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RIASSUNTO

Presupposti dello studio

Oggi, nei paesi industrializzati, il diabete ¢ la prima causa di dialisi e questi pazienti
muoiono principalmente per eventi cardiovascolari. La malattia renale cronica ha
un decorso asintomatico e irreversibile, ma le nuove potenzialita nefroprotettive e
cardioprotettive di  SGLT2 inibitori e degli antagonisti dei recettori
mineralcorticoidi rende possibili strategie di prevenzione. E quindi prioritario
elaborare modelli predittivi di outcomes renali di lungo termine, non solo in pazienti
diabetici gia affetti da malattia renale cronica, ma anche in prevenzione primaria.
L’elaborazione di scores di rischio efficaci presuppone una comprensione della
fisiopatologia della malattia renale, anche come parte della sindrome cardio-renale.
Con questo obiettivo, il presente lavoro ha presentato 1’ipotesi che la disfunzione
midollare e il conseguente esaurimento qualitativo e quantitativo delle cellule
staminali ematopoietiche circolanti (HSPCs) sia un meccanismo patogenetico
comune delle complicanze macrovascolari e microvascolari nel diabete. C’¢
evidenza che nel paziente diabetico i livelli di tali cellule siano ridotti e correlati a
patologie cardiovascolari ed ¢ stato osservato che ridotti livelli siano
significativamente associati alle complicanze microangiopatiche. Il presupposto
meccanicistico ¢ la perdita della funzione di riparazione del danno tissutale, in un
contesto pit ampio di disfunzione endoteliale e stress ossidativo.

I livelli di HSPCs riflettono la correlazione tra sistema ematopoietico e biologia
vascolare, all’interno di una nuova ipotesi di fisiopatologia cardiovascolare che
include I’amplificazione della mielopoiesi inflammatoria e 1’ematopoiesi di cloni

cellulari di HSPCs come fattori di rischio di aterosclerosi.

Scopo dello studio

\

E stato esaminato se I’'implementazione della conta delle HSPCs nell’equazione di
rischio elaborata dal CKD Prognosis Consortium migliori la capacita predittiva di

outcomes renali di lungo termine in pazienti con diabete di tipo 2.



Materiali e metodi

Sono stati inclusi pazienti con diabete di tipo 2 di cui sono stati determinati al
baseline il numero di HSPCs per ml di sangue con tecniche di citofluorimetria a
flusso. Sulla base del valore di tali livelli, i pazienti sono stati suddivisi nei due
gruppi bassa e alta conta di HSPCs. Sono stati raccolti dati riguardo a eGFR e
albuminuria fino a dicembre 2022. L’endpoint primario era un endpoint composito:
nuovo esordio di macroalbuminuria, declino sostenuto di eGFR>40%, sviluppo di
insufficienza renale o morte per ogni causa. Le analisi sono state aggiustate per i

fattori predittivi noti di patologia renale nella popolazione con diabete di tipo 2.

Risultati

Si tratta di uno studio pseudoprospettico, in cui stati inclusi 342 pazienti (67.8%
uomini) con un’eta media di 65.6 anni.

I pazienti con bassa conta di HSPCs (n=171) erano significativamente piu anziani,
con maggiore prevalenza di ipertensione, di scompenso cardiaco e di nefropatia
(45.0% rispetto a 33.9%; p=0.036), evidenziata da minore eGFR (75.0 ml/min/1.73
m? rispetto a 80.1, p=0.021) e maggiore rapporto albumina urinaria/creatinina
urinaria al baseline (182.3 mg/g vs 65.3, p=0.008).

Durante un follow up mediano di 6.7 anni, 1 pazienti con alta conta di HSPCs,
rispetto ai pazienti con bassa conta, hanno sviluppato meno frequentemente
I’endpoint renale composito (HR 0.69; 95% C.1. 0.49-0.97), hanno avuto un declino
di eGFR piu lento e un simile incremento di albuminuria. Aggiungendo
I’informazione alta/bassa conta di HSPCs allo score di rischio CKD Prognosis
Consortium, ¢ stata ottenuto un incremento significativo della C-statistica da 0.695
a 0.751 (+0.056; 95% CI1 0.008 to 0.104, p=0.022), di rIDI (+30.6%; p=0.018) e di
NRI (NRI 0.59; 95% CI 0.33-0.84; p<0.0001).

Conclusioni

Livelli superiori di HSPCs al valore mediano sono protettivi contro lo sviluppo di
outcomes renali avversi nel paziente con diabete di tipo 2 e I’'implementazione della
conta alta/bassa di HSPCs nello score di rischio clinico formulato dal CKD

Prognosis Consortium ne migliora la performance.



ABSTRACT

Background

Diabetes mellitus is the leading cause for kidney disease and dialysis in the
industrialized countries. These patients die mainly of cardiovascular disesase.
The chronic kidney disease is largely irreversibile and clinically silent until its
later stages, but we have the unprecedented opportunity to prevent kidney failure
and reduce the risk of death from cardiovascular disease with SGLT2 inhibitors
and non-steroidal mineralocorticoid receptor antagonists. As such, optimal
medical management requires early identification of patients at high risk of
kidney function decline, even in primary prevention. The development of
prediction models for the decline in eGFR or kidney failure mandates the
comprehension of kidney disease also as part of cardiorenal syndrome.

In this work it’s hypothesized that the extensive remodelling of the bone marrow
niche, with microangiopathy, and the impaired traffic of hematopoietic
stem/progenitor cells HSPCs could be a common pathogenic ground for micro-
and macroangiopathy. There is evidence that diabetes reduces the levels of
circulating HSPCs and that this reduction is strongly associated with
cardiovascular disease and is related to microvascular outcomes. Mechanistically,
it’s lost an endogenous tissue regenerative mechanism, in a background of
endothelial disfunction and oxidative stress.

Levels of CSCs reflects the ontologic overlap between the haematopoietic and
vascular systems and should be interpreted in the context of a new
pathophysiology hypothesis, which include the enhancement of the inflammatory
myelopoiesis and the clonal haematopoiesis as atherosclerotic risk factors.
Objective

The objective of the study was to test whether measuring circulating
hematopoietic stem/progenitor cells HSPCs can improve the prediction of long-

term kidney outcomes in patients with type 2 diabetes.

Research design and methods

In this study were included patients with type 2 diabetes who had a baseline
determination of circulating HSPCs. They were divided in two groups based on
their median value per ml of blood. Updated data on eGFR and albuminuria up to

December 2022 were collected.



The primary endpoint was a composite of new-onset macroalbuminuria, sustained
>40% eGFR decline, end-stage kidney disease or death from any cause. The
analyses were adjusted for known predictors of kidney disease in the population

affected by type 2 diabetes.

Results

It was a pseudoprospective study which included 342 patients (67.8% men) with a
mean age of 65.6 years. Those with low HSPCs (n=171) were significantly older,
had a greater prevalence of hypertension, heart failure, and nephropathy (45.0%
versus 33.9%; p=0.036), evidenced by lower eGFR (75.0 ml/min/1.73 m? vs 80.1,
p=0.021) and higher albuminuria at baseline (182.3 mg/g vs 65.3, p=0.008).
During a median follow-up of 6.7 years, patients with high versus low HSPCs had
lower rates of the composite renal endpoint (adjusted HR 0.69; 95% C.1. 0.49-
0.97), slower decline of eGFR and a similar increase in albuminuria. Adding the
high/low HSPC information to the renal risk score of the CKD Prognosis
Consortium significantly improved discrimination of patients with future adverse
kidney outcomes. It was observed a significant increase in AUC from 0.695 to
0.751 (+0.056; 95% CI1 0.008 to 0.104, p=0.022), in rIDI (+30.6%; p= 0.018) and
improvement of category-free NRI (NRI 0.59; 95% CI 0.33-0.84; p<0.0001).

Conclusions

Among people with type 2 diabetes observed for up to 10 years, a level of
circulating HSPCs above the median value exerted a strong protective effect
against the loss of kidney function and the future long-term occurrence of adverse
kidney outcomes. Furthermore, adding the measure of HSPCs to the CKD
Prognosis Consortium risk score significantly improved the discrimination of

patients with a subsequent adverse renal outcome.
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SIGLE E ABBREVIAZIONI

Acronimo Significato
DMT1 Diabete di tipo 1
DMT2 Diabete di tipo 2
HblAc Emoglobina glicata
AGEs Advanced glycosilation products
PKC Protein Kinase C
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
TGF-p Trasforming Growth Factor
ROS Reactive oxygen species
Mn-SOD Manganese superoxide dismutase
GFR Glomerular Filtration Rate
SNGFR Single nephron GFR
eGFR Estimated Glomerular Filtration Rate
mGFR Measured GFR
GBM Glomerular basement membrane
TBM Tubular basement membrane
AER Albumin Excretion Rate
uACR Urine Albumin-Creatinine Ratio
DKD Diabetic Kidney Disease
CKD Chronic Kidney Disease
ESRD End-stage renal disease
RAAS Renin-angiotensin-aldosterone system
SGLTI, 2 Sodium Glucose Transporter 1, 2
ACEi Angiotensin-converting enzyme inhibitor
ARB angiotensin Il receptor blocker o sartani
GLPIRA Glucagon-like peptide-1 receptor agonists
DPP4 Dipeptidyl peptidase 4
HF, HFpEF, HFrES Heart Failure, Heart Failure with preserved
Ejection Fraction, Heart Failure with reduced
Ejection Fraction
ENaC Epithelial Sodium Channel
ROMK Renal Outer Medullary Potassium channel
EPCs Endothelial progenitor cells
HSPCs Hematopoietic stem/progenitor cells
CSCs Circulating stem cells
CPCs Circulating progenitor cells
PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells
MACs Myeloid Angiogenic Cells
ECFCs Endothelial Colony Forming Cells
BM Bone marrow
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CHIP

clonal hematopoiesis of indeterminate potential

VEGFR-2 o KDR

Type 2 vascular endothelial growth factor
receptor

CXCLI12 o SDF-1

Stromal cell-derived factor

MMPs Matrix metalloproteinases
GCSF Granulocyte-Colony Stimulating Factors
HIF la Hypoxia-inducible factor 1-alpha
eNOS Endothelial nitric oxide synthase
hsRCP High sensitivity C-reactive protein
GFP Green Fluorescent Protein
MACE Major adverse cardiovascular events
HR Hazard Ratio

ROC Receiver-Operating-Characteristic curves
AUC Area Under The Curve

LSM Least Square Mean

rIDI relative Integrated Discrimination Index

NRI Net Reclassification Index

PPV Predictive Positive Value
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INTRODUZIONE

1. Definizione di diabete

Il diabete mellito ¢ una patologia cronica caratterizzata da incremento dei livelli di

glicemia, determinata da una produzione insufficiente o assente di insulina o da una

resistenza periferica all’insulina stessa.

I1 diabete puo essere classificato nelle seguenti forme, caratterizzate da differente

fisiopatologia e caratteristiche cliniche:

1.

Diabete di tipo 1 (DMT1): causato dalla distruzione autoimmune delle -
cellule pancreatiche, che solitamente esita nel deficit assoluto di insulina
Diabete di tipo 2 (DMT?2): caratterizzato dalla progressiva riduzione della
secrezione insulinica B-pancreatica in un background di insulino-resistenza
Diabete gestazionale: diabete di nuova diagnosi nel 2° o 3° trimestre di
gravidanza, che si risolve dopo il parto. Insorge per effetto
iperglicemizzante degli ormoni placentari in donne con relativa
insufficienza pancreatica.

Forme specifiche di diabete dovute ad altre cause: sindromi monogeniche,
per esempio il diabete neonatale e il diabete giovanile MODY (maturity-
onset diabetes of the young, MODY) a trasmissione autosomica dominante,
forme secondarie a compromissione del pancreas esocrino, forme iatrogene

da uso di glucocorticoidi.

In soggetti asintomatici, la diagnosi di diabete viene posta sulla base del riscontro

dei livelli di glicemia o di emoglobina glicata Hb1Ac superiori a determinati cut-

off, dipendenti dalla tipologia di test eseguito (1):

Test a digiuno: si misura la glicemia in soggetto a digiuno da almeno 8 ore.
Si pone diagnosi di diabete per riscontro di valori di glicemia >126 mg/dl
(7.0 mmol/L) in almeno due misurazioni.

Per valori compresi tra 100 (5.6 mmol/L) e 125 mg/dl (6.9 mmol/L) si
definisce alterata glicemia a digiuno.

Test di tolleranza orale al glucosio: si somministra al paziente una soluzione

glucosata contenente 75g di glucosio e si misurano i livelli di glicemia dopo
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2 ore. Si pone diagnosi di diabete per riscontro di valori di glicemia >200
mg/dl (11.1 mmol/L) in almeno due misurazioni.
Per valori compresi tra 140 (7.8 mmol/L) ¢ 199 mg/dl (11 mmol/L) si
definisce alterata tolleranza al glucosio.

- Misurazione dei livelli di Hb1Ac: si pone diagnosi di diabete per valori di
Hb1Ac>6.5% (48 mmol/mol).
Per valori compresi tra 5.7 e 6.4% (39-47 mmol/mol) si definisce paziente
con prediabete.
Il test deve essere effettuato in un laboratorio clinico certificato con test

certificato e standardizzato rispetto a valori di riferimento.

