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n egli ultimi anni sono stati ef­
__ fettuati numerosi stud i nel
tent ativo di ottimizzare il trattamento
farmacologico delle glomerulonefriti
con risultati variabili a seconda delle
casistiche (1-3). La differente risposta
clinica a protocolli terapeutici molto si­
mili impiegati nel trattamento di uno
stesso tipo istologico di glomerulone­
frite , fa ritenere che una diagnosi
esclusivamente qualitativa pos sa non
essere sufficiente ad un corretto inqua ­
dramento e trattamento delle nefropatie
(4). Considerando la soggettivita del­
I'osservatore e necessario non limitarsi
allo studio qualitativo 0 serniquantitati­
vo (5, 6) delle lesioni istologiche rena­
Ii. L'introduzione recente nel campo
della ricerca di elaboratori di immagine
computerizzati (7) , consistenti in siste­
mi in grado di elaborare l'immagine
delle sezioni istologiche renali visua­
lizzate al microscopio ottico e di ripro­
durle su schermo televi sivo , ha stimo­
lato 10 studio di una nuova metodolo­
gia che consenta una valutazione og­
gettiva e quantitativa delle sezioni isto­
logiche renali. Peraltro negli ultimi an­
ni, sistemi computerizzati di elabora­
zione di immagine sono stati gia im­
piegati con l'obiettivo di ottenere una
valutazione quantitativa di depositi im­
munologici glomerulari evidenziati con
immunoperossidasi (8).
Per quanta riguarda il trattamento della
glomerulonefrite membranosa (GNM)

esiste una convergenza di idee solo sul­
Ie forme di glomerulonefrite membra­
nosa secondaria; in tali forme tutti gli
Autori concordano che va trattata la
malattia primitiva (neoplasie, epatite B,
sifi lide, tiroidite , paraproteinemia,
ecc.). Per quanta riguarda Ie forme pri­
mitive di GNM persistono molte opi­
nioni diverse sulle modal ita di imposta­
zione della terapia (9-15). II nostro
Gruppo ritiene (16) che il trattamento
combinato di metilprednisolone e ci­
clofosfamide a boli sia il trattamento
migliore in corso di glomerulonefrite
membranosa. Con tale terapia tuttavia
una di screta percentuale di pazienti
presenta al follow-up a lungo termine
persistenza di proteinuria e/o insuffi­
cienza renale (16).

Materiali e metodi
Abbiamo studiato retrospettivamente 81
pazienti (52 maschi, 29 femmine) affetti
da glomerulonefrite membranosa accer­
tata istologicamente. II frustolo della
biopsia renale e stato processato per im­
munofluorescenza, microscopia ottica e
microscopia elettronica seguendo meto­
diche standard gia pubblicate . L'osserva­
zione dei preparati istologici ha consenti­
to la diagnosi e l'identificazione della
stadio di evolutivita secondo i criteri di
Churg (19) . I preparati istologici sono

stati studiati anche mediante l'utilizza­
zione di un sistema di istomorfometria
computerizzata (Fig. I). In tutti i casi e
stato eseguito uno studio clinico-Iabora­
toristico sia all'epoca della biopsia rena­
Ie che dopo un periodo di follow-up va­
riabile da 30 a 60 mesi successivo al trat­
tamento standard (Fig. 2). Lo studio eli­
nico includeva la valutazione del peso
corporeo, della pressione arteriosa sisto­
diastolica ed il riscontro di edemi. Lo
studio laboratoristico comprendeva: azo­
temia, creatinina, protidemia totale e fra­
zionata, IgG, IgA, IgM, C3 e C4, protei­
nuria die con valutazione della seletti­
vita, colesterolo totale, trigliceridi, emo­
cromo e fibrinogeno. I criteri di esclu sio­
ne dello studio sono stati: 1) presenza di
glomerulonefrite membranosa seconda­
ria, 2) terapia in atto con ACE-inibitori .
Molti pazienti hanno eseguito contempo­
raneamente una terapia sintomatica a ba­
se di diuretici , antialdosteronici e supple­
menti di albumina umana endovena
quando se ne sia verificata I'esigenza eli­
nica.

