nephro[Y 1354

Raccomandazioni per una corretta diagnosi
dell’amiloidosi renale

00071

Franco Ferrario

Fabio Pagni (collaboratore) ; '_?_\E:H)ad

Premesse

Diagnosi di Amiloide con
metodiche tradizionali

Problemi diagnostici ed ulteriori
indagini

Classificazione dell’amilodosi ed
immagini istologiche

Riferimenti



Raccomandazioni per una corretta diagnosi dell’amiloidosi renale 00071

Abstract

Le amiloidosi sono un gruppo molto eterogeneo di malattie con deposizione extracellulare di fibrille
congofiliche con simile morfologia ma del tutto differente composizione chimica.

Per una corretta diagnosi di amiloidosi renale, la conseguente adeguata terapia e la migliore
valutazione prognostica sono indispensabili una solida esperienza morfologica e la disponibilita di:

e tutte le metodiche “tradizionali”;
e ulteriori strumenti per la tipizzazione dell’amiloide,

Dal momento che la caratterizzazione dei depositi di amiloide rimane il maggiore obiettivo
diagnostico e la tipizzazione dei depositi ¢ attualmente fortemente raccomandata, sarebbe auspicabile
I’istituzione di un network con I’individuazione di:

e alcuni centri nefropatologici di riconosciuta esperienza che effettuino uno screening centralizzato per la diagnosi di
amiloidosi renale con tutte le metodiche “tradizionali”;
e centri di alta specializzazione per lo studio delle Amiloidosi Sistemiche per la definitiva caratterizzazione del tipo di

proteina amiloidogenica coinvolta nel danno renale.

Testo

Premesse

Le amiloidosi sono un gruppo di malattie caratterizzate dalla deposizione extracellulare di fibrille
congofiliche morfologicamente simili fra loro, ma costituite da proteine differenti.

I tipi pit comunemente coinvolti nel rene sono:

e I’amiloidosi AL (da catene leggere delle immunoglobuline),

e [’amiloidosi AA (da proteina sieroamiloide A).
Altri tipi di amiloidosi sono da:

e transtiretina,

e apolipoproteina Al,
e fibrinogeno,

* LECT-2,

e apo(C-2.

L’accurata distinzione fra i diversi tipi di proteine amiloidogeniche riveste una fondamentale
importanza clinica, prognostica e soprattutto terapeutica volta al trattamento della causa eziologica
responsabile della malattia.

Per una corretta diagnosi di amiloidosi renale sono pertanto indispensabili una solida esperienza morfole
morfologica e la disponibilita di tutte le metodiche “tradizionali” per la diagnosi e di indagini pit
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approfondite per la tipizzazione della proteina amiloidogenica.

Le alterazioni morfologiche della biopsia renale non solo comprendono un vasto spettro di
deposizione di amiloide a livello glomerulare, tubulointerstiziale e vascolare ma anche e soprattutto
una significativa variabilita dell’entita della deposizione a livello renale nei differenti pazienti

Inoltre, al microscopio ottico, spesso si pongono difficili problemi di diagnosi differenziale con altre
glomerulopatie e si rende necessaria un altrettanto solida esperienza immunoistologica per un primo
screening diagnostico come appare evidente dal confronto tra 1 diversi Figura 1 e Figura 2.

e Figura 1 A — Figura 2 A: Glomerulonefrite membranoproliferativa lobulare idiopatica di tipo 1.
e Figura 1 B — Figura 2 B: Glomerulosclerosi nodulare diabetica.

e Figura 1 C — Figura 2 C: Glomerulopatia lobulare a depositi di catene leggere (lambda).

e Figura 1 D — Figura 2 D: Amiloidosi renale massiva di tipo AA.