In soggetto con 1 classici sintomi dell’iperglicemia o crisi iperglicemica, ¢

sufficiente un valore random di glicemia>200 mg/dl.

2. Epidemiologia

I1 diabete di tipo 2 rappresenta il 90% delle diagnosi totali di diabete. Si tratta di
una patologia di notevole impatto sulla saluta pubblica, con elevati tassi di

mortalita, disabilita e ospedalizzazione.

Nell’anno 2021 ¢ stato stimato che 537 milioni di adulti nel mondo, di eta compresa
tra i 20 e 79 anni, fossero affetti da diabete (10.5% degli adulti di questa fascia di
etd) (2). L’incremento della prevalenza di questa malattia ¢ in parte dovuta
all’invecchiamento generale della popolazione, ma soprattutto alla diffusione di
uno stile di vita sedentario e caratterizzato da un eccesso di alimentazione che

favorisce lo sviluppo di fattori di rischio, quali il sovrappeso e 1’obesita.

Si stima che nel 2021 circa 6.7 milioni di adulti nel mondo e 1.1 milione in Europa
siano morti a causa del diabete o di sue complicanze. Nel 2014 in Italia 1 decessi a
causa del diabete sono stati 20.119, con tasso standardizzato di mortalita di 22,0 per
100.000 residenti, mentre i decessi in cui ¢ riportato il diabete come ‘“causa
multipla”, ovvero causa iniziale o concausa, sono stati 74.022. L’ analisi delle cause
multiple di morte ha permesso di studiare 1’associazione tra le varie patologie e il
diabete, attraverso una stima del rischio relativo, e ha portato a definire il diabete
come malattia dal quadro nosologico complesso, frequentemente in comorbidita

con altre patologie croniche (3). Si conferma la compresenza del diabete con
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malattie metaboliche quali obesita (il rischio relativo [RR] dei diabetici ¢ 4,0),
dislipidemie (RR=2,5), I’ipertensione (RR=2), le malattie ischemiche del cuore
(RR=2). L’aterosclerosi ¢ molto spesso associata al diabete e I’analisi della

mortalita evidenzia il ruolo di altre malattie delle arterie come concausa.

Dal punto di vista fisiopatologico, I’eccesso di morbidita e di mortalita nei pazienti
affetti da diabete ¢ attribuito alle complicanze microvascolari e macrovascolari
determinate dalla perdita dell’omeostasi della glicemia, che includono cecita,

insufficienza renale, neuropatia, ulcere dei piedi e patologie cardiovascolari.

3. Patogenesi del diabete di tipo 2

I sistemi endocrini agiscono con meccanismi a feedback integrati per mantenere
I’omeostasi di un parametro controllato dalla secrezione ormonale. Nel momento
in cui si altera un meccanismo che sottende a questa regolazione, la perdita

dell’omeostasi si pud manifestare con conseguenze cliniche.

L’omeostasi della glicemia dipende dalla produzione di insulina da parte delle -
cellule pancreatiche e dall’azione ipoglicemizzante dell’insulina. L ’insulina agisce
con meccanismo recettoriale su tessuti periferici insulino-sensibili, quali muscolo
scheletrico, tessuto adiposo e fegato. In presenza di insulino-resistenza, le B-cellule
mantengono 1 valori omeostatici della glicemia incrementando la produzione di
insulina; quando tuttavia le B-cellule esauriscono tale capacita compensatoria, la

glicemia aumenta.

La condizione di alterata tolleranza al glucosio diagnosticata nel test da carico orale
di glucosio rappresenta una manifestazione clinica precoce di esaurimento -
cellulare, il cui decorso progressivo esita nella sua evoluzione naturale nel diabete

di tipo 2.

I fattori che contribuiscono allo sviluppo dell’insulino-resistenza e alla disfunzione
B-cellulare sono eterogenei e configurano il diabete di tipo 2 come una patologia

multifattoriale, che risente di fattori genetici e ambientali (4).

La componente genetica non ¢ in grado di spiegare il rapido incremento della
prevalenza di diabete di tipo 2 negli ultimi decenni. Sono stati studiati loci genici le

cui mutazioni sono state associate all’obesita, all’insulino-resistenza ¢ alla funzione
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B-cellulare, ma che configurano genotipi a rischio, che possono in parte giustificare

il carattere di familiarita, ma che non hanno un peso patogenetico riconosciuto (5).

E noto invece il peso predominante dei fattori ambientali nello sviluppo

dell’insulino-resistenza e della disfunzione B-cellulare (tabella I).

Tabella I: principali fattori patogenetici della disfunzione p-cellulare e
dell’insulino-resistenza (4)

Fattore Spiegazione
ambientale
Stile di vita La sedentarieta e una dieta sbilanciata, in particolare nella

proporzione di acidi grassi saturi sono fattori ambientali noti
nella patogenesi del diabete di tipo 2.

Invecchiamento | La riduzione della sensibilita di risposta delle B-cellule ai
carboidrati spiega in parte la riduzione della tolleranza al
glucosio con I’eta (6).

Ambiente Sembra determinare modifiche epigenetiche e di
intrauterino espressione genica che influenzano il rischio di sviluppo di
iperglicemico obesita e di diabete di tipo 2 nel nascituro (7).
Microbiota Non ¢ ancora stata chiarita la relazione tra specie batteriche
intestinale intestinali e alterazioni metaboliche, ma recenti studi hanno

suggerito che cambiamenti funzionali nel microbiota
intestinale, valutati da campioni fecali, siano direttamente
correlati con lo sviluppo del diabete di tipo (8).

Obesita viscerale | Si associa a una condizione di inflammazione cronica di
basso grado e evidenze precliniche correlano
I’infiammazione sistemica con la disfunzione -cellulare. In
particolare I’attivazione cronica del sistema immunitario
innato e la secrezione di citochine da parte degli adipociti
conducono a un processo di apoptosi B-cellulare, affine a
quello autoimmune del diabete di tipo 1 (9).

4. Complicanze vasculopatiche del diabete

Le patologie endocrino-metaboliche si estrinsecano in danni sistemici multi-

organo.

Nel diabete classicamente le complicanze si classificano in microvascolari e in

macrovascolari.

Le complicanze microvascolari includono danni del sistema nervoso, del rene e
della retina, mentre le complicanze macrovascolari includono patologie

cardiovascolari (coronaropatia e sindromi coronariche acute, con conseguenti
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angina e infarto miocardico, e scompenso cardiaco), stroke, arteriopatia periferica.
L’arteriopatia periferica puod causare ulcere che, se non curate, possono esitare in

gangrena e rendere necessaria I’amputazione.

Il comune denominatore della fisiopatologia delle complicanze sistemiche del
diabete ¢ I’iperglicemia (Brownlee et al. 2004) (10), ed essa ¢ il punto di partenza
della seguente esposizione della loro patogenesi, che ¢ complessa, ma di necessita,
data la natura multifattoriale del diabete e la sua diffusione a carattere epidemico.
Infatti le sue manifestazioni cliniche dipendono dalle caratteristiche e suscettibilita
individuali, che rendono difficile risalire a un meccanismo patogenetico universale

alla sua base.

4.1 Patogenesi delle complicanze microvascolari

La prima questione da porsi ¢: perché le cellule endoteliali della retina, le cellule
mesangiali del glomerulo renale e i neuroni e le cellule di Schwann dei nervi

periferici sono piu vulnerabili all’iperglicemia rispetto alle altre cellule?

La risposta risiede nel fatto che la maggior parte delle cellule sono in grado di
regolare I’ingresso di glucosio in relazione alla glicemia, mantenendo costante
la concentrazione intracellulare di glucosio. Questo meccanismo ¢ invece

carente nelle cellule suscettibili al danno da iperglicemia.

Secondo Brownlee et al., i meccanismi di danno determinati dall’aumentata

concentrazione intracellulare di glucosio sono i seguenti quattro:

1. Via dei polioli (11): fisiologicamente 1’enzima aldoso-reduttasi ha la funzione
di ridurre aldeidi tossici in alcoli. Tuttavia, quando la concentrazione di glucosio
intracellulare aumenta, diventa substrato di riduzione dell’enzima in sorbitolo,
con ossidazione di NADPH, che viene consumato, in NADP+. Ne consegue
deplezione di NADPH, che ¢ cofattore essenziale per la riduzione del glutatione
e conseguente diminuzione del glutatione ridotto, fondamentale antiossidante
intracellulare. E quindi incrementata la suscettibilita allo stress ossidativo
intracellulare.

2. Formazione dei prodotti finali di glicazione avanzata (Advanced glycosilation
products, AGEs): alte concentrazioni di glucosio portano a una maggiore
concentrazione di diidrossiacetone fosfato e di gliceraldeide 3-fosfato, composti

instabili, che possono spontaneamente generare, tramite una reazione di
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condensazione retroaldolica, composti reattivi noti come gliossali. I gliossali a

loro volta sono molto reattivi per la presenza di due atomi di ossigeno insaturi,

e reagiscono facilmente con residui amminici di proteine, in particolare con

arginina, con conseguente formazione di AGEs.

Le cellule endoteliali, del mesangio e i macrofagi esprimono i recettori per gli

AGEs, che, stimolati dalle proteine plasmatiche modificate, inducono la

secrezione di citochine pro-inflammatorie e fattori di crescita, che

contribuiscono al danno vascolare.

Attivazione della protein chinasi C (Protein Kinase C, PKC): I’aumento

intracellulare di glucosio aumenta la quantita di diacilglicerolo, elemento critico

di attivazione della PKC, che attiva vie di segnale diverse nelle differenti

cellule.

- Cellule endoteliali: riduce la produzione del vasodilatatore monossido di
azoto (NO) e aumenta la produzione del vasocostrittore endotelina 1,
aumenta la sintesi dell’inibitore dell’attivatore del plasminogeno 1 (PAI-1)
riducendo la fibrinolisi con effetto pro-trombotico, aumenta la sintesi di
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) con effetto di
incremento della permeabilita vascolare e della neoangiogenesi.

- Cellule muscolari lisce: stimola I’attivazione dell’enzima fosfolapasi A2
citosolica e conseguentemente la contrazione muscolare.

- Cellule del mesangio: stimola la produzione di TGF-B (Trasforming Growth
Factor, TGF-p) promuovendo la sintesi di matrice extracellulare, con
possibile insorgenza di fibrosi.

- Monociti: I’attivazione dei Toll-like-receptors stimola la produzione di
citochine pro-infiammatorie e ’aumento dell’adesivita.

Aumentato flusso attraverso la via delle esosammine: [’aumento della

concentrazione intracellulare di glucosio determina, attraverso la glicolisi,

aumento del glucosio 6 fosfato e quindi del fruttosio 6 fosfato, che viene
convertito dall’enzima glutamina-fruttosio 6 fosfato amidotransferasi in
glucosammina 6 fosfato e quindi UDP-N-acetil-glucosammina. Esso ¢ substrato

di un enzima transferasi, che catalizza 1’aggiunta per legame O-glicosidico di

UDP-N-acetil-glucosammina a un residuo di serina e treonina. Questo processo

di glicosilazione entra in competizione con il processo di fosforilazione dei
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medesimi residui amminoacidici, compresi quelli dei fattori di trascrizione, con

conseguente alterazione della trascrizione genica.

Qual ¢ I’elemento comune di queste teorie patogenetiche? Si ¢ ipotizzato che questi
meccanismi fossero pathways a valle di un evento a monte comune, ossia I’eccesso
di produzione di ione superossido. L’elevata concentrazione di glucosio
intracellulare ne comporta il suo maggiore metabolismo attraverso il ciclo degli
acidi tricarbossilici, con conseguente maggiore produzione di NADH che alimenta
la catena di trasporto mitocondriale degli elettroni. Il blocco del trasferimento di
elettroni a livello del complesso III, ne causa la dislocazione al coenzima Q, che
dona elettroni alla molecola di ossigeno, generando ione superossido. Lo ione
superossido viene neutralizzato dall’enzima superossido-dismutasi mitocondriale

(manganese superoxide dismutase, Mn-SOD) in H20 + Ox.

Infine lo ione superossido inibisce 1’enzima aldeide-3 fosfato-deidrogenasi
(glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase, GADPH), che media 1’attivazione
delle quattro pathways:

- Formazione di AGE:s: il gliceraldeide-3-fosfato ¢ precursore dei gliossali

- Attivazione della PKC: il diacilglicerolo, che attiva PKC, ¢ formato da
gliceraldeide-3-fosfato

- Via delle esosammine: I’inibizione di GADPH inibisce 1 livelli del primo
metabolita della glicolisi, ossia il glucosio

- Via dei polioli: I'incremento di glucosio determina aumento del flusso

attraverso la via dei polioli

\

E stato osservato che I’inibizione con DNA antisenso dell’attivita di GADPH in
cellule coltivate in 90 mg/dl di glucosio, porta all’incremento dell’attivita delle
quattro pathways, nella medesima entitd di quanto osservato nelle cellule in

condizioni di iperglicemia (12).