Protocollo terapeutico
In tutti i casi I'approccio terapeutico
(Fig. 2) e stato il seguente: metilpredni­
solone 1.0 mg/kg peso corporeo, per via
parenterale a di altemi per 3 mesi. L'at­
teggiamento terapeutico successivo e
stato diverso a seconda della risposta alia
terapia eseguita. In caso di remissione
completa (proteinuria < 1.0 g/die) non
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Fig. I • Composizione del sistema VMC: microscopio con macchina f otografic a incorporata , telecamera VHS, monitor 7V con videoregistratore, personal computer,
stampante graf ica.

estate proseguito alcun trattamento; in
caso di remissio ne parzia le (> 1.0 pro­
teinuria g/die < 2.0) il trattamento corti ­
sonico sopra descritto e stato proseg uito
per ulteriori 3-6 mesi al termine dei
quali i pazienti in remissione totale han­
no sospeso ogni trattamen to. In caso di
mancata remissione (proteinuria> 2.0
g/die) dopo il primo cicio e in caso di
parziale remissione dopo il secondo ci­
cio. I pazienti sono stati inseriti nel se­
guente protocollo terapeutico : metil ­
prednisolone 1.0 g e.v. per 3 giomi con­
secutivi seguiti per 27 giomi da meti l­
prednisolone I rug/kg peso corporeo a
di alterni; il mese successivo ciclofosfa­
mide 1.0 g e.v./sett imana per 4 settima­
ne; tale schema estato ripetuto per 3 ci­
eli per un totale di 6 mesi. Ne l corso
della terapia e stata valutata l'insorgen­
za di effetti co llaterali con particolare
riguardo alia valutazione di leucopenia
e/o di segni di epatotossicita, In 16 casi
e stata eseguita una terapia renale di
controllo.
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Fig. 2 - Protocollo Terapeutico impiegato nello studio. R: Remissione; RP: Remissione Parziale; RM: Manca­
ta Remissione.
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Fig. 3 - Immagine di glomerulo elahorata dal computer in / 28 toni di grigio. Fig. 4 • /I sistema "fi ltering f unction" consente di semplijicare la struttura del
glomerulo evidenziando i contorni delle membrane basali.
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Fig. 5 • Un' elahorazione con sistema hinario dell'immagine del glomerulo ot­
tenuta impiegando solo 2 toni della scala dei grigi.

Fig. 6 . Valutazione percentuale della spazio occupato dal nero dei nuclei eel­
lulari in una fin estra delimitante un'area interstiziale.

Sistema di videomicroscopia
computerizzata

Abbiamo messo a punto un nuovo si­
stema di video microscopia compute­
rizzata (V M C) che ci consente di
quantizzare l'entita delle lesioni istolo­
giche renali . II sistema e composto da
foto -microscopio a luce polarizzat a e
contrasto di fase con mac china foto­
grafica incorporata; telecamera VHS;
monitor TV; videoregistratore; perso­
nal computer; s tam pante grafica ;
hardware e software Oculus 200 (Fig.
I). Le immagini microscopiche esami­
nate possono essere archiviate su: foto­
grafie e diapositive, ca ssette video
VHS, floppy e hard disk, stampe gra ­
fiche .

La possibilita di archiviazione e richia­
mo delle immagini consente anche I' a­
nalisi comparativa, da parte della stes­
so operatore, di preparati istologici di
un singolo paziente ad un controllo
bioptico success ivo. II sistema compu­
terizzato consente di acquisire l'imma­
gine direttamente dal microscopio tra­
mite una tele camera e, dopo un' ade­
guata pre-elaborazione, di estrarre dal­
Ie immagini parametri densitometrici e
morfologici. Le immagini dei glomeru­
li visua lizzati al microscopio vengono
contemporaneamente digitalizzate sui
monitor televi sivo ed e la borate dal
software. II sistema di acquisizione di
immagine, tramite la comparsa sui mo­
nitor televisivo di un cursore mobi le 0
di rettangoli (cioe finestre) di variabili

dimensioni , consente mi sur azioni li­
neari e di superficie e fomi sce la den ­
sita di luminosita in pixel di ogni pun­
to della schermo televisivo , con risul­
tati che appaiono sui monitor del com­
puter in tempo reale.
La metodica VMC ci con sente di mi­
surare: diametro flocculare, capsulare,
arteriol are, tubul are; area glomeru lare,
capsulare, mesangiale; indice di ische­
mia e di sclerosi glomerulare. Consen­
te inoltre valutazioni sulla cellu larita
glomerulare ed interstiziale e su llo
spessore e co stituzione della membra­
na basale . Daile misurazioni dei dia­
metri del flocc ulo glomerulare, della
capsu la di Bowman e delle aree d i
sclerosi glomerulare, siamo risaliti aile
aree capsulari (A. C .) , glomerulari
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Fig. 7 -Lngrandimento di un segmento di membrana basale glomerulare .

