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Riassunto

Introduzione: nel cane, le glomerulonefriti di origine immunomediata rappresentano le patologie primarie più frequenti a li-
vello renale; d’altra parte la patogenesi delle lesioni renali può essere anche secondaria ad alterazioni vascolari od altre malat-
tie sistemiche. Attraverso tecniche di immunofluorescenza, i depositi (immunoglobuline e complemento C3) vengono eviden-
ziati sotto forma di strutture granulari a livello mesangiale o di membrana basale glomerulare (g.b.m.) e permettono di fornire
dati supplementari per una possibile ezio-patologia della lesione renale.

Materiali e metodi: allo scopo di stabilire la frequenza di deposizione di IgG, IgM, IgA e C3, sono state analizzate, attraverso
tecnica di immunofluorescenza, 74 biopsie renali prelevate da cani con malattie renali diverse. 

Risultati: i casi sono stati suddivisi in due gruppi sulla base delle caratteristiche istologiche ed ultrastrutturali seguendo i cri-
teri della classificazione delle patologie renali umani fornita dall’OMS: Nefropatie Immuno Mediate (IMN) e Nefropatie Non Im-
muno Mediate (NIMN). Un’associazione significativa è stata riscontrata tra il gruppo delle Nefropatie Immuno Mediate e la de-
posizione di IgG nel mesangio e sulla membrana basale glomerulare, e di IgM solo a livello di mesangio. Il meccanismo di in-
trappolamento degli immunocomplessi nella sclerosi glomerulare causa la deposizione di IgM nelle Nefropatie Non Immuno
Mediate. 

Discussione: in conclusione, l’immunofluorescenza risulta di fondamentale importanza nelle patologie renali nel cane, così
come già avviene nella patologia renale umana, al fine di implementare e migliorare i dati sulla patogenesi e ottenere possibili
riscontri sulla terapia.

Summary

Introduction: Immune complex glomerulonephritis represents one of the most common forms of primary glomerular disea-
se. Renal lesions may also be secondary to vascular alterations or other systemic diseases. 

Materials and methods: Seventy-four renal cortical biopsies from dogs with varying degrees of renal failure were studied by
immunofluorescence in order to assess the frequency and potential predominance of IgG, IgM, IgA and complement C3 depo-
sition. 

Results: Based on clinical parameters, the results of standard histological examination and electron microscopic analysis,
the dogs were divided into two groups according to the origin of the disease: Immune Mediated Nephropathy (IMN) and Non
Immune Mediated Nephropathy (NIMN). A strong association between IMN and the degree of immunofluorescence was de-
tected for IgG in mesangium and in glomerular basement membrane and for IgM only in mesangium. The mechanism of im-
mune complex trapping in the glomerulus also results in positive reactions to IgM in NIMN. 

Discussion: Immunofluorescence staining was highly characteristic and in conjunction with conventional stains greatly
enhanced histological diagnosis.

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 12/12/2007 ed accettato per pubblicazione dopo revisione il 16/07/2008”.
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INTRODUZIONE

Nella patologia renale umana, le tecniche diagnostiche
di routine per la valutazione delle biopsie renali compren-
dono: la microscopia ottica su campioni fissati in formali-
na, l’immunofluorescenza su sezioni al criostato e la micro-
scopia elettronica. La microscopia ad immunofluorescenza
è fondamentale per evidenziare i meccanismi patogenetici
delle malattie e per la definizione di una diagnosi precisa in
caso di malattie infiammatorie renali. Nel cane, lo stru-
mento di indagine per la diagnosi di patologie renali è la
semplice microscopia ottica. Diversi studi hanno dimostra-
to l’elevata prevalenza della deposizione di immunocom-
plessi circolanti nel meccanismo patogenetico delle glome-
rulonefriti nel cane. Attraverso tecniche di immunofluore-
scenza, tali depositi (immunoglobuline e complemento C3)
vengono evidenziati sotto forma di strutture granulari a li-
vello mesangiale o di membrana basale glomerulare
(g.b.m.) (1,2). In veterinaria, la diagnosi classica della princi-
pali patologie glomerulari viene effettuata esclusivamente a
partire dall’esame istologico, di routine con ematossilina-
eosina non riuscendo così in molti casi ad arrivare ad una
precisa classificazione della patologia e/o ad una indivi-
duazione della causa. Infatti, la classificazione delle patolo-
gie infiammatorie renali nel cane è obsoleta e offre scarse
correlazioni tra prognosi e lesioni osservate (3,4,5,6,7,8). Inol-
tre, una inadeguata classificazione della patologia determi-
na come conseguenza una incerta gestione clinica del pa-
ziente e una prognosi aleatoria. Nel presente studio sono
state analizzate le principali patologie renali prelevate dal-
l’archivio diagnostico del Laboratorio di Istopatologia Ve-
terinaria della Facoltà di Medicina Veterinaria dell’Univer-
sità di Torino. I casi sono stati diagnosticati sulla base del-
l’esito della microscopia ottica, dell’immunofluorescenza e
della microscopia elettronica, comparando le lesioni renali
e la specifica deposizione di immunoglobuline e comple-
mento. Scopo del presente lavoro è stato di confrontare i
risultati dell’esame istologico con l’espressione delle diffe-
renti classi di immunoglobuline e della frazione C3 del
complemento, valutata mediante l’esame in immunofluore-
scenza, nelle principali patologie renali del cane. L’immu-
nofluorescenza dovrebbe essere considerata un utile stru-
mento diagnostico, nonché un valido metodo di ricerca,
nella patogenesi delle malattie renali nel cane, così come
avviene nella patologia renale umana (11).