Lo ione superossido causa danni del DNA, attivando quindi 1’enzima poli ADP-
ribosio polimerasi (PARP), che scinde la molecola di NAD nelle sue due
componenti, quali I’acido nicotinico e I’ADP-ribosio. GADPH ¢ una proteina
presente a livello citoplasmatico, ma anche intranucleare, dove ha un ruolo critico

nella riparazione del DNA. La reazione con ADP-ribosio ne determina 1’inibizione.
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Il seguente schema (figura 1) sintetizza infine il meccanismo di danno iperglicemia-
indotto, responsabile del danno ossidativo, alla base della patogenesi delle

complicanze microvascolari.
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Figura 1: meccanismo unificante del danno cellulare indotto dall’iperglicemia

(10)

4.2 Patogenesi delle complicanze macrovascolari

L’associazione tra iperglicemia e complicanze macrovascolari ¢ presente, ma non
¢ cosi forte: un valore di HbAlc di 9.5% si associa ad un rischio 10 volte superiore
di complicanze microvascolari e 2 volte superiore di complicanze macrovascolari
(10). La patogenesi delle complicanze macrovascolari ¢ un punto di convergenza
delle multiple comorbidita che epidemiologicamente il paziente diabetico presenta

con maggiore frequenza rispetto alla popolazione generale.

L’incremento del tessuto adiposo viscerale instaura una complessa rete di segnali,
in parte responsabile della compresenza di: diabete di tipo 2, dislipidemia,
ipertensione, stato inflammatorio sistemico, aterosclerosi. Il diabete € comunque un

fattore di rischio cardiovascolare indipendente (13).
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Figura 2: rappresentazione dell’interconnessione molecolare delle
multimorbidita del paziente con diabete di tipo 2 (13).
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5. Nefropatia diabetica

La complessita e variabilita della fisiopatologia del paziente diabetico si riflette

nella fisiopatologia del danno renale.

L’idea di delineare un decorso del danno renale patogeneticamente unico,
ricondotto all’affezione al diabete di tipo 2, che si riflette in alterazioni di markers
clinici, sulla base dei quali intraprendere uno screening di individuazione del danno,

¢ caduto, mentre rimane valido nei pazienti con diabete di tipo 1.

5.1 Istopatologia della nefropatia diabetica nel diabete di tipo 1

Nel paziente con diabete di tipo 1 sono state descritte le alterazioni istopatologiche
renali, conseguenti all’iperglicemia e all’ipertensione glomerulare, e i tempi del
loro sviluppo, tale da definire la storia naturale della nefropatia diabetica (Fioretto

et al. 2007) (14).

Le lesioni morfologiche predominanti interessano il glomerulo, ma anche i tubuli

renali, I’interstizio, le arteriole e i podociti.

L’ispessimento della membrana basale glomerulare (Glomerular basement
membrane, GBM) e della membrana basale tubulare (Tubular basement membrane,
TBM) si sviluppano precocemente, dopo 1.5-2.5 anni dalla diagnosi di DMT1, e
parallelamente, suggerendo che le alterazioni emodinamiche non siano necessarie
all’alterazione tubulare (15). Entrambe sono determinate dall’accumulo di matrice
extracellulare, con incrementata deposizione di collagene di tipo IV e VI, laminina
e fibronectina dovuta alla loro aumentata produzione, ridotta degradazione o
entrambe. Tardivamente, dopo 5-7 anni dalla diagnosi di diabete, si sviluppa
I’espansione mesangiale (16). L’espansione mesangiale diffusa, comunemente
definita glomerulosclerosi diabetica, si puo associare a lesioni nodulari, note come
noduli di Kimmelstiel Wilson. Essi sono caratterizzati da accumulo di matrice
centrale con nuclei a palizzata in periferia e compressione dei capillari glomerulari
circostanti. Si definisce mesangiolisi la degenerazione focale delle cellule e della
matrice mesangiale, che si associa a dilatazione cistica e aneurismatica del

glomerulo coinvolto.
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Le arteriole afferenti e efferenti vanno incontro a un processo di arteriosclerosi
ialina, che puo essere osservata anche a pochi anni dalla diagnosi di diabete. Si tratta
di lesioni essudative in cui le proteine plasmatiche, soprattutto immunoglobuline,
proteine del complemento, fibrinogeno e albumina rimpiazzano le cellule muscolari
lisce. La gravita della ialinosi arteriolare ¢ significativamente correlata con la
percentuale di glomeruli sclerotici, suggerendo che queste lesioni vascolari
potrebbero contribuire al danno ischemico glomerulare e quindi allo sviluppo di
glomerulosclerosi diffusa. Lesioni simili, dal significato clinico ancora incerto,
sono i ‘hyaline caps’ che si possono osservare nello spazio subendoteliale
glomerulare e le ‘capsular drops’ lungo la superficie parietale della capsula di

Bowman (17).

\

E stato ipotizzato che la compromissione del flusso intraglomerulare determinata
dall’arteriosclerosi diabetica sia responsabile della mesangiolisi e che quest’ultima
concorra allo sviluppo delle lesioni nodulari diabetiche (18).

La vasculosi polare ¢ il risultato della neoangiogenesi attorno all’ilo vascolare del
glomerulo. E stato ipotizzato che si tratti di un processo compensatorio di
comunicazione tra arteriola afferente e capillari peritubulari, tale da ridurre

I’ipertensione glomerulare (19).
Queste lesioni caratterizzano in maniera unica la glomerulopatia diabetica.

Sulla base delle lesioni glomerulari osservate, ¢ stata stilata una stadiazione bioptica
a significato prognostico della nefropatia diabetica di tipo 1 (Tabella II). Classi piu
elevate correlano in maniera significativa con elevati livelli di proteinuria, durata di

diabete e bassa eGFR (estimated Glomerular Filtration Rate, eGFR).
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Tabella II: stadiazione istopatologica della glomerulopatia diabetica (20).

Classe Descrizione Criteri di inclusione
I Si osservano in microscopia | GBM>395 nm nel sesso femminile,
ottica alterazioni lievi o non | GBM>430 nm nel sesso maschile in
specifiche, in  microscopia | soggetti >9 anni
elettronica ispessimento della
membrana basale glomerulare
IfTa | Moderata espansione | Moderata* espansione mesangiale
mesangiale osservata in >25% del mesangio
IIb | Severa espansione mesangiale | Severa* espansione mesangiale
osservata in >25% del mesangio
1 Glomerulosclerosi Almeno una lesione di Kimmestiel-
(Kimmelstiel-Wilson lesion) Wilson
IV | Glomerulosclerosi diabetica | Glomerulosclerosi in  >50% dei
avanzata glomeruli totali

La diagnosi e condotta su campione bioptico che contenga almeno 10 glomeruli.
L’osservazione in microscopia ottica e eseguita su campioni con colorazione
ematossilina-eosina, acido periodico di Schiff (PAS), colorazione tricromica di
Masson e colorazione di Grocott-Gomori Metenamina argento (GMS). *In
microscopia elettronica, [’espansione mesangiale e definita moderata (Ila) se lo
spessore e inferiore all’area media del lume capillare, se superiore e definita
severa (11b).

L’analisi morfometrica in microscopia elettronica ha dimostrato I’importanza della
biopsia renale nella valutazione della correlazione tra anomalie strutturali e
funzione renale. E stato condotto uno studio su 124 pazienti affetti da diabete di
tipo 1 sottoposti a biopsia renale, suddivisi in funzione dell’albuminuria in
normoalbuminurici, microalbuminurici € macroalbuminurici (21). Da misurazioni
eseguite in microscopia elettronica, ¢ risultato che la frazione di glomerulo occupata
dal mesangio Vv (Mes/glom) correla in maniera inversa con la velocita di filtrazione
glomerulare (Glomerular filtration rate, GFR). Infatti ’espansione mesangiale
deforma 1 capillari glomerulari, contribuendo alla riduzione della superficie
capillare di filtrazione. Invece lo spessore della membrana basale glomerulare
correla con la velocita di escrezione di albumina (4lbumin Excretion Rate, AER)
(r=0.63, P < 0.001), ma meno con il calo di GFR, suggerendone un ruolo nella
patogenesi dell’albuminuria piuttosto che nelle alterazioni emodinamiche. Tuttavia
Vv (Mes/glom) ¢ il parametro morfometrico che meglio correla con la progressione

di AER (r=0.75, P < 0.001).
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Quindi nel paziente con diabete di tipo 1 € possibile ascrivere la storia naturale della
nefropatia diabetica in un percorso di declino ideale (Tabella III). Si ha iniziale
incremento funzionale della velocita di filtrazione glomerulare, indicativo della
risposta adattativa alla perdita di nefroni, seguito da alterazioni strutturali che
determinano albuminuria persistente e progressione del danno che esita in

insufficienza renale.

Tabella I1I: stadiazione proposta della nefropatia di tipo 1 (22).

TARB.1-5TADI DELLA NEFROPATIA NEL DIABETE TIP(» 1

Stadio 1 Stadio 1T Stadio 1M1 Stadio IV Stadio V
dell'ipefiltrazione  silente della nefropatia della nefropatia dell'uremia
incipiente clinica
Epoca di Alla diagnosi 2-3 anni 5-15 anni 10-30 anni 2040 anni
insorgenza
1 GFR = o T GFR = o | GFR | GFR | GFR
Alteraziond 1 PA intra- = o T PAintragl. T Albuminuria 1 Albuminuria (10 ml/min)
funzionali glomerulare T Albuminuria per {20-200 pg/min) = 200 pg/min)
stress o per
cattives contralle
T ¥ol. renale 1 Spessore MB Inizio della Gilomerulosclerosi  Glomerulosclerosi
Alterazioni 1 Vol. glomer. 1 Vol mesangiale  glomerulosclerosi  difTusa globale
strutturali 1 Superfice M,

glomerulare
Evidenza la corrispondenza tra lesioni anatomo-patologiche e alterazioni
funzionali e laboratoristiche, in relazione alla storia naturale della malattia.

Anche la giunzione tubulo-glomerulare e le componenti della barriera di
ultrafiltrazione glomerulare sono interessate dal danno e tali lesioni contribuiscono

alla patogenesi della malattia renale.

Le anomalie della giunzione tubulo-glomerulare sono manifestazioni tardive della
malattia che si associano a sviluppo di proteinuria e concorrono alla progressione
da insufficienza renale moderata a terminale (end-stage renal disease, ESRD) (18).
I tubuli atrofizzano e possono distaccarsi dal glomerulo. La perdita della
connessione tra lo spazio glomerulare urinario e il lume tubulare prossimale rende
1 glomeruli non funzionanti. Spesso le anomalie della giunzione tubulo-glomerulare

si associano alla glomerulosclerosi focale segmentale e alle lesioni tubulari (23).

La barriera di ultrafiltrazione ¢ composta da: endotelio glomerulare fenestrato,
membrana basale glomerulare, fessure di filtrazione diaframmate formate
dall’interdigitazione dei pedicelli. L’ alterazione di uno o piu di questi elementi

conduce a proteinuria.

E stato osservato che il danno ossidativo indotto dall’iperglicemia determina nei

podociti riarrangiamento citoscheletrico, de-differenziamento, apoptosi, distacco
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dalla membrana basale glomerulare, esitando nell’alterazione delle fessure di
filtrazione e associandosi allo sviluppo di glomerulosclerosi e delle anomalie della
giunzione tubulo-glomerulare (24). In modelli murini ¢ stato analizzato il ruolo
della via di Wnt/B-catenina nel differenziamento, mobilita, adesivita e morte dei
podociti (25). Nei topi, I’overespressione di tale via nei podociti si associa a
espansione della membrana basale glomerulare, albuminuria e incrementata
suscettibilita alle lesioni glomerulari, mimando il fenotipo precoce di malattia
renale diabetica e suggerendone un ruolo patogenetico. La downregolazione della
via incrementa invece la suscettibilita all’apopstosi. Lo studio del ruolo del danno
dei podociti ¢ importante per comprendere la patogenesi della malattia renale

diabetica.

L’espansione mesangiale e I’ispessimento della membrana basale glomerulare sono
presenti nella maggior parte dei pazienti affetti da diabete di tipo 1 che sviluppano
nefropatia diabetica, clinicamente caratterizzata da declino di GFR e proteinuria
(21). La glomerulosclerosi focale e globale, I’atrofia tubulare, 1’espansione
interstiziale, le anomalie della giunzione tubulo-glomerulare, ma anche la perdita
della fenestrazione delle cellule endoteliali dei capillari glomerulari e il distacco dei
podociti dalla membrana basale glomerulare, concorrono, in un processo
autoalimentante, alla progressione del danno renale, mentre ¢ stato suggerito che la
malattia tubulo-interstiziale concorra in maniera predominante alla progressione da

insufficienza renale moderata a insufficienza renale terminale (23).
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Figura 3: glomerulopatia diabetica. Illustrazione delle alterazioni morfologiche e
funzionali del glomerulo caratteristiche della malattia renale nel diabete (49).

5.2 Regolazione tubulare della filtrazione glomerulare

Le alterazioni glomerulari che interessano le cellule mesangiali, la barriera di
filtrazione e i podociti rappresentano il substrato patogenetico dello sviluppo della
malattia renale nel diabete. Tuttavia ¢ stata anche suggerita un’interconnessione tra
le alterazioni emodinamiche glomerulari e le alterazioni tubulari che si osservano
nelle fasi precoci della malattia renale diabetica, definita ‘Ipotesi tubulare della

filtrazione glomerulare’ (26).