RISULTATI

computerizzato consente poi di filtra re
l'immagine del glomerulo semplifican-.
done la struttura ed esaltando le diffe­
renze cromatiche di contrasto tra le di­
ver se componenti del glomerulo; con
questa metodo possono essere eviden­
ziati i contomi delle membrane basali
(Fig. 4). Un 'altra possibilita operativa
e l ' elaborazione con sistema binario
dell'immagine dei glomeruli, utilizzan­
do solo due toni della scala dei grigi,
cioe il bianco ed il nero assoluti (Fig .
5) . Attraverso l ' elaborazione binaria
possiamo delimitare un'area dell'inter­
stizio renale sede di infiltrazione cellu­
lare e fare una stima percentuale della
spazio occupato dai nuclei delle cellule
(Fig. 6) ricavando istogrammi della
cellularita interstiziale. Con la stessa
tecnica si puo calcolare semplicemente
anche l' area mesangiale. Infine e pos­
sibile misurare 10 spessore della mem­
brana basale glomerulare e circoscri­
vendo mediante una finestra una por­
zione di membrana e possibile ingran­
dire varie volte questa finestra per
unanalisi morfologica pili dettagliata
(Fig. 7).

(A.G.) e di sclerosi (A.S .) impiegando
la seguente formula matematica: (dia­
metro maggiore + diametro minore/4r
x 3.14.
Dal rapporto A.G./A.C. abbiamo rica­
vato 1"'indice di ischemia" (1.1.). Allo
stesso modo dal rapporto tra A.S./A .C.
abbiamo ricavato l' indice di sclerosi
(I.S.) . Oltre a semplici misurazioni I'e­
laboratore elettronico puo fornire

PROTEINURIA gldle PROTIDEMIA T. g% CREATININA mg%

informazioni densitometriche sul pre­
parato istologico renale scomponendo
l'immagine proiettata sul monitor tele­
visivo in 128 toni di grigio. Aprendo
una finestra su una porzione del prepa­
rata istologico si potra ricavare la per­
centuale di tessuto che presenta una
stessa tonalita di grigio (Fig. 3), utiliz­
zando colorazioni specifiche per le sin­
gole strutture istologiche. II sistema

Risultati

In tutti i casi al follow-up si e osserva­
ta una riduzione degli edemi con ridu­
zione del peso corporeo. Non abbiamo
rilevato alterazioni significative della
pressione arteriosa. La proteinuria si 'e
ridotta significativamente (p < 0.001) e
contemporaneamente si e osservato un
significativo incremento (p < 0.00 1)
della protidemia totale e dell'albumi­
nemia (Fig . 8). Non abbiamo osservato
variazioni significative della creatini­
nemia al termine del follow-up cosi
come per l'emocromo e la fibrinogene­
mia. La colesterolemia totale e i trigli­
ceridi si sono ridotti significativamente
(p < 0.001) al termine del trattamento.
Si e riscontrato un incremento anche se
non significativo delle IgG mentre non
abbiamo registrato variazioni significa­
tive di IgA, IgM e delle frazioni del
complemento. Abbiamo riscontrato
una correlazione significativa (p <
0.00 I) tra i valori di creatininemia, di
proteinuria/die in condizioni ba sali .
Dei 9 pazienti con insufficienza renale
in condizioni basali 4 mostravano al

Fig. 8 - Variaz ioni dei
principali parametri labo­
ratoris tic i al term ine de l
fo llow-up .
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! N°

STADIO I 11

STADIO II 28

STADIO III 30

STADIOIV 12

FOLCOW·UP

REMISSIONE REM. PARZIALE NO REMISSIONE

PROTEINURIA PROTEINURIA PROTEINURIA
< 1.0 gldle > 1.0< 2.0gldle > 2.0gldle

5 4 2

20 4 4

19 5 6

6 4 2

Fig. 9 - Suddivisione dei parametri in base allo stadio di
GNM (secondo Churg) e andamento c1inico

AREA MESANGIALE vs PROTEINURIA POST

Fig. 10 . Correlazione tra area mesangiale e pro teinuria
post-tr attamen to.654
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stiziale vs creatininemia post-trattamento.
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follow-up il peggioramento della fun­
zione renale. Non abbiamo riscontrato
correlazioni significative tra proteinu­
ria pre- e post-trattamento e tra creati­
ninemia pre- e post-trattamento. Al ter­
mine del follow-up abbiamo riscontra­
to una remissione completa ne l
61.74% dei pazienti, una remissione
parziale nel 20.98% dei pazienti , una
mancata remissione del 17.28% dei pa­
zienti. L'analisi statistica ha dimostrato
assenza di correlazioni tra 10 stadio di
glomerulonefrite membranosa (Fig. 9)
e la risposta al trattamento. Abbiamo
individuato una correlazione diretta si­
gnificativa tra I' area mesangiale e la
proteinuria al follow-up e tra l'area in­
terstiziale e la cellularita interstiziale
rispetto e la creatinina al follow-up
(Figg. 10, II). Lo studio comparativo
delle biopsie renali prima e dopo trat­
tamento ha mostrato un significativo
incremento sia dell' area mesangiale sia
dell'area interstiziale ed una significa­
tiva riduzione del rapporto lume/parete
arteriolare nei pazienti del gruppo con
mancata remissione.
Durante il trattamento non sono stati
evidenziati effetti collaterali 0 indesi­
derati tali da richiedere la sospensione
della terapia.