MATERIALI E METODI 

Presso il Laboratorio di Istopatologia Veterinaria dell’U-
niversità di Torino sono state esaminate 74 biopsie renali di
cane. I casi derivavano da prelievi effettuati attraverso tru-
cut e prelievi chirurgici in laparatomia eseguiti in un perio-
do di 4 anni, dal 2002 al 2006. Il protocollo di prelievo e
processazione di ogni biopsia renale è stato standardizzato.
In breve, una sezione del parenchima renale comprenden-
te la corticale renale veniva fissata in formalina tamponata,
inclusa in paraffina, e successivamente colorata con: Ema-
tossilina Eosina, acido periodico di Schiff (PAS), fucsina
acida e arancio G (AFOG), Tricromica di Masson, Ema-
tossilina Fosfotungstica Acida (PTAH) ed elastina di Mil-
ler. Le lesioni istologiche sono state classificate secondo la

classificazione delle patologie renali nell’uomo fornita dal-
l’OMS (9,10). I casi sono stati così suddivisi in due gruppi
sulla base delle caratteristiche istopatologiche ed ultra-
strutturali seguendo i criteri della classificazione delle pa-
tologie renali umane fornita dall’OMS: Nefropatie Immu-
no Mediate (IMN) e Nefropatie Non Immuno Mediate
(NIMN). Nella categoria IMN, gli autori hanno classifica-
to le seguenti malattie: Glomerulonefrite Membrano-Proli-
ferativa (MPGN), Glomerulonefrite Membranosa (MGN),
Glomerulonefrite Mesangiale (MeGN), Glomerulonefrite
Post-Infettiva (PiGN) e Glomerulosclerosi Focale Segmen-
tale (FSGS). Nella categoria NIMN sono state incluse:
Glomerulosclerosi Diabetica, Malattia a lesioni minime
(MCD), Nefroangiosclerosi Ipertensiva e Nefrite Intersti-
ziale (IN). 

Per la preparazione del campione per l’esame in immu-
nofluorescenza diretta, il materiale fresco veniva immerso
in gel OCT e congelato in azoto liquido a –80oC. Successi-
vamente, sezioni di 5 μm di spessore ottenute al criostato
venivano fissate in acetone per 15 minuti; dopo un lavaggio
con PBS (due passaggi), le sezioni venivano incubate con
anticorpi diretti contro IgA, IgG, IgM e complemento C3
specifici per il cane (Bethyl Laboratories INC., Montgo-
mery, USA). I risultati venivano classificati in base al pat-
tern osservato (granulare o lineare), alla localizzazione dei
depositi (mesangio, membrana basale glomerulare, tubuli e
vasi) e alla loro distribuzione (focale, diffusa, segmentale e
globale) ed intensità. La microscopia elettronica a trasmis-
sione è stata eseguita su ogni campione renale secondo pro-
cedure standard.

Analisi statistica
Lo studio trasversale per valutare l’associazione tra IMN

e positività all’esame in immunofluorescenza è stato ese-
guito utilizzando il programma GraphPad InStat (Graph-
Pad Software, San Diego, California, USA). Il test esatto di
Fisher a due code veniva considerato significativo per valo-
ri di P inferiori a 0,05 e veniva annotata la odds ratio corri-
spondente.

