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UNA NUOVA IPOTESI PATOGENETICA SUL RUOLO
DELLA PRESSIONE ARTERIOSA NELLO SVILUPPO
DELLA NEFROPATIA DIABETICA

Introduzione

La nefropatia diabetica interessa circa un terzo dei
soggetti diabetici. Il diabete mellito, in particolare di
tipo 2, ha un’elevata prevalenza nella popolazione e
I'aumento di tale prevalenza, verificatosi negli ultimi
decenni, ha fatto si che la nefropatia diabetica sia
oggi la causa piu comune di insufficienza renale cro-
nica terminale nei Paesi occidentali e sia prossima a
diventare un‘emergenza socio-sanitaria. Ogni sforzo
deve pertanto essere fatto al fine di comprenderne i
meccanismi patogenetici e prevenirla.

La storia naturale della malattia e caratterizzata da un
progressivo aumento della permeabilita glomerulare
alle proteine, che si accompagna nelle fasi piu avan-
zate a decadimento della funzionalita renale. Dal
punto di vista anatomo-patologico, si possono osser-
vare aumento del volume frazionale del mesangio e
ispessimento della membrana basale glomerulare.
L'espansione del mesangio, che si verifica a spese del
lume capillare glomerulare e dell’area della superficie
di filtrazione, € l'alterazione strutturale che meglio
correla con il decadimento della funzionalita renale e
con lo sviluppo di proteinuria (1). Tale espansione ¢
dovuta ad accumulo di costituenti della matrice extra-
cellulare, quali collageno, fibronectina e laminina (2).

Ipertensione arteriosa e nefropatia
diabetica: studi clinici

Studi prospettici nel diabete, sia di tipo 1 sia di tipo 2,
hanno dimostrato che l'iperglicemia & il fattore piu
importante nello sviluppo della nefropatia diabetica
(3, 4). Tuttavia la maggior parte dei soggetti diabeti-
ci (70%) non sviluppa la patologia renale e, sebbene
alcune alterazioni istologiche siano osservabili nel
rene, la loro funzionalita renale rimane sostanzial-
mente normale sino alla morte. Ne consegue, per-
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tanto, che l'iperglicemia & necessaria, ma non suffi-
ciente a causare il danno renale che conduce a insuf-
ficienza renale cronica.

L'ipertensione arteriosa svolge un ruolo critico nella
progressione del danno renale ed & ben noto che la
normalizzazione dei livelli pressori riduce la proteinu-
ria e rallenta la perdita della funzione del rene (5).
Tuttavia, I'ipertensione non ¢ solo un fenomeno col-
laterale o secondario alla perdita della funzionalita
renale. Vi sono, infatti, convincenti dimostrazioni che
un aumento dei livelli della pressione arteriosa prece-
de e conferisce suscettibilita allo sviluppo della malat-
tia renale. Studi prospettici hanno dimostrato che i
soggetti che svilupperanno microalbuminuria hanno,
all'inizio dello studio (quando sono ancora normoal-
buminurici), livelli di pressione arteriosa e di HbA,,
piu elevati dei soggetti che rimarranno normoalbu-
minurici durante il follow up (6, 7). Tale osservazione
suggerisce che il passaggio da normo a microalbumi-
nuria richiede la presenza sia di uno scarso controllo
glicemico sia di un aumento dei livelli di pressione
arteriosa. Negli indiani Pima un elevato livello di pres-
sione arteriosa prima dell’insorgenza del diabete con-
ferisce un piu elevato rischio di patologia renale dopo
lo sviluppo del diabete (8). Studi condotti sulle fami-
glie hanno mostrato che una familiarita per l'iperten-
sione arteriosa predispone al danno renale in presen-
za di diabete (9) ed é stato calcolato che il rischio di
nefropatia nei diabetici di tipo 1 & tre volte maggiore
in presenza di familiarita ipertensiva.