Nelle fasi precoci di diabete, 1’incrementata filtrazione glomerulare di glucosio
innesca un processo maladattativo di ipertrofia e iperplasia dei tubuli corticali. Le
vie molecolari che sostengono il processo sono interconnesse con la fibrosi,
I’inflammazione, I’ipossia e [’apoptosi tubulo-interstiziali che preludono

all’insufficienza renale nelle fasi piu avanzate.
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All’iperglicemia consegue I’incremento della filtrazione glomerulare di glucosio e
I’aumentato riassorbimento di glucosio attraverso i trasportatori sodio-glucosio
(Sodium Glucose Transporter 1, SGLTI e Sodium Glucose Transporter, SGLT?2)
espressi nel tubulo prossimale. Ne consegue aumentato riassorbimento di glucosio
e di Na", quindi riduzione della concentrazione tubulare di [Na'] a livello della
macula densa e, per inibizione del feedback tubulo-glomerulare, vasodilatazione
dell’arteriola afferente e incremento della pressione intraglomerulare con

iperfiltrazione a livello del singolo nefrone.

Dal seguente grafico (figura 4) si osserva anche un reset della curva in alto a sinistra
con attivazione del feedback per valori di filtrazione glomerulare superiori e di
concentrazione tubulare di sodio [Na"] inferiori rispetto a quelli di un rene normale
(27). Questo meccanismo ¢ una possibile spiegazione dei difetti di vasocostrizione
dell’arteriola afferente e conseguentemente dell’iperfiltrazione nelle fasi precoci

del diabete.

Diabetes
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10 1 | 1 |

[Na+]earlydislal (mM)

Figura 4: grafico che illustra il resetting del feedback tubulo-glomerulare
(tubuloglomerular feedback, TGF). SNGFR ¢ la filtrazione glomerulare per ogni
singolo nefrone (single-nephron GFR, SNGFR), GTB (Glomerular- tubular-
balance, GTB) rappresenta la dipendenza del riassorbimento tubulare dal carico
glomerulare in relazione alla macula densa. Nel diabete si osserva uno shift con
incremento di SNGFR per valori di [Na" nel tubulo distale] inferiori. Ne consegue
lo shift degli ‘operating point’, punto di intersezione tra TGF e GTB (27).
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5.3 Disfunzione endoteliale, microalbuminuria e patologia
cardiovascolare nel diabete

La disfunzione endoteliale ¢ un meccanismo patogenetico sia della
glomerulosclerosi sia dell’aterosclerosi che puo spiegare come la microalbuminuria
sia un marker di rischio per patologie cardiovascolari aterosclerotiche (28). E stata
osservata una correlazione epidemiologica e sperimentale positiva tra albuminuria
e mortalita per tutte le cause, mortalita cardiovascolare, patologia cerebrovascolare
e arteriopatia periferica. Tale correlazione ¢ continua: il rischio ¢ crescente per
valori di albuminuria superiori indipendentemente dalla soglia di definizione della

microalbuminuria.

Nel paziente diabetico il danno vascolare ¢ determinato dall’azione degli AGEs e
dall’incrementata produzione dello ione superossido, che antagonizzano 1’attivita

vasodilatatrice di NO (6).

Lo studio Heart Outcomes Prevention Evaluation HOPE (29) ha mostrato che la
presenza di albuminuria ¢ un fattore di rischio cardiovascolare indipendente nei
pazienti con e senza diabete e che il rischio cardiovascolare aumenta all’aumentare
del valore di uACR (urine albumin/creatinine ratio, uACR). Sono stati reclutati
pazienti di eta> 55 anni con patologia cardiovascolare o diabete (numero di pazienti
senza diabete=5545, numero di pazienti con diabete=3498) e almeno un fattore di
rischio cardiovascolare. La presenza di microalbuminuria al baseline incrementa il
rischio relativo di un evento cardiovascolare maggiore di 1.83 volte (95% CI, 1.64-
2.05; P<.001), di mortalita per tutte le cause di 2.09 volte (95% 1.C 1.84 to 2.38) e
di ospedalizzazione per scompenso cardiaco di 3.23 volte (95% CI, 2.54-4.10).

6. Malattia renale cronica nel diabete

Attualmente, circa il 40% dei casi di insufficienza renale terminale sono attribuiti
al diabete di tipo 2 (89). Dal punto di vista clinico, nelle fasi inziali I’insufficienza
renale decorre asintomatica, manifestandosi solo in fase avanzata con astenia e
anoressia. [ segni clinici associati sono: ipertensione, edema delle estremita,
complicanze microvascolari associate (retinopatia diabetica e neuropatia), segni
clinici di uremia, encefalopatia, nausea, vomito e disgeusia, sanguinamento,

mioclono e pericardite.
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La classificazione della malattia renale cronica nel diabete (Diabetic Kidney

Disease, DKD) ¢ definita da (30):

- Albuminuria: si misura il rapporto albumina/creatinina (WUACR) in un
campione random di urine.
Si definisce microalbuminuria un valore >30 mg/g, macroalbuminuria un
valore compreso tra 30 e 300 mg/g, proteinuria un valore >300 mg/g.

- Progressiva riduzione della velocita di filtrazione glomerulare stimata

(eGFR)

E una definizione applicata in un setting di paziente con diabete di tipo 1 di durata
superiore ai 10 anni, in cui in >95% dei casi si associa a presenza di retinopatia

diabetica.

La biopsia renale non ¢ di norma necessaria.

Persistent albuminuria categories
Description and range

A1 A2 A3
Prognosis of CKD by GFR and Normal to mildly Moderately Severely
albuminuria categories: KDIGO 2012 increased increased increased
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol =30 mg/mmol
G1 Normal or high =90
G2 Mildly decreased 60-89
Mildly to
L moderately decreased =

Moderately to
G3b severely decreased S

Figura 5: categorie prognostiche di malattia renale cronica (Chronic Kidney
Disease, CKD). Sono definite dalla combinazione dei valori di albuminuria e di
eGFR (KDIGO 2012, 30). Verde: basso rischio di outcomes avversi o malattia
renale cronica (kidney chronic disease, CKD) assente; giallo: moderato rischio,
rosso: rischio elevato.

GFR categories (ml/min/1.73 m?)
Description and range

Tuttavia ’uso universale di questa strategia di screening di malattia renale implica
che il processo patologico sottostante sia la glomerulosclerosi diabetica, ma
I’evidenza suggerisce che questo assunto non sia piu valido. Per esempio lo studio
trasversale dalla National Health and Nutrition Examination survey NHANES II1

(31) ha analizzato la prevalenza di retinopatia e albuminuria nei pazienti diabetici
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con CKD. All’interno di un campione di 9737 adulti >40 anni, 1180 pazienti
avevano una precedente diagnosi di diabete di tipo 2, e di questi il 13% (n=171)
aveva una malattia renale cronica definita da GFR<60 ml/min/1.73 m2. In questa
popolazione, il 28% (n=58) aveva retinopatia, 45% (n=64) microalbuminuria e il
19% (n=47) macroalbuminuria. Nei soggetti diabetici con CKD, ma assenza di
retinopatia e di albuminuria, si ipotizza un processo patologico sottostante
differente dalla glomerulosclerosi diabetica. Infatti, secondo Parving et al. (32),
mentre la presenza di retinopatia supporta la presenza di nefropatia diabetica, la sua
assenza riduce la probabilita che ’albuminuria sia dovuta alla glomerulosclerosi

diabetica.

6.1 Fenotipi della malattia renale cronica nel diabete

Tradizionalmente la malattia renale cronica nel diabete veniva quindi ascritta ad un
fenotipo clinico uniforme, che ¢ stato caratterizzato nei pazienti affetti da diabete
di tipo 1. Tale fenotipo ¢ definito da iniziale albuminuria seguita da progressivo
declino di GFR, che conduce all’insufficienza renale e alla morte cardiovascolare

(22).

Tuttavia nella pratica clinica € comunemente osservato un andamento differente
della malattia renale nel diabete (33) e negli ultimi decenni sono stati descritti tre
fenotipi aggiuntivi a quello classico di DKD, sulla base della combinazione delle
caratteristiche di declino di eGFR e dell’albuminuria (figura 6). Tali fenotipi sono:
la forma caratterizzata da regressione di albuminuria, la forma caratterizzata da

rapido declino di GFR e la forma non-proteinurica/non-albuminurica.
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Albuminuria categories (mg/g)
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G1:290 _ 4
k Kidneyl‘ailure?}%i DKD
G2:60-89 \\ - Regressio
or dliD d
G3a:45-59 ‘\

GFR categories (ml/min/1.73 m?)

G3b:30-44 d
. 0
0
G4:15-19 ar N Kidney
alb failure?
G5:<15 DKD

Kidney failure
Figura 6: rappresentazione del decorso della malattia renale cronica nel diabete

in relazione al declino di GFR e ai valori di uACR all’interno delle categorie di
rischio (34). Tali andamenti descrivono i quattro fenotipi della DKD.

Tale eterogeneita ¢ imputabile alla riduzione della prevalenza del fumo e
all’incremento della prevalenza di comorbidita, dell’uso di interventi multifattoriali
(ipoglicemizzanti, anti-ipertensivi e ipolipemizzanti) e di farmaci con effetti
nefroprotettivi come gli inibitori del sistema renina-angiotensina-aldosterone
(Renin-angiotensin-aldosterone system, RAAS) e gli inibitori del co-trasportatore
sodio-glucosio di tipo 2 (Sodium Glucose Transporter type 2, SGLT2). Infatti la
storia naturale del fenotipo classico di DKD ¢ stata concettualizzata attraverso studi
osservazionali condotti prima dell’introduzione di trattamenti ipoglicemizzanti e
antipertensivi (34). Queste forme cliniche sottendono processi eziopatogenetici e
lesioni anatomo-patologiche differenti e si associano a diverso rischio di outcomes
renali e cardiovascolari, richiedono diversi markers clinici di valutazione della

progressione del danno renale e interventi (34).

Il fenotipo caratterizzato da regressione di albuminuria si osserva nei pazienti
diabetici in fase precoce di DKD sottoposti a corretto trattamento anti-ipertensivo
e al controllo della glicemia con ’uso di inibitori del sistema renina-angiotensina-
aldosterone e inibitori del co-trasportatore sodio-glucosio di tipo 2. Uno studio su
campioni bioptici durato 6 anni di reni di pazienti affetti da DKD (35) ha mostrato
che una riduzione dei livelli di albuminuria si associa a cambiamenti precoci nella
struttura glomerulare, quali ridotto ispessimento della membrana basale
glomerulare, della glomerulosclerosi e del volume della matrice mesangiale;

tuttavia questi cambiamenti non correlano con variazioni di GFR. In questo studio
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perd non sono state osservate associazioni tra cambiamenti strutturali renali e
trattamento con inibitori del sistema renina-angiotensina-aldosterone. Invece, in un
altro studio, condotto in pazienti affetti da diabete di tipo 1 e in stadio precoce o
avanzato di DKD (36), 10 anni di normoglicemia dopo trapianto di pancreas ha
ridotto i livelli di albuminuria, I’ispessimento della membrana basale glomerulare
e D’espansione della matrice mesangiale e determinato la clearence delle lesioni
nodulari. Questi risultati dimostrano la reversibilita delle lesioni renali nella
malattia renale diabetica e gli effetti benefici del mantenimento della

normoglicemia.

I1 fenotipo caratterizzato da rapido declino di eGFR ¢ definito dal declino sostenuto
di eGFR >5 ml/min/1.73 m?/ anno (37). Negli individui sani si stima un calo
annuale di 1 ml/min/1.73 m?/ anno, a causa di cambiamenti strutturali eta-correlati,
mentre il valore mediano di declino nei pazienti affetti da diabete di tipo 2 ¢
compreso tra 4 e 1.5 ml/min/1.73 m?/ anno. La prevalenza riferita di questo
fenotipo ¢ variabile da studio a studio: uno studio osservazionale su 1.955 individui
con diabete di tipo 2 con o senza albuminuria, oltre 3 anni, ha riportato una
prevalenza del 14% (38). Sono stati condotti studi che hanno indagato in questi
pazienti 1 cambiamenti istopatologici e hanno mostrato un indice di 1alinosi
arteriolare >3%/ anno, superiore rispetto a quanto osservato negli altri fenotipi (39).
Altri studi hanno suggerito che la presenza di lesioni nodulari e mesangiolisi siano
fattori di rischio potenziale per il rapido declino di eGFR (40) e che la presenza di
fibrosi interstiziale e atrofia tubulare potrebbe predire un rapido declino dell’eGFR

(>14.9%/ anno) in pazienti con diabete di tipo 2 e proteinuria (41).

Tuttavia, sono necessarie ulteriori evidenze da studi su campioni bioptici per
chiarire le associazioni tra questi cambiamenti istopatologici e il rapido declino
dell’eGFR e se questi correlano con I’incremento del rapporto albumina urinaria e

creatinina urinaria (UACR).