RISULTATI

Nello studio sono stati inclusi 74 cani, 40 femmine e 34
maschi. L’età del campione esaminato variava tra 13 mesi e
15 anni (media: 9 anni). Sono state esaminate tredici razze:
Meticcio (36), Labrador Retriever (8), Pastore Tedesco (7),
Rottweiler (5), Beagle (4 casi), Golden retriever (3), Pasto-
re Bernese (3), West Highland White Terrier (2), Dalmata
(2), Schnauzer (2), Collie (1), Yorkshire (1). Le frequenza
relativa delle diverse malattie renali riscontrate è stata sche-
matizzata nella Tabella 1.

Sulla base della lesione istopatologica, le malattie sono
state suddivise in due categorie correlate alla possibile ori-
gine della patologia, ovvero immunomediata o altre cause
sistemiche. 

Nefropatie Immuno Mediate. (vedi Tabella 2) Istologi-
camente, le glomerulonefriti membranose erano caratteriz-
zate da un ispessimento della GBM (Fig. 1a) e all’immuno-
fluorescenza venivano evidenziati prevalentemente deposi-
ti di IgG e C3, associati a presenza variabile di IgM. Il pat-
tern di deposizione risultava di tipo granulare, lungo i ca-
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pillari glomerulari (Fig. 1b). La glomerulonefrite membra-
noproliferativa era caratterizzata da un ispessimento irre-
golare della membrana basale glomerulare, da una prolife-
razione delle cellule mesangiali e da sclerosi (Fig. 1c). L’im-
munofluorescenza rivelava una positività agli anticorpi an-
ti-IgG e anti-C3 in tutti i casi esaminati; la presenza di tali
depositi è stata osservata nel mesangio e lungo la membra-
na basale glomerulare, con una distribuzione granulare.
L’intensità e la distribuzione diminuivano in base alla pro-
gressione del danno, ove i depositi risultavano intrappolati
nella matrice mesangiale e nelle aree di sclerosi (Fig. 1d).

Nella glomerulosclerosi focale segmentale, istologica-
mente, si osservavano glomeruli caratterizzati da una scle-
rosi focale e segmentale a livello del polo vascolare; in tali
casi la deposizione di IgM e C3 era associata ad aree di scle-
rosi nei glomeruli (Fig. 2a, 2b). I casi di glomerulonefrite
post-infettiva erano caratterizzati da una diffusa glomeru-
lonefrite di tipo essudativo; i capillari glomerulari si pre-
sentavano notevolmente ispessiti in seguito al presenza di
fenomeni essudativi (Fig. 2c). IgG e C3 erano i depositi più
rappresentati, distribuiti secondo un pattern diffuso nel
mesangio. Per contro, i casi di glomerulonefrite mesangia-
le erano associati ad una diffusa proliferazione delle cellu-
le mesangiali ed esibivano un’intensa deposizione di IgM

FIGURA 1
a) MGN, caratterizzata da uniforme ispessimento della GBM (PAS, x400).
b) Immunofluorescenza di un glomerulo MGN; diffusa ed intensa deposizione granulare lungo la GBM. (fluorescin-coniugated anti-goat IgG, x400).
c) MPGN, caratterizzata da ispessimento irregolare della membrana basale, proliferazione delle cellule mesangiali e sclerosi (PAS, x400).
d) Immunofluorescenza di un glomerulo con MPGN; sparsa deposizione granulare lungo la GBM e meno prominente pattern  mesangiale. (fluorescin-coniu-
gated anti-goat IgG, x400).

Tabella 1
Frequenza relativa di IMN e NIMN

IMN NIMN

MPGN 13 MCD 11

MGN 11 Glomerulosclerosi Diabetica 4

PiGN 5 Nefroangiosclerosi 5

FSGS 4 IN 15

MeGN 6

39 35

Tabella 2
Frequenza relativa dei depositi in IF per i differenti antisieri in IMN