Insulto emodinamico
e glomerulosclerosi

Aumenti anche modesti della pressione arteriosa
media, ancora nel range della normotensione, posso-
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no essere deleteri per il rene e clinicamente rilevanti
in un soggetto diabetico. Questo perché il diabete
causa una disfunzione dei meccanismi di autoregola-
zione della pressione nei capillari glomerulari, con
aumento della pressione capillare glomerulare e faci-
litata trasmissione della pressione sistemica e delle
sue oscillazioni al microcircolo renale (10).

Studi autoptici in pazienti diabetici con stenosi unila-
terale dell’arteria renale hanno dimostrato che la
lesione sclerotica nodulare tipica della glomerulopa-
tia diabetica si sviluppa solo nel rene con larteria
renale pervia (11). Inoltre, nell’animale, il trattamen-
to con ACE-inibitori, che riporta alla norma la pres-
sione intraglomerulare, previene la sclerosi del glo-
merulo e la proteinuria (12). Cio, insieme a moltepli-
ci altre evidenze sia nell’'uomo sia nell’animale, indica
che I'aumento della pressione intraglomerulare svol-
ge un ruolo cruciale nella genesi nella sclerosi del glo-
merulo renale. E stato, tuttavia, solo recentemente,
con la dimostrazione delle peculiari proprieta elasti-
che del glomerulo e della risposta delle cellule mesan-
giali in coltura allo stiramento meccanico, che si &
chiarito il meccanismo attraverso il quale l'insulto
emodinamico a livello dei capillari glomerulari porta
a danno renale.

Il glomerulo ha un’elevata compliance e, quando la
pressione intraglomerulare aumenta a livelli che
approssimano quelli presenti nella nefropatia diabeti-
ca, il volume glomerulare aumenta circa del 30%.
L'espansione del glomerulo si associa ovviamente a
stiramento delle sue componenti strutturali, inclusa la
matrice extracellulare e gli elementi cellulari. Studi
morfologici hanno dimostrato che il corpo della cel-
lula mesangiale si situa al centro del lobulo glomeru-
lare e che i suoi numerosi prolungamenti citoplasma-
tici si estendono tra capillari adiacenti e si attaccano
saldamente alle regioni perimesangiali della mem-
brana basale glomerulare. Pertanto lo spostamento
centrifugo di queste regioni durante I'espansione del
glomerulo si traduce in un marcato stiramento tridi-
mensionale della cellula mesangiale (fig. 1) (13)

E possibile mimare in vitro tale stiramento meccanico
sottoponendo cellule mesangiali in coltura a stretch
meccanico. In breve, le cellule sono seminate su pia-
stre di coltura dal fondo flessibile, una pressione
negativa e ciclicamente applicata al di sotto delle pia-
stre e cio provoca la deflessione del fondo flessibile
della piastra con conseguente stiramento delle cellu-
le. Usando questo modello in vitro, € stato dimostra-
to che lo stretch meccanico stimola la sintesi e la
deposizione di componenti della matrice extracellu-
lare, quali collageno (I, 1l e IV), fibronectina e lamini-
na, in modo direttamente proporzionale al grado di
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Fig. 1. | prolungamenti citoplasmatici della cellula mesangiale si
estendono tra capillari adiacenti e si attaccano alle regioni perime-
sangiali della membrana basale glomerulare. L'espansione del glo-
merulo all’aumentare della pressione intraglomerulare causa uno
stiramento tridimensionale della cellula mesangiale.

stretch applicato (14). Pertanto un lieve aumento dei
livelli pressori sistemici, trasmesso al glomerulo grazie
all’azione permissiva sull’emodinamica renale dell’i-
perglicemia, induce espansione del glomerulo con
stiramento delle cellule mesangiali. La risposta delle
cellule mesangiali a tale insulto & un aumento della
produzione di matrice extracellulare con conseguen-
te sclerosi.