The second Joslin Kidney Study on the Natural History of Microalbuminuria (42)
ha osservato 286 individui con diabete di tipo 1 e normoalbuminuria per 4-10 anni
e ha riportato che 10% dei pazienti ha esperito 1’accelerazione del declino
dell’eGFR (>3.3%/ anno) prima dell’esordio della microalbuminuria. Secondo
questo studio, quindi, lo sviluppo di microalbuminuria o macroalbuminuria non ¢

condizione necessaria per il rapido declino dell’eGFR.
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Lo studio ADVANCE (43) ¢ stato un trial clinico randomizzato multicentrico che
ha valutato gli effetti della terapia anti-ipertensiva e ipoglicemizzante sugli
outcomes vascolari in 11.140 pazienti con DMT2, di >55 anni ad elevato rischio
cardiovascolare. Lo studio ADVANCE-ON ¢ lo studio di follow up post-trial del
trial ADVANCE che ha indagato la relazione tra calo annuale di eGFR e rischio
cardiovascolare, in 8.879 di questi pazienti, le cui misurazioni di eGFR sono state
ripetute 4, 12, 34, 36 mesi dopo la randomizzazione, eseguite al fine di evitare il
bias dell’effetto emodinamico di calo in acuto della GFR determinato dagli inibitori
del RAAS. In funzione dell’entita dello slope annuale di eGFR (110), i pazienti

sono stati suddivisi in quartili.

L’outcome primario dello studio ADVANCE-ON era un outcome composito di
eventi renali maggiori (necessita di dialisi o trapianto di rene o morte per cause
renali), eventi macrovascolari maggiori (infarto miocardico, stroke fatale e non
fatale o altre cause di morte cardiovascolare) e mortalita per ogni causa, che ¢ stato

riscontrato in 2221 pazienti (25%).

I pazienti con slope annuale di eGFR maggiore (quartile inferiore, <—1.63
ml/min/1.73m%/anno) presentavano un rischio significativamente superiore di
sviluppare 1’outcome primario (Hazard Ratio HR 1.30 [95% CI 1.17, 1.43]
p<0.001) rispetto ai pazienti con eGFR stabile (quartile intermedio, —1.63 to 0.33).
Tra i pazienti con slope annuale di eGFR di -3 ml/min/1.73m?/anno, gli HR erano
1.37 (95% CI 1.20, 1.56) per I’outcome primario, 6.14 (3.60, 10.49) per gli eventi
renali maggiori, 1.25 (1.06, 1.48) per gli eventi macrovascolari e 1.54 (1.31, 1.81)
per tutte le cause di morte. Lo slope annuale di eGFR era piu ripido nei pazienti pit

anziani, con livelli di uACR e Hb1Ac maggiori e con livelli di HDL minori.

Il fenotipo di DKD non proteinurico, caratterizzato da assenza di
macroalbuminuria, ¢ di DKD non microalbuminurico, caratterizzato da assenza di
microalbuminuria, si osserva nel 20% dei pazienti affetti da malattia renale cronica
con diabete di tipo 1 e nel 40% di quelli con diabete di tipo 2 (44), dopo aver escluso
pazienti con storia di episodi di insufficienza renale acuta, di stenosi dell’arteria
renale, individuata con studi di imaging, o malattie renali non diabetiche dimostrate

dalla biopsia.

Da diversi studi condotti, le caratteristiche istopatologiche osservate nelle biopsie

renali dei pazienti con questo fenotipo sono risultate discordanti. Infatti in una
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coorte di pazienti affetti da diabete sia di tipo 1 che di tipo 2 ¢ stata osservata una
bassa frequenza delle lesioni caratteristiche della nefropatia diabetica e una
prevalenza di nefroangiosclerosi ipertensiva, caratterizzata da glomerulosclerosi,
fibrosi interstiziale, atrofia tubulare e arteriosclerosi (45), mentre invece in un’altra
coorte di pazienti con diabete di tipo 2 e normoalbuminuria, i pazienti con ridotta
GFR presentavano caratteristiche lesioni nodulari, tubulo-interstiziali e vascolari
(46). Le differenze riscontrate sono probabilmente dovute a un bias di selezione, in
particolare riguardante la prevalenza dei fattori di rischio e quindi lo sviluppo di

nefroangiosclerosi ipertensiva. Ulteriori studi sono necessari.

La correlazione tra fenotipo non-albuminurico e rischio cardiovascolare ¢ stato
indagato nello studio RIACE (for the Renal Insufficiency And Cardiovascular
Events Study Group, RIACE) (47). Si tratta di uno studio osservazionale condotto
su 15.773 pazienti affetti da DMT2, classificati in base alle caratteristiche della
funzionalita renale: pazienti senza DKD, con sola albuminuria, con sola riduzione
di eGFR o con entrambe albuminuria e ridotta eGFR. E stato osservato che il rischio
di mortalita, aggiustato per i confondenti, era minore nei pazienti senza DKD,
maggiore nei pazienti con entrambe albuminuria e riduzione di eGFR (HR 2.08
[95% CI 1.88, 2.30]), simile nei pazienti con uno dei due elementi (pazienti con
albuminuria HR 1.45 [1.33, 1.58], pazienti con ridotta eGFR (1.58 [1.43, 1.75]). I
risultati ottenuti erano simili dopo stratificazione per sesso, eta e precedente evento
cardiovascolare. In pazienti normoalbuminurici con eGFR<45 ml/min/1.73 m? il
rischio di mortalita era superiore rispetto a quello dei pazienti microalbuminurici e

simile a quello dei pazienti macroalbuminurici con eGFR preservata.

In tutti 1 fenotipi, la prevalenza di patologia cardiovascolare e i livelli inferiori di
HDL erano i principali elementi a correlare con la mortalita. Le conseguenze
microvascolari all’esposizione alla glicemia, per esempio la retinopatia,

correlavano con la mortalita solo negli individui con fenotipo albuminurico.

L’associazione tra DKD non albuminurica e retinopatia diabetica ¢ debole, con i
livelli di Hb1Ac ¢ assente, suggerendo che sottenda come processo patologico la
macroangiopatia e 1 fattori di rischio cardiovascolari (ipertensione, dislipidemia,

obesita centrale, e invecchiamento) (48).
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6.2 Fattori di rischio per lo sviluppo della nefropatia nel paziente

diabetico

Scarso controllo della glicemia, ipertensione, dislipidemia, obesita, sindrome

metabolica e fumo sono fattori di rischio acquisiti riconosciuti nello sviluppo e nella

progressione della malattia renale cronica del diabete (tabella IV) (49).

Tabella 1V': elenco dei principali fattori di rischio modificabili riconosciuti della
malattia renale cronica nel diabete (49).

Fattori di rischio non modificabili

Iperglicemia

Determinante delle complicanze microvascolari, ¢ il fattore di rischio
piu importante. L’incidenza di microalbuminuria correla con i livelli
di HbAlc (50).

Ipertensione

L’importanza dell’ipertensione nella patogenesi del danno renale ¢
in parte spiegata dalle alterazioni emodinamiche in un contesto di
compromessa autoregolazione renale (51)

Dislipidemia

Elevati livelli di trigliceridi, VLDL, apolipoproteina B-100 o bassi
livelli di HDL sono fattori di rischio indipendenti di sviluppo di
insufficienza renale cronica sia nei pazienti con diabete di tipo 1 che
nei pazienti con diabete di tipo 2 (52)

Obesita

Si associa ai fattori di rischio maggiori di insufficienza renale
cronica, inclusi dislipidemia, pressione arteriosa, controllo della
glicemia, insulino-resistenza; ma ¢ anche fattore di rischio
indipendente. I danni renali diretti sono determinati dalle alterazioni
emodinamiche  glomerulari, 1’aumentato  tono  simpatico,
I’ipertensione, I’inflaimmazione  sistemica, la  disfunzione
endoteliale, D’alterata espressione dei fattori di crescita e la
compromissione renale direttamente determinata dal grasso
viscerale. La glomerulopatia-obesita associata ¢ un’entita
fisiopatologica ampiamente descritta, indipendente dal diabete (53).

Insulino-
resistenza

Fattore di rischio indipendente da glicemia, pressione arteriosa, peso
(54). Interventi insulino-sensibilizzanti, per es. terapia con
tiazolidinedioni, esercizio fisico e perdita ponderale, riducono
I’albuminuria. L’insulino-resistenza dei podociti (24, 55) conduce a
progressivo  danno  glomerulare. Inoltre, [D’iperinsulinemia
compensatoria potrebbe contribuire ad un’anomala vasoreattivita,
angiogenesi, fibrogenesi e ad altri meccanismi implicati nella
progressione del danno renale (56) e nell’aterogenesi (57).

Fumo

L’elevato stress ossidativo contribuisce alle complicanze
microvascolari. E stato osservato il contributo del fumo
all’espansione della membrana basale glomerulare, all’espansione
mesangiale e alla progressione della glomerulosclerosi e della fibrosi
interstiziale (58)
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Fattori di rischio non modificabili riconosciuti nella patogenesi della DKD sono:
invecchiamento, eta di esordio precoce della malattia (59), lunga storia di malattia,
fattori genetici (60), etnia, storia familiare di CKD, di diabete di tipo 2, di
ipertensione o di insulino-resistenza, ritardata crescita intrauterina, diabete

gestazionale o esposizione a ambiente intrauterino iperglicemico (61).

6.3 Modelli predittivi di outcomes renali nel lungo termine

Noti 1 fattori di rischio di progressione della malattia renale, essi possono essere
usati per disegnare modelli predittivi di progressione della malattia renale cronica
a insufficienza renale da applicare in pazienti nelle fasi precoci di CKD ad elevato

rischio di riduzione della funzionalita renale e di sviluppo di insufficienza renale.

L’equazione di rischio di sviluppo di insufficienza renale (kidney failure risk
equation, KFRFE) di Tangri et al. (62), usa dati demografici e di laboratorio, quali
etd, sesso, eGFR e uACR, per predire nei pazienti con eGFR <60 ml/min/1.73 m?
il rischio di progressione di CKD a insufficienza renale. L’insufficienza renale ¢
definita dalla necessita di terapia sostitutiva, outcome maggiore nei trials clinici di
pazienti affetti da CKD avanzata. eGFR ¢ calcolata con equazione CDK-EPI
(Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration, CDK-EPI) (63).

Nei pazienti con eGFR>60 ml/min/1.73 m?il rischio di sviluppo di CKD nel breve
e medio termine ¢ molto basso. L’outcome surrogato usato nei trials clinici,
approvato dalla US Food and Drug Administration e European Medicines Agency,
¢ il declino di eGFR del 40% (110). Tuttavia attualmente non sono diffusi modelli
predittivi di declino della eGFR del 40% applicabili alla popolazione generale (64,
65).

\

E stata condotta una metanalisi su oltre 1 milione di pazienti (n=1,621,817) di 43
coorti in 23 paesi (66), con valori di albuminuria e di creatinina noti al baseline,
osservati dal 2000 al 2019, allo scopo di disegnare un modello predittivo, per
pazienti con eGFR>60 ml/min/1.73m? ma uACR>30mg/g e elevato rischio
cardiovascolare, di declino della eGFR>40% o di sviluppo di insufficienza renale
in un periodo di tempo di 2-3 anni (Morgan, Tangri et al. 2022). Sono stati valutati
anche gli outcomes compositi: declino di eGFR>30% o insufficienza renale e

declino di eGFR>50% o insufficienza renale. Tale modello aggiunge all’equazione
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di rischio KFRE: valori di pressione sistolica, uso di farmaci anti-ipertensivi, storia
di scompenso cardiaco, coronaropatia, fibrillazione atriale, storia di fumo, BMI. Le
analisi sono state stratificate in base a presenza o assenza di diabete. Nei pazienti
con diabete sono stati considerati 1 livelli di HbAlc, uso di insulina e di farmaci

orali per il diabete.

Nei pazienti con eGFR>60 mL/min/1.73 m? il modello predittivo di rischio
calcolato con equazione KFRE presentava la C-statistica mediana di 0.704
(0.681,0.738) nella popolazione generale e di 0.750 (0.719, 0.758) nella
popolazione con diabete. L’ incorporazione delle altre variabili porta a incremento
della C statistica mediana a 0.740 (0.717, 0.763) nella popolazione senza diabete, a
0.774 (0.753, 0.782) nella popolazione con diabete.

I1 valore di pressione sistolica, storia di scompenso cardiaco, fumo e, nella corte di
pazienti diabetici, i valori di HbAlc e uso di insulina, si sono rilevati fortemente
associati all’outcome. Il fattore di rischio piu consistente in tutti i modelli ¢

I’albuminuria.

Tuttavia limiti importanti di questo modello sono la modesta associazione tra
endpoint surrogato e outcome clinico (relative hazard 0.83—1.03 per 5 mL/min/1.73
m?) e il fatto che la maggior parte dei pazienti con CKD precoce non sviluppa

insufficienza renale

Sono necessari nuovi studi per migliorare la predittivita dell’equazione.

7. Terapia farmacologica

I pazienti con diabete e malattia renale cronica devono essere trattati con una
strategia olistica mirata alla riduzione della progressione della malattia renale e del

rischio cardiovascolare.

Questo approccio non pud prescindere da cambiamenti dello stile di vita, che

includano dieta, esercizio fisico, cessazione del fumo e calo ponderale (67).
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Figura 7: algoritmo di cura del paziente con diabete di tipo 2 (linee guida KDIGO
2022) (67).

La strategia terapeutica di prima linea raccomanda la combinazione di SGLT2
inibitori (¢GFR>20 ml/min/1.73 m?) e metformina (se eGFR>30 ml/min/1.73 m?).