Diagnosi di Amiloide con metodiche tradizionali
Microscopia Ottica

L’amiloide appare al microscopio ottico come una sostanza extracellulare amorfa, eosinofila, PAS
negativa o debolmente positiva e negativa all’impregnazione argentica (Figura 3)

Colorazioni Istochimiche

Nel sospetto morfologico di amiloidosi renale due tipi di colorazioni istochimiche sono tuttora
utilizzate come primo step diagnostico:

¢ [1 rosso Congo (Figura 4) con I’osservazione della birifrangenza verde mela alla luce
polarizzata.(Figura 5)
e La tioflavina T. (Figura 6)

Microscopia elettronica

La microscopia elettronica ¢ estremamente utile a confermare la diagnosi, dimostrando il tipico
aspetto fibrillare dei depositi, con una distribuzione irregolare e disordinata che altera completamente
le aree mesangiali e/o parietali interessate. Le fibrille hanno uno spessore intorno ai 10nm e non sono
ramificate. Figura 7)

Immunoistochimica

La microscopia ottica, le colorazioni istochimiche e la microscopia elettronica possono essere
diagnostiche per la presenza di amiloidosi renale ma non sono sufficienti a tipizzare il tipo di amiloide.

E pertanto indispensabile utilizzare metodiche immunoistochimiche con anticorpi diretti contro le
catene leggere kappa e lambda e la proteina sieroamiloide A per la diagnosi delle forme pitt comuni
(amiloidosi AL e AA) (Figura 8 - Figura 9 - Figura 10 - Figura 11)

Problemi diagnostici ed ulteriori indagini
Problemi diagnostici
In realta 1a maggior parte delle esperienze internazionali sono concordi nel ritenere che la relativa

intensita delle colorazioni immunoistochimiche unita alla occasionale falsa negativita del Rosso
Congo e delle catene leggere pongono dei grossi problemi diagnostici anche in laboratori con elevata
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esperienza.
I1 Rosso Congo puo produrre:

e falsi negativi in casi con minime quantita di amiloide
e falsi positivi per inesatta interpretazione di rifrangenza delle fibre collagene

Inoltre con questa colorazione occorre:

e cvitare sezioni troppo sottili
e usare Rosso Congo Alcalino

Le tipizzazioni immunoistochimiche sono in grado di rilevare solo alcuni tipi di amiloide (AL e AA).

AL falsi negativi possono derivare dal fatto che gli anticorpi commerciali identificano la regione
costante delle catene leggere delle immunoglobuline mentre in alcune forme di amiloide sono
costituite selettivamente da catene leggere “troncate” (costituite esclusivamente dalla regione
variabile).

Ulteriori Indagini

Sebbene piu sofisticati approcci biochimici siano attualmente in fase di studio, essi richiedono quantita
di tessuto non sempre disponibile soprattutto nel “piccolo” frustolo della biopsia renale.

In casi particolarmente difficili le tecniche di proteomica consentono di identificare in modo
inequivocabile la proteina che forma i depositi di amiloide.

E pertanto attualmente indicata una piul precisa caratterizzazione ultrastrutturale delle fibrille di
amiloide mediante 1’uso di anticorpi diretti contro le proteine amiloidogeniche; I’immunoreazione
¢ rivelata da anticorpi secondari coniugati con particelle d’oro.

Nel Centro per lo Studio delle Amiloidosi Sistemiche - Struttura Complessa di Anatomia Patologica
Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo-Pavia e nel Centro di Nefropatologia dell'Ospedale San
Gerardo di Monza in collaborazione con il Dipartimento di Patologia-UNIMI-Ospedale Sacco di
Milano:

¢ le sezioni ultrasottili sono contrastate con uranile acetato 5% e piombo citrato (soluzione di
Reynold) ed esaminate al microscopio elettronico;

e tutti i campioni in cui sono individuate fibrille di amiloide vengono processati con il metodo
immunogold postembedding per caratterizzare la proteina costitutiva (figura 12 — figura 13 —
figura 14)

Nella Tabella 1 sono riportati gli Anticorpi e le condizioni d’uso per la caratterizzazione dell’amiloide (3

(v. Anticorpi e condizioni d’uso per la caratterizzazione dell amiloide).

Classificazione dell’amilodosi ed immagini istologiche

La Classificazione Istopatologia della amiloidosi renale sulla base del coinvolgimento renale ¢

riportata nella Tabella 2 (v. Classificazione istologica dell'amiolide renale basata sul coinvolgimento
glomerulare).