Meccanismi cellulari dell’insulto
emodinamico

Nell’ultimo decennio si & cercato di chiarire i mecca-
nismi cellulari e intracellulari attraverso i quali I'insul-
to emodinamico conduce a sclerosi del glomerulo.
Questo lavoro, oltre a portare all'identificazione di
mediatori di danno e quindi di possibili bersagli tera-
peutici, & stato importante perché ha permesso di
chiarire che l'insulto metabolico dell’iperglicemia e
quello emodinamico degli elevati livelli pressori con-
vergono a livello cellulare, influenzando I'espressione
e/o I'attivita di comuni mediatori cellulari e intracel-
lulari.

Le cellule mesangiali sono un‘importante fonte di
citochine, che agiscono sulle cellule mesangiali stesse
con un meccanismo di tipo autocrino o su cellule vici-
ne in modo paracrino. Il TGF-1, un potente stimola-
tore della deposizione di matrice extracellulare, e il
Vascular Endothelial Growth Factor/Vascular Per-
meability Factor (VEGF/VPF), una citochina che au-
menta drammaticamente la permeabilita vascolare,
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sono ritenuti importanti nella patogenesi della nefro-
patia diabetica.

[l numero di prove sperimentali e cliniche a sostegno
dell’ipotesi del TGF-B1 come mediatore della sclerosi
del glomerulo diabetico € oggi impressionante. Per
affermare con sicurezza che una citochina € coinvolta
in un processo patologico, bisogna dimostrarne la
persistente presenza nella sede del danno, provare
inoltre che il danno & indotto dalla citochina e preve-
nuto dalla sua inibizione, infine deve sussistere una
plausibilita biologica (15). In soggetti diabetici nefro-
patici I'espressione del TGF-B1 & persistentemente
aumentata nel glomerulo, e tale aumento & propor-
zionale al grado di accumulo di matrice nel mesangio
(16). Nell’animale sano I'infusione di TGF-1 induce
sclerosi del glomerulo e proteinuria, riproduce in pra-
tica le alterazioni osservabili nella nefropatia diabeti-
ca (17). Nell’animale diabetico il blocco del TGF-j1
con anticorpi neutralizzanti riduce |'iper-espressione
di fibronectina e collageno, e previene la sclerosi del
glomerulo (18, 19). Abbiamo quindi la conferma del-
I'esistenza di un rapporto causale tra I'aumento del
TGF-B1 e quello della matrice.

L'esistenza di una plausibilita biologica € indicata da
studi condotti in vitro sulle cellule mesangiali, la prin-
cipale fonte della matrice mesangiale. Le cellule
mesangiali producono il TGF-B1 ed espongono recet-
tori per il TGF-B. Il legame del TGF-B1 ai suoi recetto-
ri stimola la cellula a produrre pit matrice e meno
metalloproteasi, enzimi deputati alla degradazione
della matrice stessa (20, 21). Il risultato ultimo € un
accumulo di matrice extracellulare. E noto che il TGF-
B1 e responsabile dell’accumulo di matrice extracel-
lulare e dell’ipertrofia cellulare che si verifica in cellu-
le mesangiali esposte ad alti livelli di glucoso (22).
Studi recenti indicano inoltre che il TGF-B1 & anche
coinvolto nell’'iperproduzione di matrice extracellula-
re indotta dallo stretch meccanico. Lo stretch, infatti,
stimola nelle cellule mesangiali umane |'espressione
genica e la secrezione proteica del TGF-B1 e anche
del recettore di tipo 2 del TGF-$ (23). Inoltre anticor-
pi neutralizzanti il TGF-B1 riducono significativamen-
te la produzione di componenti della matrice indotta
dallo stretch (24). Pertanto, l'ipertensione a livello dei
capillari glomerulari aumenta la deposizione di matri-
ce extracellulare nel mesangio con un meccanismo
che ¢, almeno in parte, mediato dal TGF-p1.