Discussione

II sistema VMC consente un 'analisi
istomorfometrica oggettiva e confron­
tabile, che permette di ottenere interes­
santi correlazioni tra parametri clinico­
laboratoristici ed istologici. Abbiamo
infatti applicato il sistema in un nostro
studio retrospettivo su 20 casi di glo­
merulonefrite sclerosante focale (17)
ed i risultati hanno mostrato correla­
zione significativa tra I'indice di ische­
mia e di sclerosi e parametri laborato­
ristici, cioe I'indice di ischemia si cor­
reia con la proteinuria, YES e coleste­
rolo totale, I' indice di sclerosi si corre­
Ia con il numero delle piastrine. I no­
stri risultati, pur se ottenuti su una po­
polazione statisticamente non molto
ampia, pongono interessanti interroga­
tivi sulla genesi della glomerulonefrite
sclerosante focale e sui fattori che pos­
sono essere indicatori di una prognosi
piu sfavorevole. Abbiamo applicato
inoltre I'analisi istomorfometrica in un

nostro studio retrospettivo su un grup­
po di 27 soggetti anziani (eta maggiore
di 65 anni) confrontati con due gruppi
di controllo rappresentati da 30 pazien­
ti adulti (eta 16-64 anni) e 25 pazienti
in eta pediatrica (eta inferiore ai 16 an­
ni) (18). Tutti i pazienti erano affetti da
glomerulonefrite primitiva con sindro­
me nefrosica. L'analisi istomorfome­
trica ha mostrato simili lesioni glome­
rulari per ciascun tipo istologico di
glomerulonefrite, sebbene Ie lesioni
vascolari e tubulo-interstiziali fossero
significativamente (p < 0.05) piu pro­
nunciate nel gruppo dei pazienti anzia­
ni, specialmente nei casi di glomerulo­
nefrite membrano-proliferativa.
L'analisi dei risultati del presente lavo­
ro indica che I' associazione di una te­
rapia cortisonica ed immunosoppressi­
va con ciclofosfamide e utile nel tratta­
mento della glomerulonefrite membra­
nosa idiopatica. La classificazione del­
Ia glomerulonefrite membranosa in
quattro stadi secondo Churg (19) non e
in grado di far prevedere la risposta
positiva al trattamento come dimostra­
to da una notevole percentuale di re­
missione completa in pazienti con sta­
dio 4 e la possibilita di mancata rispo­
sta alIa terapia anche in pazienti con
lesioni modeste a carico della membra­
na basale glomerulare (stadio I e 2)
(Fig . 9). Cio edovuto al fatto che nella
classificazione di Churg non sono presi
in considerazione il grado di interessa­
mento tubulo-interstiziale e della com­
promissione mesangiale e vascolare
che viceversa nel nostro lavoro sono
emersi come elementi discriminanti tra
il gruppo di responders e non respon­
ders al trattamento. Anche i parametri
laboratoristici presi singolarmente non
sono in grado di far prevedere l'evolu­
tivita della nefropatia, infatti non vi e
una correlazione diretta tra proteinu­
ria/die pre- e post-trattamento e creati­
ninemia pre- e post-trattamento.

Conclusioni
II sistema di videomicroscopia compu­
terizzata da noi utilizzato si e rivelato
utile nell'individuazione dei parametri
istologici predittivi di evolutivita e nel­
la loro quantizzazione garantendo ri­
sultati riproducibili e confrontabili. Ta­
le metodica puo consentire di verifica-

re, in biopsie seriate nel tempo, I'effi­
cacia 0 meno di un determinato proto­
colla terapeutico attraverso la val uta­
zione delle modificazioni dei parametri
morfometrici .
L'uso di sistemi computerizzati nell'a­
nalisi istomorfometrica ha consentito
peraltro un notevole risparmio nel tem­
po di esecuzione dell'esame rendendo
possibile l'applicazione routinaria del­
I'istomorfometria nella diagnostica
bioptica renale.
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