESRD according to C3d and C4d staining in 85 patients with PCGN

C3d C4d
HR 95% CI P HR 95% CI P
Unadjusted 32 1.4 7.5 006 10 0.5 2:2 985
Adjusted
Age, sex, BVAS 35 1.5 8.1 004 1.1 0.5 2.6 .857
eGFR (CKD-EPI), proteinuria 25 1.1 5.7 .034 12 0.5 3.0 647
Histologic subclass 28 1.2 6.8 022 08 0.4 1.9 675
Fibrinoid necrosis
Interstitial fibrosis
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Fig. 2 Cumulative incidence curves of ESRD according to C3d staining among 85 patients with PCGN. The cumulative incidence curves of
ESRD were different between C3d-positive and C3d-negative patients (P = .02).

3.3. Impact of C3d- and C4d-positive staining

C3d-positive staining was significantly associated with a
higher median serum creatinine and need for dialysis at the on-
set of disease (P = .01 and P = .003 respectively), whereas no
differences were found associated with renal function accord-
ing to C4d staining. C3d-positive patients had a lower re-
sponse rate to treatment compared to C3d-negative patients
(56.7% versus 82%; P = .04). Renal survival at 2 and 10 years
was 60.9% and 51.8% in C3d-positive patients compared with
87.7% and 78.9% in C3d-negative patients (log-rank test, P =
04). No differences were found in renal survival and treatment
response rate between patients with or without C4d positive
staining. Patients with both C3d- and C4d-positive staining
did not show worse prognosis than patients with only C3d-
postive staining. C3d impact in renal outcomes was equally
observed in ANCA -positive and ANCA-negative patients (da-
tanot shown). Figs. 2 and 3 show cumulative incidence curves
of ESRD according to C3d and C4d staining.

4. Discussion

Pauci-immune necrotizing crescentic glomerulonephritis is
a histologic manifestation of small vessel renal vasculitis. In
recent years, several studies have shown the prognostic rele-
vance of renal biopsy in AAV, so that classifications implying
prognostic value have been developed [22-24]. Histologic
factors such as the percentage of normal glomeruli, the per-
centage of sclerosed glomeruli, and a greater degree of tubular
atrophy in the initial renal biopsy have been proven to be
prognostic indicators of renal outcome [25,26]. Our study
shows for the first time that glomerular C3d staining is an in-
dependent risk factor for the development of ESRD in PCGN.
Moreover, C3d-positive staining was a stronger predictor for
renal survival than other histologic features previously
reported such as the percentage of normal glomeruli or tubular
atrophy. Our findings on C3d in PCGN patients are relevant not
only to identify C3d as a novel prognostic factor for ESRD but
also to further support the notion that the activation of the
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Fig. 3  Cumulative incidence curves of ESRD according to C4d staining among 85 patients with PCGN. The cumulative incidence curves of
ESRD were comparable between C4d-positive and C4d-negative patients.
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complement system plays a critical role in the pathogenesis
of PCGN.

ANC A-associated renal vasculitis is characterized for the
paucity of glomerular deposition of the components of the
complement system and immunoglobulins as well, as studied
by direct immunofluorescence of renal biopsies. Therefore,
complements were suggested not to play a major role in the
immunopathogenesis of the disease. However, evidence from
different animal models of ANCA wvasculitis has clearly
demonstrated a critical role for altemative pathways of
complement in the induction of necrotizing crescentic
glomerulonephritis [27,28]. This fact was also supported by
studies which analyzed serum complement components in
patients with AAV and demonstrated elevated serum levels
of alternative pathways of complement-derived products
during active disease and later decrease of the serum levels
during remission [8]. Moreover, the blockage of the comple-
ment system as a therapeutic target for AAV has been achieved
in murine models and is currently tested in clinical trial [29].

Activation of the classical, lectin, and altemative comple-
ment pathways results in the conversion of C3 to C3a and
C3b. The C3 convertases repeatedly cleave C3 molecules,
yielding multiple C3b products, each of which can interact
with factor B to form C3 convertases. Thus, C3 cleavage is
the central amplification step of the cascade, and regardless
of the initial activation pathway, amplification at the C3 con-
vertase step occurs through the alternative pathway. C3b is
inactivated to iC3b by factor I and a cofactor and further de-
graded to C3c and C3dg. C3dgis trimmed by plasma proteases
to C3d, which binds covalently via thiolester bond to its accep-
tor molecule at the activated site. C3d has been identified not
only at active lesions at the time of ongoing complement acti-
vation but also at lesions after complement activation, there-
fore being more sensitive to detect persistent complement
activation than C3c. When conjugated to an antigen, C3d en-
hances immune responses to the fused antigen as well as B-
cell responses [30]. On the other hand, both classical and lectin
pathways require activation of C4. C4d is a fragment of C4,
produced during activation, and binds covalently via intemal
thiolester bond to tissue elements at the site of activation.
Therefore, it is a durable biomarker of the classical and lectin
pathway activation [31].