IMN IgG IgM IgA C3

MPGN 13/13 8/13 1/13 13/13

MGN 10/11 7/11 0/11 10/11

PiGN 5/5 1/5 0/5 4/5

FSGS 0/4 3/4 0/4 1/4

MeGN 2/6 5/6 1/6 2/6
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nel mesangio. 
Nefropatie Non Immuno Mediate. (vedi Tabella 3) In

alcuni casi di malattia a lesioni minime, sono stati osservati
nel mesangio deposizioni minime di IgG, IgM e C3. Nella
glomerulosclerosi diabetica, l’esame in immunofluorescen-
za ha mostrato una differente localizzazione di IgM e C3
nel mesangio, corrispondente a lesioni nodulari nei glome-
ruli sclerotici e a possibili aree di ialinosi (Fig. 2d). Nella
nefroangiosclerosi ipertensiva, le lesioni erano consistenti
con una diffusa mesangiolisi del glomerulo. I glomeruli
mostravano una deposizione globale nel mesangio di IgM
nelle corrispondenti aree di sclerosi, mentre la distribuzio-
ne di C3 era diffusa e presente nella parete delle arteriole,
corrispondenti a depositi ialini a livello istologico. Nessun

deposito è stato osservato nei casi di nefrite interstiziale. 
Risultati dell’analisi statistica
Nella Tabella 4 vengono schematizzati i risultati ottenuti

nelle IMN e nelle NIMN per la positività all’immunofluo-
rescenza e la corrispondente localizzazione per ciascun an-

FIGURA 2 
a) FSGS, caratterizzata da aree segmentali di sclerosi e adesione alla capsula di Bowman (PAS, x400).
b) Immunofluorescenza di un glomerulo con FSGS; area sclerotica con intrappolamento di IgM. (fluorescin-coniugated anti-goat IgM, x400).
C) Glomerulonefrite Post-Infettiva, caratterizzata da diffuso essudato neutrofilico nei capillari del glomerulo (PAS, x400).
d) Immunofluorescenza di un glomerulo con Nefropatia Diabetica; ispessimento della GBM e area nodulare di mesangiolisi. (fluorescin-coniugated anti-goat
C3, x400).

Tabella 3
Deposizione dei differenti antisieri nel NIMN

NIMN Totale Positività ad IF

MCD 11 IgG, IgM, C3

Glomerulosclerosi Diabetica 4 IgM, C3

Ipertensione 5 IgM, C3

IN 15 C3 nei tubuli Tabella 4
Reazione positiva all’immunofluorescenza e corrispondente

localizzazione per IMN e NIMN

IF positivo

Totale IMN NIMN P valore Odds 
Ratio

IgG  mesangio 40 33 7 p<0.0001 22.000

IgG  g.b.m. 15 13 2 p<0.005 8.250

IgM mesangio 21 16 5 p<0.05 4.174

IgM g.b.m. 12 8 4 n.s.* -

IgA mesangio 3 3 0 n.s.* -

C3 mesangio 52 30 22 n.s.* -

C3 g.b.m 19 13 6 n.s.* -

*   n.s.: non statisticamente significativa
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ticorpo. È stata riscontrata un’associazione statisticamente
significativa tra IMN e positività all’immunofluorescenza
per le IgG nel mesangio e nella membrana basale glomeru-
lare e per le IgM solo nel mesangio. La odds ratio corri-
spondente è stata riportata nell’ultima colonna della Tabel-
la 4. Nei soggetti con IMN, rispetto ai soggetti con NIMN,
è stata rilevata una fortissima associazione positiva (>20)
con la positività alla determinazione delle IgG nel mesan-
gio, un’associazione forte (>8) con le IgG nella g.b.m. ed
un’associazione tra forte e moderata con le IgM nel mesan-
gio (>4).

DISCUSSIONE

Nel presente lavoro, il riscontro dell’immunofluorescen-
za nei campioni renali è risultato essenziale per la diagnosi
di alcune lesioni infiammatorie di natura immunomediata.
La maggior parte dei casi di glomerulonefrite membrano-
proliferativa (MPGN) e membranosa (MGN) selezionati
per il presente studio (18/24) è risultata secondaria a pro-
cessi infettivi. In queste due classi, tale associazione è da
mettere in relazione alla natura dell’agente eziologico, Lei-
shmania infantum (12 cani) e Dirofilaria immitis (6 cani). In
generale, la maggior parte degli agenti infettivi stimola la
produzione di IgG e IgM, determinando la presenza di an-
ticorpi che reagiscono con i loro corrispettivi antigeni cir-
colanti per formare immunocomplessi in grado di attivare
la catena del complemento (12). Queste due immunoglobu-
line, in particolare le IgM, sono in grado di innescare la via
classica di attivazione del complemento, attraverso la fra-
zione C1q, con successiva attivazione della frazione C3 del
complemento, fattore chemotattico per i leucociti poli-
morfonucleati. Le IgG sono la classe immunoglobulinica
presente in maggior concentrazione nell’organismo e rap-
presentano la molecola di minori dimensioni in grado di
fuoriuscire dal letto vasale (12,13). A conferma di tale dato,
nelle IMN si è riscontrata una frequenza elevata di deposi-
zione di IgG e IgM in associazione con la frazione del com-
plemento C3 (vedi Tabella 2). 