La classe di raccomandazione € 1A.

In pazienti con ipertensione e albuminuria in prima linea ¢ raccomandato 1’uso di
inibitori del sistema renina-angiotensina-aldosterone, ossia gli inibitori dell'enzima
di conversione dell'angiotensina (angiotensin-converting enzyme inhibitor, ACEq)
e gli antagonisti del recettore per ’angiotensina Il o sartani (angiotensin Il receptor
blocker, ARB) alla massima dose tollerata, con monitoraggio a 2-4 settimane dei
valori di potassio, per il rischio di iperkaliemia, e dei livelli plasmatici di creatinina.
Un incremento > 30% di creatininemia deve far sospettare una stenosi dell’arteria

renale. La classe di raccomandazione ¢ 1B.

In add-on therapy ¢ suggerito 1’uso dell’antagonista dei recettori mineralcorticoidi
non steroideo finerenone (eGFR>25 ml/min/1.73 m?), in cui & dimostrato il
beneficio renale e cardiovascolare nei pazienti con diabete di tipo 2, normokaliemia,
persistenza di albuminuria (>30 mg/g) nonostante 1’uso di inibitori del RAAS e di

SGLT?2 inibitori. La classe di raccomandazione € 2A.

Nei pazienti con diabete di tipo 2 e malattia renale, in cui non ¢ raggiunto il target

di glicemia nonostante la combinazione di metformina e inibitori di SGLT2, sono
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indicati in add-on therapy 1 Glucagon-like peptide-1 receptor agonists (GLPIRA).

La classe di raccomandazione € 1B.

7.1 Inibitori del sistema renina-angiotensina-aldosterone nella malattia
renale diabetica

L’uso di sartani ¢ supportato da forti evidenze.

Lo studio [Irbesartan Diabetic Nephropathy IDNT (68) ¢ un trial clinico
multicentrico randomizzato in doppio cieco eseguito su 1715 pazienti con DKD e
ipertensione randomizzati in tre bracci di trattamento con 300 mg al giorno di
irbesartan, 10 mg al giorno amlodipina e placebo, seguiti per una media di 2.6 anni.
I criteri di inclusione erano: proteinuria > 900 mg/24h, valori di creatinina sierica
compresi tra 1 e 3 mg/dl nelle donne e 1.2 ¢ 3 mg/dl negli uomini, valori pressori

>135/85 mmHg

L’endpoint primario combinato era il raddoppiamento della creatinina sierica,
sviluppo di insufficienza renale e morte. L’uso di Irbesartan ¢ stato associato ad una
riduzione del rischio di: sviluppo dell’endpoint del 20% rispetto al gruppo placebo
(p=0.02) e del 23% (p=0.006) rispetto al gruppo trattato con amlodipina;
raddoppiamento della creatininemia rispettivamente del 33% (p=0.003) e del 37%
(p<0.001), di ESRD del 23% rispetto ad entrambi i gruppi (p=0.07).

Lo studio ha concluso la superiorita dell’uso di irbesartan contro la progressione
della nefropatia in pazienti con diabete di tipo 2, non spiegabile dall’entita di

riduzione dei valori pressori.

Il trial clinico randomizzato IRMA-2 (69) ha valutato gli effetti nefroprotettivi di
Irbesartan in pazienti con microalbuminuria, INNOVATION (70) gli effetti
nefroprotettivi di Telmisartan in pazienti normotesi, RENAAL (71) gli effetti
nefroprotettivi di Losartan in pazienti con macroalbuminuria. Le conclusioni sono

in linea con quelle dello studio IDTN.

Pazienti con malattia renale cronica, diabete, scompenso cardiaco congestizio, eta
avanzata e in politerapia farmacologica presentano maggiore rischio di sviluppare
iperkaliemia in conseguenza all’uso di farmaci inibitori del sistema renina-
angiotensina-aldosterone. In caso di iperkaliemia, la sospensione del farmaco deve
essere 1’ultima scelta, mentre devono essere adottate strategie ipokaliemizzanti,

quali ridotto introito alimentare, revisione della politerapia farmacologica,
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trattamento con diuretici risparmiatori di potassio in pazienti ipervolemici,
bicarbonato di sodio per via orale in pazienti con acidosi metabolica o binders come

il patiromer o il sodio zirconio ciclosilicato (67).

7.2 SLGT?2 inibitori nella malattia renale diabetica

L’evidenza ha confermato gli effetti nefroprotettivi e cardioprotettivi degli SGLT2

inibitori nei pazienti con diabete di tipo 2 e malattia renale cronica (tabella V).

Tabella V: elenco dei trials clinici che hanno dimostrato efficacia degli SGLT2
inibitori nei relativi outcomes.

Trial clinico Outcomes del trial
EMPA-REG (72), | Tre larghi trials clinici randomizzati con outcome
CANVAS (73), | primario cardiovascolare e outcome secondario
DECLARE-TIMI 28 (74) | renale hanno dimostrato 1’efficacia degli SGLT2
inibitori
VERTIS CV (75) Trial clinico che ha concluso la non inferiorita degli

SGLT2 inibitori negli outcomes cardiovascolari,
incluso nei sottogruppi con malattia renale cronica.

CREDENCE (76), | Due trials clinici randomizzati condotti in una

DAPA-CKD (77) popolazione con CKD con e senza DMT2 con
outcome primario renale e outcomes secondari
cardiovascolari

EMPA-Kidney (78) Trial clinico condotto su una popolazione affetta da

CKD con valutazione di un outcome composito
cardio-renale, interrotta precocemente per evidenza
di efficacia

SCORED (79) Trial clinico che ha reclutato esclusivamente pazienti
con diabete e CKD valutando un outcome primario
cardiovascolare

DAPA-HF (80), | Due trials clinici che hanno reclutato pazienti con

EMPEROR-Reduced scompenso cardiaco e frazione di eiezione ridotta

(81) con e senza DMT2, stratificati per eGFR<60
ml/min/1.73 m? e >60 ml/min/1.73 m?

EMPEROR-Preserved Trial clinico che ha reclutato pazienti con scompenso

(82) cardiaco e frazione di eiezione preservata con e
senza DMT2

SOLOIST-WHF (83) Trial clinico che ha reclutato pazienti ospedalizzati

per scompenso cardiaco acuto con e senza frazione
di eiezione ridotta
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Gli SGLT?2 inibitori inibiscono il trasportatore Na'/glucosio SGLT2 espresso nel
tubulo prossimale con conseguente riduzione della glicemia e diuresi osmotica. Gli
effetti di riduzione della HbAlc, abbassamento della pressione sistolica e calo
ponderale sono modesti (84) e gli effetti cardioprotettivi e nefroprotettivi sembrano
indipendenti dalla riduzione della glicemia e suggeriscono altri meccanismi, quali
la riduzione della pressione intraglomerulare e dell’iperfiltrazione del singolo
nefrone. Infatti la riduzione del riassorbimento di Na" e glucosio nel tubulo
prossimale, comporta I’aumento della concentrazione tubulare di [Na'] a livello
della macula densa e, riattivando il feedback tubulo-glomerulare, stimola la
vasocostrizione dell’arteriola afferente. In questo modo viene ridotta la velocita di

filtrazione del singolo nefrone, correggendo I’iperfiltrazione.

L’effetto emodinamico di riduzione dell’iperfiltrazione glomerulare degli SGLT2
inibitori a livello dell’arteriola afferente ¢ sinergico a quello esercitato dagli
inibitori del RAAS che riducono la resistenza dell’arteriola efferente, per contrasto
dell’effetto vasocostrittivo di angiotensina II sui recettori AT1, cui D’arteriola

efferente ¢ piu sensibile (85).

Lo studio CREDENCE (76) ¢ stato il primo trial clinico randomizzato condotto
esclusivamente su pazienti con DMT2 e DKD albuminurica ad alto rischio di
insufficienza renale (eéGFR compresa tra 30 € 90 ml/min/1.73 m* e uACR compresa
tra 300 e 5000) e elevato rischio cardiovascolare, con outcome primario composito
di sviluppo di malattia renale terminale (dialisi, trapianto o0 eGFR<15 ml/min/1.73
m?), raddoppio della creatininemia o morte per cause renali o cardiovascolari. Era
richiesto che ogni paziente fosse in terapia con la dose massima tollerata di un
farmaco inibitore del RAAS da quattro settimane prima della randomizzazione.
Sono stati reclutati 4401 pazienti randomizzati in un gruppo che ha ricevuto 100
mg di canaglifozina e in un gruppo placebo. Il follow up ¢ durato 2.62 anni. Il
rischio relativo di sviluppo dell’outcome primario era inferiore del 30% nei pazienti
in terapia con canaglifozina rispetto al gruppo placebo, il tasso di eventi ¢ stato
rispettivamente di 43.2 rispetto a 61.2 per 1000 pazienti/anno (HR=0.70; intervallo
di confidenza 95%, 0.59-0.82; p=0.00001) e il rischio relativo di sviluppo di ESRD
era <32% (HR=0.61, IC 95%, 0.54-0.86; p=0.002). E’ stato inoltre mostrato nel
gruppo sottoposto a canaglifozina un minore rischio di morte cardiovascolare,

infarto miocardico o stroke (hazard ratio, 0.80; 95% CI, 0.67-0.95; P = 0.01) ¢
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ospedalizzazione per scompenso cardiaco (hazard ratio, 0.61; 95% CI, 0.47-0.80;

P<0.001), in linea con lo studio CANVAS.

La significativita clinica del beneficio apportata dalla canaglifozina ¢ enfatizzata
dall’assunzione al basale di inibitori del RAAS, che fino ad allora erano 1’unico

farmaco approvato nei pazienti con DMT2 per effetto nefroprotettivo.

L’effetto di riattivazione del feedback tubulo-glomerulare spiega il motivo per cui
nello studio CREDENCE (76) si sia osservata, durante le prime tre settimane,
un’importante riduzione della eGFR nei pazienti trattati con canaglifozina rispetto
al placebo (=3.72 + 0.25 vs. —0.55 + 0.25 ml/min/1.73 m?), ma poi il successivo
declino della eGFR sia stato inferiore, come atteso (—1.85+0.13 vs.—4.59+0.

ml/min/1.73 m?/ anno).

7.3 Antagonisti dei recettori mineralcorticoidi

La raccomandazione dell’uso del finerenone in seconda linea in add-on therapy agli
inibitori del RAAS e SGLT2 inibitori deriva dall’evidenza fornita da due trials
clinici randomizzati, FIDELIO (86) e FIGARO-DKD (87), che hanno dimostrato
I’efficacia di finerenone nel rallentare la progressiva riduzione della eGFR e nel

ridurre 1l rischio cardiovascolare tra i pazienti con DMT2 e albuminuria.

Dal punto di vista farmacodinamico, ¢ stato osservato che in pazienti in terapia in
cronico con gli inibitori del RAAS, 1 livelli di aldosterone inizialmente scendono
per poi aumentare nel lungo termine, fenomeno noto come aldosterone escape (88).
Questo suggerisce un margine di azione per inibitori dei recettori dei

mineralcorticoidi.

Gli antagonisti dei recettori mineralcorticoidi steroidei spironolattone e eplerenone
hanno benefici cardiovascolari dimostrati nei pazienti con scompenso cardiaco
(livello di evidenza IA) e sono farmaci di prima linea nel trattamento
dell’iperaldosteronismo e dell’ipertensione refrattaria (89, 90). I recettori degli
antagonisti mineralcorticoidi steroidei riducono 1’albuminuria (91), tuttavia non
sono stati condotti trials adeguati di valutazione dell’efficacia in outcomes renali,
noti il rischio di iperkaliemia e di danno renale acuto nelle popolazioni ad alto

rischio (92).
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E stato dimostrato che osservato che i1 nuovi antagonisti dei recettori
mineralcorticoidi non steroidei sono efficaci nel ridurre I’albuminuria a fronte di un

minor rischio di iperkaliemia (93), per cui sono stati condotti due ampi trials clinici.

Il trial clinico FIDELIO-DKD (86) ¢ stato condotto su 5734 pazienti con CDK e

DMT?2 secondo i seguenti criteri:

- uACR compresa tra 30 e 300 mg/g e retinopatia, eGFR compresa tra 25 ¢
60 ml/min/1.73 m?
- uACR compresa tra 300 e 5000 mg/g ¢ eGFR compresa tra 25-75

ml/min/1.73 m?

Tutti i partecipanti erano trattati con RAAS inibitori. I livelli di [K+] dovevano

essere <4.8 mmol/l.

Sono stati randomizzati in due bracci, uno in terapia con finerenone e 1’altro con

placebo.

L’outcome primario composito era I’insufficienza renale, una riduzione del 40% di
eGFR rispetto al baseline o la morte per cause renali. L’outcome secondario
composito era morte per cause cardiovascolari, infarto miocardico non fatale, stroke

non fatale o ospedalizzazione per scompenso cardiaco.

In un tempo di follow up di 2.6 anni, il 17.8% dei pazienti trattati con finerenone
ha sviluppato 1I’outcome primario rispetto al 21.1% dei pazienti sottoposti a placebo
(hazard ratio, 0.82; 95% confidence interval [CI], 0.73-0.93; P = 0.001), mentre,
per quanto riguarda 1’outcome secondario, ¢ stato sviluppato rispettivamente nel
13% e nel 14.8 % (hazard ratio, 0.86; 95% CI, 0.75-0.99; P = 0.03). L’incidenza di
effetti collaterali ¢ stata simile nei due gruppi, tuttavia il tasso di pazienti che ha

sospeso la terapia per iperkaliemia ¢ stata rispettivamente del 2.2% e dello 0.9%.