Il VEGF/VPF € una citochina vasoattiva dotata di una
potente azione angiogenetica. A livello retinico, il
VEGF svolge un ruolo chiave nella neovascolarizzazio-
ne della retinopatia proliferante, e strategie terapeu-
tiche atte a bloccarne I'azione sono oggi in corso di
studio in trial clinici. Il VEGF/VPF ha inoltre un poten-
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te effetto vasopermeabilizzante ed & in tale azione
50.000 volte piu potente dell'istamina (25). Le-
spressione del VEGF e dei suoi recettori € aumentata
nel rene in varie glomerulopatie caratterizzate da pro-
teinuria e in modelli sperimentali di nefropatia diabe-
tica a suggerire un ruolo del VEGF nella patogenesi
dell’aumentata permeabilita glomerulare del rene
diabetico (26). Recettori per il VEGF sono presenti nel
rene sia sull’endotelio sia sulle cellule mesangiali (25,
27). Le cellule mesangiali inoltre producono il VEGF e
tale produzione aumenta il glucoso (28). Studi utiliz-
zanti il modello dello stretch meccanico hanno dimo-
strato che anche I'insulto emodinamico e I'angioten-
sina Il (Ang Il) indipendentemente inducono I'espres-
sione genica e la secrezione proteica del VEGF (29,
30). Tale osservazione assume particolare rilievo alla
luce del ben noto effetto proteinurico dell’Ang Il e
della provata efficacia degli ACE-inibitori e degli anta-
gonisti del recettore AT1 dell’Ang Il nel rallentare il
progressivo aumento dell’AER in diabetici nefropatici.
La pre-esposizione di cellule mesangiali a stretch pro-
voca un drammatico aumento della produzione di
VEGF dopo stimolo con Ang Il, fenomeno dovuto a un
aumento dell’espressione del recettore AT1 dell’Ang Il
in cellule esposte a stretch (30). Tale osservazione sug-
gerisce che gli effetti deleteri degli elevati livelli di pres-
sione intraglomerulare possono essere conseguenza
non solo di un diretto effetto dell’'insulto meccanico,
ma anche di un aumento della risposta all’Ang Il, come
citochina (fig. 2).

H Il

Fig. 2. L'insulto emodinamico puo diret te indurre la produ-
zione di mediatori ad azione prosclerotica e vasopermeabilizzante,
quali il TGF-B1 e il VEGF, ed esaltare |’azione dell’Ang Il su queste
citochine.
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Meccanismi molecolari dell’insulto
emodinamico

Quali sono i mediatori intracellulari attivati dall’insul-
to emodinamico? La trascrizione dei geni che codifi-
cano per TGF-B1, VEGF e costituenti della matrice,
quali fibronectina e laminina, & controllata a livello
nucleare da un fattore di trascrizione noto come AP-1
(31, 32), la cui espressione € aumentata nei glomeru-
li di ratti diabetici (33, 34). L'espressione dell’AP-1 & a
sua volta sotto il controllo di molecole di segnale
intracellulare ad attivita chinasica.

La proteina chinasi C (PKC), una serina-treonina-china-
si importante nella transduzione di molteplici segnali
extracellulari, induce la produzione di matrice con un
meccanismo AP-1-dipendente (35). Nel diabete speri-
mentale la PKC é attivata nei glomeruli (35) e la sua I'i-
nibizione riduce I’AER e previene l'iper-espressione dei
costituenti della matrice e del TGF-B1 (36-38). E ben
noto che alti livelli di glucoso stimolano I'attivazione
della PKC attraverso un aumento della sintesi de novo
di diacilglicerolo (35, 39). Sorprendentemente, lo
stretch meccanico induce anch’esso una rapidissima
attivazione di questa chinasi nelle cellule mesangiali
(40). Inoltre, studiando i meccanismi intracellulari che
portano alla produzione di VEGF in cellule mesangiali
sottoposte a stretch, si & osservato che tale produzione
e significativamente ridotta da inibitori della PKC a
indicare che la produzione di VEGF & almeno in parte
un fenomeno PKC-dipendente (29).