To our knowledge, this is the first study analyzing long-
term prognostic value of complement breakdown product de-
position in renal biopsies of patients with AAV. Xing et al
[10] found C3d-positive staining in 7 consecutive biopsies of
patients with ANCA-associated PCGN. C3d deposits were
identified in mesangial areas and capillary walls of glomeruli
with fibrinoid necrosis and crescentic formation. C3d deposits
colocalized with the membrane attack complex and factor P,
whereas C4d-positive staining was not detected in this study.
Gou etal [8] evidenced C3d-positive staining in the mesangial
area and capillary walls of 29 patients with active AAV and
observed a positive correlation between the mean optical den-
sity of C3d, Bb, and C5b-9 glomerular deposits and serum
levels of Bb. More recently, Hilhorst et al [12] analyzed the

presence of C3d renal deposits in 74 patients with PECG and
reported 58.1% of the biopsies showing C3d-positive staining.
In common with our observations, they described C3d staining
mainly in a mesangiocapillary pattern, but in contrast to our
findings, they found that a higher proportion of C3d staining
in crescents and extracapillary proliferation was associated
with the presence of C3d-positive staining. In our study, we
observed C3d- and C4d-positive immunohistochemical stain-
ing was present in almost half of the biopsies of individuals
with PCGN. The presence of C3d glomerular deposits, but
not C4d, was significantly associated with an increase in the
incidence and development of ESRD, a worse renal outcome
and a poorer response to immunosuppressive treatment. The
pathogenic mechanisms explaining why only a subgroup of
AAV patients exhibits C3d glomerular staining and why these
deposits are associated with a worse renal prognosis require
further investigation. Increasing evidence indicates that neu-
trophils are a source of various complement factors including
C3a and C5a and components that are unique to the altemative
pathway, such as properdin [32]. It has also suggested that lo-
cal neutrophil activation may result in disturbance of regulato-
ry proteins of the complement system in necrotic cells or in
injured regions of glomeruli [33,34]. Therefore, in patients
with renal damage secondary to AAV, the vicious cycle of
complement activation via the altemative pathway could be
promoted and continued. In this study, C3d deposition was
not associated with the presence of vasculitis lesions such as
fibrinoid necrosis or extracapillary proliferation. C3d staining
was mainly localized along the capillary walls, and interesting-
ly, proliferative lesions within the endocapillary compartment
were significantly more frequent among C3d-positive patients.
We hypothesize that C3d deposition could reflect a more in-
tense and persistent activation of the alternative pathway of
complements in a subgroup of patients with AAV, leading to
endocapillary cellular proliferation. Therefore, C3d-positive
patients might benefit from more aggressive immunosuppres-
sive treatment or the association of a specific complement
blockage in their therapy [35]. However, genetic studies of al-
ternative pathway factors in patients with AAV have not been
performed; therefore, baseline defects in other regulatory pro-
teins predisposing to a more severe complement system acti-
vation in the presence of ANCAs cannot be excluded.

C4d staining was also identified in almost half of the biop-
sies of individuals with PCGN. C4d can be produced during
the process of clearing apoptotic or necrotic cells, so C4d de-
position in PCGN could be deposited due to a local activation
of the classical pathway of complement secondary to inflam-
mation and vasculitis [36]. However, unlike other glomerlo-
nephritis such as IgA nephropathy, glomerular C4d deposits
had no clinical or survival implications in our series, therefore
supporting the notion from animal models that activation of
classical and lectin pathways does not play a major pathogenic
role in AAV.

Our study has the inherent limitations of a retrospective ob-
servational investigation. The relationship between C3d stain-
ing and progression of renal damage must be interpreted
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cautiously in terms of association rather than causality. Our
analysis has important strengths, mainly the number of
biopsy-proven patients included, their long-term follow-up,
the careful and blinded analysis of histologic specimens, and
the use of hard clinical end points such as ESRD.

In conclusion, this study shows for the first time that glo-
merular deposition of C3d is an independent risk factor for re-
nal survival in PCGN. C3d renal deposition implies worse
outcomes and poorer response to immunosuppressive treat-
ment. C3d staining could be incorporated into the routine anal-
ysis of renal biopsies in patients with this disease, given its
prognostic relevance.
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