I1 trial clinico FIGARO-DKD (87) ¢ stato condotto su 7437 pazienti con CKD e

DMT?2 secondo 1 seguenti criteri:

- UuACR compresa tra 30 e 300 mg/g e eGFR compresa tra 25 e 90
ml/min/1.73 m?

- uACR compresa tra 300 e 5000 mg/g e eGFR>60 ml/min/1.73 m? (CKD di
1° e 2° stadio)
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Tutti i partecipanti erano trattati con RAAS inibitori. I livelli di [K'] dovevano

essere <4.8 mmol/l.

Sono stati randomizzati in due bracci, uno in terapia con finerenone e I’altro con

placebo.

L’outcome primario composito era la morte cardiovascolare per tutte le cause,
I’infarto miocardico non fatale, lo stroke non fatale e 1’ospedalizzazione per
scompenso cardiaco. L’outcome secondario composito era I’insufficienza renale,

una riduzione del 40% di eGFR rispetto al baseline o la morte per cause renali.

In un tempo di follow up di 3.4 anni, il 12.4% dei pazienti trattati con finerenone
ha sviluppato 1’outcome primario rispetto al 14.2% dei pazienti sottoposti a placebo
(HR, 0.87; 95% intervallo di confidenza [CI], 0.76-0.98; P = 0.03), con beneficio
guidato dalla minore ospedalizzazione per scompenso cardiaco (HR, 0.71; 95% CI,
0.56 to 0.90), mentre, per quanto riguarda I’outcome secondario, ¢ stato sviluppato
rispettivamente nel 9.5% e nel 10.8%. Il tasso di pazienti che ha sospeso la terapia

per iperkaliemia ¢ stato rispettivamente di 1.2% e dello 0.4%

Lo studio ha quindi concluso benefici cardiovascolari nei pazienti con DMT2 con

CKD di stadio 2-4 ¢ macroalbuminuria o stadio 1-2 e proteinuria.

Nei due studi ¢ ben rappresentata la popolazione con CDK in stadi precoci e elevata
albuminuria e in particolare nello studio FIGARO-DKD oltre il 60% dei pazienti
aveva CKD albuminurica con eGFR >60 ml/min/1.73 m?, nonostante il trattamento
ottimale. L albuminuria € un fattore di rischio cardiovascolare e di mortalita per
tutte le cause indipendente dai livelli di eGFR, che pone questi pazienti ad elevato

rischio (29).

Gli outcomes dei due studi sono complementari e le popolazioni in parte si
sovrappongono, ma la metanalisi dei due trials, FIDELITY (94), ha aggiunto

importanti nuove informazioni.

1. La riduzione del rischio relativo di outcome composito cardiovascolare ¢
stata 14%. Nell’analisi delle componenti dell’outcome composito
cardiovascolare, la riduzione maggiore del rischio relativo si ¢ osservata
nella riduzione delle ospedalizzazioni per scompenso cardiaco, ridotto del
22%. Lo scompenso cardiaco con frazione di eiezione ridotta NYHA II e 111

(New York Heart Association classification, NYHA class) era un criterio di
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esclusione. Questo dato ¢ molto importante noto che lo scompenso cardiaco
¢ la maggiore fonte di morbidita tra i pazienti con DMT2 e DKD. Inoltre il
fatto che il finerenone riduca il rischio di scompenso cardiaco tra i pazienti
con DKD enfatizza la necessita di screening di tutti pazienti con DMT2 con
questo fattore di rischio.

2. Lariduzione dell’outcome composito renale ¢ stata 23%. La riduzione del
rischio di dialisi ¢ stata del 20%.

3. Si suggerisce un forte effetto dell’over-attivazione dei recettori mineral-
corticoidi nella patogenesi di entrambe la malattia cardiovascolare e la
progressione del danno renale nei pazienti con CKD e DMT2.

4. 6.7% dei pazienti erano al baseline in terapia con SGLT2 inibitori, 7.2% con
GLPIRA: gli effetti cardiovascolari e renali sono sovrapponibili a quelli dei
pazienti che non assumono tali farmaci. Sono tuttavia necessari ulteriori
trials clinici mirati.

5. 1.7% dei pazienti trattati con finerenone hanno sospeso la terapia per
iperkaliemia rispetto allo 0.6% trattato con placebo. Tuttavia 1’'uso del
finerenone ¢ associato a riduzione del rischio di ipokaliemia, noto fattore

causativo di outcome avverso nello scompenso cardiaco.
Un limite dei due trials € stato non includere i pazienti con DKD non albuminurica.

Durante questi trials le linee guida hanno approvato per pazienti con DMT2 e DKD
I’uso di SGLT2 inibitori e GLPIRA per la riduzione del rischio cardiorenale,

motivo per cui il finerenone ¢ stato approvato in seconda linea (95).

L’aldosterone ¢ un ormone steroideo prodotto dalla zona glomerulare della corticale
del surrene, che diffonde attraverso la membrana plasmatica e lega il recettore
citoplasmatico MRa delle cellule principali del tubulo distale e del dotto collettore.
Ha un effetto di ritenzione di sodio e acqua, per stimolazione dell’espressione del
trasportatore epiteliale del sodio (Epithelial Sodium Channel, ENaC) e di
escrezione di K*, per stimolazione dell’espressione del canale ATP-dipendente del
potassio (Renal Outer Medullary Potassium channel, ROMK) (96). Regola quindi
il volume extracellulare e la pressione arteriosa. Il blocco di questo meccanismo ha

un effetto natriuretico benefico nella malattia cardiovascolare (97).

Il recettore mineralcorticoide ¢ estesamente espresso in vari organi del nostro

organismo (98): rene, miocardio, parete vascolare, cervello, retina, cute, polmoni,



44

fegato, muscolo scheletrico, tessuto adiposo, ghiandole salivari e sudoripare. Nel
rene ¢ stata documentata 1’espressione anche nei podociti e nelle cellule mesangiali
(99), a livello cardiovascolare nei cardiomiociti, fibroblasti cardiaci, cellule

endoteliali e cellule muscolari lisce (100).

E ipotizzato che ’over-attivazione dei recettori mineralcorticoidi, dipendente da
un’aumentata concentrazione di aldosterone e/o un’aumentata espressione dei
recettori, conduca a meccanismi pro-inflammatori e pro-fibrotici che
contribuiscono alla glomerulosclerosi, alla fibrosi renale, all’ipertrofia del
miocardio e al rimodellamento vascolare, quindi alla patologia cardio-renale (101,
102). Nella patogenesi della sindrome cardio-renale contribuiscono differenti
cellule del sistema immunitario innato, per esempio le cellule dendritiche, i
monociti e i macrofagi e adattativo, come 1 linfociti T, di cui alcuni studi hanno

mostrato 1’espressione dei recettori mineralcorticoidi (103, 104).

8. Gli endpoints surrogati dello sviluppo di insufficienza
renale nei trials clinici

La malattia renale ha un decorso irreversibile e asintomatico fino alle fasi terminali,
in cui esita in ESRD e richiede la terapia sostitutiva. Nella pratica clinica e nella
ricerca si € reso quindi necessaria la validazione degli endpoints surrogati degli
outcomes renali avversi, da applicare negli stadi precoci di CKD. Tale validazione
richiede che i1 marker rispettino la plausibilita biologica, abbiano una forte
correlazione con dati epidemiologici e capacita predittiva degli outcomes clinici

(Tabella VI, 105).

In particolare la capacita predittiva ¢ ridotta in presenza di fattori confondenti
estranei al trattamento o se questo influisce su meccanismi differenti da quelli su
cui agisce il surrogato. Nei trials clinici in cui nel tempo gli effetti del trattamento
sono nulli sugli outcomes clinici, deve essere analizzato il rischio di giungere a false
conclusioni quando invece sono presenti variazioni degli endpoints surrogati
(estensione del concetto di errore di tipo 1). E importante sottolineare che un potere
statistico limitato dalla dimensione campionaria inficia la possibilita di estendere

una relazione, dimostrata nel setting di un trial clinico, in uno studio di popolazione.
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Tabella VI: caratteristiche di albuminuria e di eGFR che li rendono validi
endpoints surrogati della funzionalita renale.

Albuminuria GFR
Fisiopatologia Fisiopatologia
Misura della permeabilita della parete | GFR ¢ determinato dalla pressione di
capillare glomerulare alle | filtrazione, dalla superficie della parete
macromolecole capillare glomerulare e dalla sua
AER = GFR *P*© - TR permeabilita a piccoli soluti e

L’incremento di albuminuria in CKD
riflette I’incremento di © (permeabilita
del glomerulo alle macromolecole); le
macromolecole nel liquido tubulare
potrebbero essere dannose; in alcune
patologie 1’albuminuria avviene prima

all’acqua.

GFR =N * SNGFR
GFR nella CKD
generalmente riflette la riduzione del n°
di nefroni; SNGFR pud aumentare in
ad alterazioni

La riduzione di

conseguenza

del declino di GFR (106). emodinamiche (107).
Misurazioni Misurazioni
Le linee guida raccomandano Ila|GFR non pud essere direttamente

misurazione del rapporto
albumina/creatinina in campioni di urina
(spot urine) raccolti la mattina (108).
L’orario di raccolta non ¢ standardizzato
e Dlintervallo di riferimento ¢
indipendente dal sesso, dall’etnia e dalla
massa muscolare. uUACR ¢ una misura
surrogata di  AER, di difficile
misurazione per la difficolta di raccolta
di campioni di urina nelle 24h.

misurata.

La clearence di un marker esogeno di
filtrazione (mGFR) ¢ il gold standard,
ma complesso e raramente usato.

Le linee guida raccomandano la stima
di GFR con equazione CDK-EPI
(eGFR¢)  (63). 1 limiti  sono
I’imprecisione, in particolare per valori
elevati di GFR, e I’influenza di fattori
non considerati nell’equazione sui
valori della creatininemia (per es. la
massa muscolare). La precisione ¢
migliorata dalla ripetizione delle
misurazioni. | bias di eGFR¢ sono in
parte superati dalla combinazione con
il calcolo di eGFR con la
concentrazione sierica di cistatina ¢
(CGFRcr-cys)

Uso nella pratica clinica
L’albuminuria ¢ un criterio di
definizione e di classificazione di CKD.
E il principale fattore predittivo delle
complicanze di CKD

Uso nella pratica clinica
Il valore di eGFR ¢ un criterio di
definizione e di classificazione di
CKD. E il principale fattore predittivo
delle complicanze di CKD,
frequentemente misurato nella pratica
clinica.
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Plausibilita biologica come endpoint
per i trials clinici
L’albuminuria ¢ un marker di danno
renale. In alcune patologie ¢ responsabile
della progressione della malattia renale e
la sua riduzione potrebbe essere un
meccanismo di intervento farmacologico
(es. uso di RAAS inibitori). In questi
contesti I’albuminuria ¢ un biomarker

utilizzabile.

Plausibilita biologica come endpoint
per i trials clinici

La GFR ¢ il miglior parametro di

della

L’insufficienza renale ¢ definita da

valori di eGFR<15 ml/min/1.73 m?.

misura funzionalita renale.

Uso nei trials clinici come endpoints
surrogati
Sono stati condotti degli studi di analisi
della dei
dell’albuminuria come end point
surrogato per trials clinici, ma il dibattito
¢ ancora in corso (109)

validita cambiamenti

Uso nei trials clinici come enpoints
surrogati

Sono endpoint surrogati basati su

eGFR: il declino del 30% o del 57% di

eGFR e lo slope di eGFR

Declino del 30% o 57% di eGFR:

endpoint surrogato valido in alcune

circostanze, ma meno attendibile in una
coorte di pz con elevata GFR al
baseline.

Slope di eGFR: potere
maggiore in certe condizioni,
risente di trattamenti che hanno effetti

statistico
ma

emodinamici acuti. E stato quindi
proposto di usare per il calcolo i valori
di GFRs misurati dopo 1 primi tre mesi
dalla randomizzazione (slope cronico)
rispetto ad un calcolo eseguito a partire
dall’inizio del trial (slope totale) (110).
Tuttavia non ci sono ancora metodi
uniformemente accettati.

AER: albumin excretion rate; CKD: chronic kidney disease; eGFR: estimated
glomerular filtration rate; GFR: glomerular filtration rate; mGFR: measured
GFR; N: number of nephrons; NS: nephrotic syndrome; P, plasma concentration
of albumin; PER: protein excretion rate; SNGFR: single nephron GFR; O: sieving
coefficient for albumin; TR: rate of tubular reasorbtion of albumin; UACR: urinary
albumin-creatinine ratio;, UPCR: urinary protein-creatinine ratio.