Le Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK: ERK,
JNK e p38) sono delle chinasi importanti nella trans-
duzione di segnali extracellulari al nucleo. Le MAPK
sono attivate da varie citochine e stress extracellulari
tramite una duplice fosforilazione in corrispondenza
di residui di treonina e tirosina. Una volta attive, si
muovono nel nucleo dove fosforilano e attivano spe-
cifici fattori di trascrizione che regolano |'espressione
dell’AP-1 (41). Pertanto le MAPK possono teorica-
mente controllare |'espressione di matrice, TGF-B1 e
VEGF, con un meccanismo AP-1-dipendente. Recenti
studi indicano che le MAPK e in particolare la p38
sono importanti nell’accumulo di matrice che si
osserva nella nefropatia diabetica.

La p38 ¢ attivata nei glomeruli di ratti diabetici e cio
ne attesta I'importanza in vivo (42). E noto che la p38
puo essere attivata da stress di tipo fisico, quali lo
stress osmotico e i raggi ultravioletti; & pertanto plau-
sibile che lo stretch meccanico possa alterarne lo
stato di attivazione. In accordo con tale ipotesi & stato
recentemente provato in cellule mesangiali umane
che lo stretch causa una rapida e intensa attivazione
della p38. Inoltre in cellule mesangiali sottoposte a
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stretch, uno specifico inibitore della p38 annulla I'i-
perproduzione di fibronectina e TGF-$1, mentre un
inibitore della PKC abolisce I'attivazione della p38
(43). Questo prova che la p38 & una molecola di
segnale intracellulare che opera a valle della PKC e
media l'iperproduzione di costituenti della matrice.
Nelle cellule mesangiali la p38 & anche attivata dal
TGF-B1 e dallalto glucoso (43, 44). Inoltre, l'inibizio-
ne della p38 blocca la produzione di fibronectina,
non solo in cellule esposte allo stretch, ma anche in
cellule incubate con TGF-B1 (43). Questi dati confer-
mano |'importanza della p38 nei processi di sclerosi e
indicano che la p38 € un mediatore intracellulare su
cui convergono plurimi stimoli prosclerotici.
L'insieme di queste e altre evidenze sperimentali ha
consentito di delineare la seguente sequenza di even-
ti nelle cellule esposte a stretch. Lo stretch determina
una rapida attivazione PKC-dipendente della p38, che
porta a un’indipendente produzione di fibronectina e
TGF-B1. Una volta formatosi, il TGF-B1 contribuisce a
mantenere la p38 in stato attivo e porta a un’ulteriore
produzione di fibronectina in un circolo vizioso che
conduce a una protratta deposizione di matrice (43).
In conclusione, l'insulto emodinamico pud diretta-
mente indurre la produzione di mediatori ad azione
prosclerotica e vasopermeabilizzante, quali il TGF-B1 e
il VEGF, ed esaltare I'azione dell’Ang Il su queste cito-
chine. Le vie di transduzione del segnale attivate e le
citochine prodotte come risposta all’'insulto emodina-
mico appaiono sovrapponibili a quelle indotte dall’i-
perglicemia. Cio suggerisce una convergenza/siner-
gismo che puo spiegare a livello molecolare I'intera-
zione, clinicamente ben nota, tra insulto emodinami-
co e metabolico nella nefropatia diabetica (fig. 3).
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Fig. 3. Lo stretch attiva la p38 con un meccanismo PKC-dipenden-
te. L'attivazione della p38 induce produzione di fibronectina e
TGF-B1. I TGF-B1 contribuisce a mantenere la p38 in stato attivo e
stimola un’ulteriore produzione di fibronectina in un circolo vizio-
so che conduce a una protratta deposizione di matrice.
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