Di seguito sono riportate alcune immagini di quadri istologici di amiloidosi.
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e Paziente con sindrome nefrosica: glomerulonefrite a lesioni minime? (Figura 15)

* Minima deposizione mesangiale di amiloide (Figura 16)

* Minima deposizione di amiloide rosso Congo positiva (Figura 17)

* Minima deposizione di fibrille di amiloide alla Microscopia Elettronica (Figura 18)

e Paziente con sindrome nefrosica: glomerulonefrite a lesioni minime? (Figura 19)

¢ A maggiore ingrandimento evidenza di “spicule” nel versante sottoepiteliale della membrana
basale. (Figura 20)

* Microscopia Elettronica: fibrille di amiloide arrangiate in fasci paralleli nel versante
sottoepiteliale della membrana basale a formare delle “spicule”(simil spikes) - Forma simil
membranosa. (Figura 21)

* Minima - Focale mesangiocapillare - Mesangiocapillare diffusa — Massiva (Figura 22)

¢ Minima - Focale mesangiocapillare - Mesangiocapillare diffusa — Massiva (Figura 23)

* Deposizione di amiloide unicamente a livello delle arteriole (glomeruli negativi) (Figura 24)
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Esempio di diagnosi differenziale: le fig A-B-C-D appartengono a 4 differenti casi con
ersa: qual & il caso con amiloidosi?

te div

glomerulopatie totalmen

Figura 1.
IMMUNOFLUORESCENZA dei 4 casi
Depositi granulari parietali sottoendoteliali di C3 Depositi parietali lineari di IgG
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Immunofluorascenza negativa
Figura 2.
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L'amiloide appare al microscopio ottico come una sostanza
extracellulare amorfa, eosinofila, PAS negativa o debolmente
positiva e negativa allimpregnazione argentica.

Figura 3.

ROSSO CONGO:
positivita a livello glomerulare e vascolare
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Figura 4.
BIRIFRANGENZA A LUCE POLARIZZATA
Figura 5.
TIOFLAVINA
positivita sia a livello glomerulare che vascolare
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Figura 6.

La microscopia eletfronica & estremamente utile a confermare la
diagnosi, dimostrando il tipico aspetto fibrillare dei depositi, con una
distribuzione irregolare e disordinata che altera completamente le aree
mesangiali e/o parietali interessate.

Le fibrille hanno uno spessore intorno ai 10nm e non sono ramificate

Figura 7.
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Positivita delle catene leggere kappa o lambda nei glomeruli

Figura 8.

Depositi di catene leggere kappa o lambda sulle membrane basali fubulari

Figura 9.
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Depositi di proteina SAA nei glomeruli
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Figura 10.

Depositi di proteina SAA in un’arteriola e sulla membrana basale tubulare
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Figura 11.
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Figura 12.

ANTI-LAMBDA
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Figura 13.
S.C. Anatomia Patologica Fondazione IRCCS Policlinico S. Matteo - Pavia
Figura 14.
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Raccomandazioni per una corretta diagnosi dell’amiloidosi renale 00071
Paziente con sindrome nefrosica: glomerulonefrite a lesioni minime?
Figura 15.
Minima deposizione mesangiale di amiloide
TR
Figura 16.
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Minima deposizione di amiloide rosso Congo positiva

Figura 17.

Minima deposizione di fibrille di amiloide alla Microscopia Elettronica
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Figura 18.

Paziente con sindrome nefrosica: glomerulonefrite a lesioni minime?

Figura 19.

A maggiore ingrandimento evidenza di “spicule” nel versante sottoepiteliale
della membrana basale.
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Raccomandazioni per una corretta diagnosi dell’amiloidosi renale 00071

Figura 20.

Microscopia Elettronica:

fibrille di amiloide arrangiate in fasci paralleli nel versante sottoepiteliale
della membrana basale a formare delle “spicule’(simil spikes)

Forma simil membranosa.

Figura 21.
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Minima Focale resangiocapillara

Figura 22.

Minima Focale mesangiocapillarae

Figura 23.
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Deposizione di amiloide unicamente a livello delle arteriole
{glomeruli ne

Figura 24.

Documenti allegati

e Anticorpi e condizioni d’uso per la caratterizzazione dell’amiloide
» Classificazione istologica dell'amiolide renale basata sul coinvolgimento glomerulare
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