I risultati ottenuti mediante l’immunofluorescenza met-
tono anche in luce la deposizione di IgM, indipendente-
mente dal meccanismo immunologico coinvolto. Nello
specifico, nei casi di FSGS e di nefroangiosclerosi, è stata
riscontrata la deposizione di IgM nelle aree sclerotiche (14).
Questo dato è stato messo in relazione alle grosse dimen-
sioni della glicoproteina (880-941 kDa) e al meccanismo di
intrappolamento all’interno del glomerulo. Nella categoria
delle NIMN, la deposizione delle diverse molecole non è
mai stata presa in considerazione, considerando la positi-
vità come un dato aspecifico. D’altronde, l’esame del pre-
parato su congelato mette in luce una deposizione indipen-
dente dal sito di origine della patologia. Nel presente lavo-
ro, nei casi di MCD, la deposizione irregolare di depositi
focali lungo la membrana basale glomerulare non è mai sta-
ta confermata all’esame ultrastrutturale; questo punto pre-
senta ancora ampi margini di discussione, dal momento
che le lesioni immunomediate possono svilupparsi, anche
in assenza di lesioni istologiche evidenti (15). 

L’associazione statisticamente significativa tra IMN e po-
sitività all’immunofluorescenza per la deposizione di IgG,
sia a livello di mesangio sia di membrana basale glomerula-

re, conferma che la valutazione in immunofluorescenza per
le IgG rappresenta un utile strumento diagnostico per dif-
ferenziare la categoria delle IMN da quella delle NIMN.
Nel presente studio, soggetti con IMN presentano, rispet-
tivamente, una fortissima associazione positiva con la posi-
tività alla deposizione di IgG nel mesangio e una forte as-
sociazione positiva con la deposizione di IgG nella mem-
brana basale. Analogamente, la deposizione mesangiale di
IgM è significativa nelle nefropatie di origine immunome-
diata. Analizzando i dati ottenuti con i diversi anticorpi te-
stati, risulta evidente come la deposizione di IgG sia stata
riscontrata solo in associazione con la frazione C3 del com-
plemento. 

Quanto appena discusso dimostra che l’impiego costan-
te delle tecniche di immunofluorescenza, in associazione
con l’esame istologico, diventa estremamente significativo
nel differenziare tra IMN e NIMN, ancor più se si tratta di
casi di glomerulonefrite membranosa e membranoprolife-
rativa. La dimostrazione della presenza di IgM e C3 nelle
aree sclerotiche può essere considerata utile ai fini diagno-
stici in patologie come le FSGS, ove i depositi sono positi-
vi in una sorta di meccanismo fisico di intrappolamento. 

In conclusione, nel cane studi di immunofluorescenza
sul tessuto renale in associazione con esami clinici sono es-
senziali nel differenziare i meccanismi immunopatologici
coinvolti nel danno renale, rispetto ad altre cause di malat-
tia. In molte patologie l’esame in immunofluorescenza è ri-
sultato estremamente caratteristico (vedi FSGS, MGN e
MPGN). Tra i vantaggi più significativi di questa tecnica vi
sono sicuramente la rapidità della metodica e l’ottenimen-
to di un risultato altamente specifico e sensibile. Trattan-
dosi di una tecnica di immunofluorescenza diretta non vi è
possibilità che si verifichino falsi positivi e/o falsi negativi.
Ulteriori indagini, e soprattutto l’esame completo delle
biopsie renali, anche correlato dall’indagine ultrastruttura-
le, permetteranno una definizione completa delle lesioni
renali. Quanto appena descritto risulta di fondamentale
importanza nelle patologie renali nel cane, così come già
avviene nella patologia renale umana, al fine di implemen-
tare e migliorare i dati sulla patogenesi e ottenere possibili
riscontri sulla terapia.
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