La US Food and Drug Administration (FDA) ha approvato 1’uso del raddoppio della
creatininemia, corrispondente ad un declino di eGFR>57%, come end point
surrogato per lo sviluppo di insufficienza renale in trials clinici di progressione della
malattia renale. Tuttavia si tratta di un evento tardivo, per cui la National Kidney

Foundation (NKF), in collaborazione con FDA e la European Medicines Agency
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(EMA), ha sponsorizzato uno studio per individuare endpoints alternativi per i trials
clinici in modo da ridurne la durata, la dimensione campionaria ed estenderne
I’impiego in pazienti in stadi piu precoci di CKD (Levey, Greene et al. 2019, 111).
Questo presuppone una migliore caratterizzazione della capacita predittiva di un
minore declino della eGFR del successivo sviluppo di insufficienza renale. Nelle
simulazioni sono state determinate le condizioni in cui gli endpoints surrogati basati
su eGFR hanno incrementato il potere statistico, permettendo di ridurre la
dimensione campionaria o il tempo di follow up, e preservato un basso rischio di
errore di tipo 1. E stato assunto un valore soglia minimo di variazione dell’endpoint
surrogato tale per cui la probabilita che corrisponda a un beneficio clinico non nullo

sia del 97.5% (Positive Predictive Value, PPV .975).

Nella tabella si riportano le conclusioni di studi di simulazione condotti dalla NKF
in collaborazione con la Food And Drug Administration e la European Medicines
Agency EMA sulla validita degli endpoints surrogati basati su GFR e su albuminuria
(tabella VII).

Tabella VII: risultati degli studi di validazione degli outcomes surrogati della
funzionalita renale (113).

Outcome Risultato degli studi di validazione

surrogato

Endpoints | In uno studio di simulazione, che ha valutato 3.060 scenari
time-to- comparando 19 protocolli terapeutici in 13 trials clinici di CKD

event (112), ¢ stato osservato che il declino di eGFR del 40% rispetto al
declino del 57% permette una riduzione della dimensione
campionaria >20%, mantenendo un rischio di errore di tipo 1<10%
in presenza di effetti in acuto di piccola entita (<1.25ml/min/1.73
m?) per: trials di durata di 2-3-5 anni e elevata eGFR media al
baseline (67.5mL/min/1.73 m?) e trials di durata di 2 anni con
moderata eGFR al baseline (42.5 ml/min/1.73 m?). L’uso del
declino di eGFR del 30% rispetto al 40% permette la riduzione della
dimensione campionaria, ma ¢ un endpoint accettabile solo in
assenza di effetti in acuto.

Slope di | E’ stata analizzata la capacita predittiva della riduzione dello slope
eGFR di eGFR, determinata dal trattamento, nella prevenzione dello

sviluppo di ESRD (113).

Sono stati analizzati 14 studi di coorte: tutti presentavano come

outcomes lo sviluppo di ESRD e la mortalita (n=3.881.215, eventi

di ESRD=12.635, eventi di morte=564.196).

E stato osservato che una riduzione di 0.75ml/min/1.73 m? in 2 anni

¢ protettiva per ESRD (per la coorte con eGFR <60 al basale,

multivariable-adjusted HRs=0.79 [95% CI, 0.77-0.81]; per la coorte
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con eGFR >60 al basale HR=0.84 [95% CI, 0.82-0.87]).
Ipoteticamente, in una popolazione con eGFR media di 75
ml/min/1.73 m? e declino medio di -5 + 4 ml/min/1.73 m?, un
intervento terapeutico che rallenti il calo di 0.75 ml/min/1.73 m?
all’anno ¢ atteso che riduca il rischio di sviluppare ESRD di 1.6%
(da 8.3% a 6.7%). L associazione era piu debole per osservazioni di
durata di 1 anno e piu forte se di 3 anni.

Sono stati analizzati 47 trials clinici (n=60.620, di cui 43.841
presentavano DTM e DKD; eventi compositi di ESRD, eGFR<15
ml/min/1.73 m?, raddoppio di Scr=7.115)

Nei trials clinici, un effetto di calo di 0.75 ml/min/1.73m? all’anno
dello slope totale si associava a un rischio inferiore in media del
27% (95% BCI, 20%-34%) di sviluppo dell’endpoint clinico.
Risultati simili sono stati osservati per lo slope cronico. La soglia di
efficacia di trattamento sullo s/lope di GFR totale in 3 anni perché
abbia una probabilita di 0.975 di beneficio clinico non nullo ¢ 0.48
e 0.74 ml/min/1.73 m?/anno per trials di dimensione campionaria
rispettivamente grande* e modesta*, mentre per lo slope cronico, le
soglie sono rispettivamente 0.62 e 0.85 ml/min/1.73 m?/ anno.
Nelle simulazioni ¢ emerso che, nei trials con follow up >2 anni, in
pazienti con valori al baseline di GFR alti, sottoposti a trattamenti
privi di effetti emodinamici acuti, 1 surrogati basati su eGFR
migliorano ’efficienza (riduzione di N necessario). Un periodo <2
anni comporta una riduzione dell’efficienza, una maggiore
suscettibilita al bias e una riduzione del potere statistico.

Per trattamenti che non hanno effetti emodinamici in acuto, lo slope
totale ha mostrato lo stesso potere statistico dell’endpoint clinico.
Infatti ¢ stato osservato che I'impiego dell’endpoint surrogato ha
ridotto il periodo di follow up da 4-6 anni a 2 anni, migliorando
I’efficienza dal 17% al 64%. Il potere statistico ¢ anche il medesimo
di quello degli endpoint surrogati di calo di eGFR del 30% o 40%
(endpoints time-to-event).

Per trattamenti con effetti emodinamici acuti, invece, lo slope
cronico ha un potere statistico maggiore rispetto a quello
dell’endpoint clinico o altri time-to-event endpoints, ma un
maggiore rischio di errore di tipo 1. E indicato anche ’uso di
endpoints time-to event basati sul declino di 40-57% di eGFR
piuttosto che lo slope totale di GFR.

Riduzione
di uACR

E stata approvata, come endpoint surrogato, la riduzione della
media geometrica di uACR del 20-30%, in setting clinici
appropriati (114).

Sono stati analizzati 41 trials clinici (n=29.979 di cui 21.102
presentavano diabete e DKD, 1.325 patologie glomerulari, 7.552
altre patologie).
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E stato osservato che una riduzione della media geometrica di
uACR del 27% (BCI, 5%,45%) corrisponde ad una riduzione del
rischio di outcome clinico. La relazione ¢ piu forte per pazienti con
uACR al baseline > 30 g/mg: R? = 0.72 (BCI, 0.05-0.99).

In questi pazienti PPV.975=21%-27% nei nuovi trials.
L’adeguatezza di tale impiego varia in funzione del tipo di patologia
e di intervento terapeutico: ¢ appropriato per patologie
caratterizzate da moderata/severa albuminuria e per interventi in cui
la riduzione dell’albuminuria sia un meccanismo di azione
principale nella regressione del danno renale (per es. la malattia
renale diabetica caratterizzata da elevati livelli di albuminuria al
baseline). L’osservazione che gli effetti benefici del trattamento
sull’albuminuria debbano essere osservati in un periodo di follow
up di 6 mesi suggerisce che il tempo di follow up del trial potrebbe
essere accorciato, con beneficio economico. Tuttavia ¢ pur sempre
necessaria la conferma dell’efficacia sulla riduzione di GFR, con
conseguente necessario allungamento del periodo di follow up.

I contesti clinici in cui risulta adeguato come endpoint surrogato
sono: pazienti con malattia renale diabetica caratterizzata da elevata
albuminuria al Dbaseline, la nefropatia membranosa, la
glomerulosclerosi focale e segmentale con sindrome nefrosica e la

nefropatia da immunoglobuline IgA (115, 116, 117).

* E definita grande una numerosita campionaria di circa 1900, tale da avere una
sensibilita di stima del trattamento di 0.25, modesta di 720 tale da avere una
sensibilita di 0.4.

La scelta ottimale dell’endpoint basato su GFR dipende dalla velocita di declino di
GFR, dalla natura degli effetti del trattamento nel breve e nel lungo termine e dal

disegno dello studio.

Lo slope di eGFR ¢ un endpoint surrogato piu utile rispetto agli endpoints time-to
event per gli studi di popolazioni caratterizzate da valori di eGFR al baseline
superiori, periodi di follow up piu brevi e per trattamenti con effetti pitt uniformi e
senza effetti emodinamici acuti. In presenza di effetti emodinamici acuti, ¢ da
preferire 1’endpoint surrogato slope cronico. Questi endpoints sono meglio
applicabili nelle popolazioni ad elevato rischio di progressione di malattia renale
perché la probabilita di raggiungere un effetto del trattamento di 0.5-1.0
ml/min/1.73 m?/ anno (PPVy.7s di beneficio clinico in un nuovo trial) ¢ maggiore

se il declino di GFR ¢ piu veloce (113).
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Figura 8: ¢ mostrata la correlazione tra gli effetti del trattamento sullo slope di
GFER (slope totale e slope cronico) e sugli endpoints di sviluppo di ESRD, di GFR
15ml/min/1.73 m? e di raddoppio della creatininemia. Gli effetti del trattamento
sullo slope di GFR sono espressi come differenza media dei valori della eGFR al
baseline e dopo trattamento meno il controllo, ed é espressa in ml/min/1.73
m’/anno. Gli effetti del trattamento sull’endpoint clinico sono espressi come hazard
ratio (HR). I colori rappresentano il tipo di intervento. Ogni cerchio rappresenta
un differente trattamento e le dimensioni sono proporzionali al n° di eventi. La linea
nera e la linea di regressione, la linea blu rappresenta l’intervallo di confidenza, le
linee rosa l’intervallo di predittivita secondo i modelli usati. Alb, albuminuria; BP,
blood pressure; CCB, calcium channel blocker;, RASB, renin-angiotensin system
blocker; RMSE, root mean squared error (113).

Si conclude riportando gli endpoints surrogati approvati dalle linee guida per la

valutazione della malattia renale cronica nella ricerca (KDIGO 2018, 118).

Tabella VIII: endpoints surrogati approvati dalle linee guida per la valutazione
della malattia renale cronica nella ricerca (118).

Progressione lenta

Progressione rapida

della CKD della CKD
Stadi precoci: CKD G1- | Slope di mGFR o di | Declino del 30-40% di
G3a eGFR 0 outcome | eGFR usando
(¢GFR> 45 surrogato. 0 misurazioni rip;tute per
ml/mi n/l._73m2) combinazione degli | escludere effetti acuti
outcomes

Stadi tardivi: CKD G3b-
G5

(eGFR <45
ml/min/1.73m?)

Sviluppo di ESRD o
declino del 30-40% di
eGFR

Sviluppo di ESRD o
raddoppio della

creatininemia (o declino
40-57% di eGFR)
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9. Cellule staminali circolanti

9.1 Cosa sono le cellule staminali circolanti e quale significato possono
avere nel diabete

Le manifestazioni cliniche del paziente diabetico sono quindi I’epifenomeno di uno
squilibrio omeostatico che avviene prima a livello cellulare e quindi sistemico,
determinato da fattori ambientali che agiscono in un background genetico
predeterminato. Sottende eventi molecolari che convergono nella disfunzione

endoteliale, incrementando il rischio cardiovascolare.

Nel 1997 il gruppo di Asahara et al. (119) ha identificato nel sangue periferico
progenitori endoteliali circolanti (Endothelial progenitor cells, EPCs), come cellule
CD34'KDR" (KDR anche noto come type 2 vascular endothelial growth factor
receptor VEGFR-2) con tecniche di citofluorimetria. Tali cellule sono dotate della
capacita di differenziare in cellule endoteliali. In modelli animali di ischemia questi
progenitori endoteliali eterologhi, omologhi e autologhi venivano riscontrati nei siti
di attiva angiogenesi, per cui ¢ stato ipotizzato che la vasculogenesi postnatale
potesse essere un meccanismo di angiogenesi che interviene nella riparazione

vascolare (120).

Nello sviluppo embrionale le cellule ematopoietiche e le cellule endoteliali
originano da un progenitore mesodermico comune del sacco vitellino, noto come
emangioblasto. L’emangioblasto genera le cellule ematopoietiche attraverso
I’endotelio emogenico intermedio (121). Le cellule staminali ematopoietiche
(hematopoietic  stem/progenitor cells, HSPCs) migrano dal mesoderma

extraembionale nel fegato fetale prima di stabilire I’ematopoiesi nel midollo osseo.

E attualmente molto controversa 1’ipotesi che gli emangioblasti persistano in eta
adulta o se le cellule endoteliali mature mantengano attivita ematopoietica; tuttavia
¢ noto che i progenitori ematopoietici, dopo differenziamento dall’endotelio
emogenico, non possono differenziare in cellule endoteliali, neanche nell’embrione

(122).

Lo studio della funzione biologica delle cellule staminali circolanti richiede una
loro definizione rigorosa e condivisa. A questo scopo, le tecniche attualmente
utilizzate sono la citofluorimetria a flusso di campioni di sangue fresco e

I’1solamento in vitro di colture cellulari (123).
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In citofluorimetra, ¢ stato confermato che la combinazione di antigeni CD34"'KDR"
usata nel lavoro di Asahara et al. identifichi le cellule capaci di stimolare
I’angiogenesi in vivo, ossia le EPCs (124). CD34 ¢ un marker di staminalita, mentre
KDR ¢ un marker endoteliale. Alcuni gruppi hanno incluso CD133 come marker di
staminalita aggiuntivo, tuttavia ¢ ancora discusso se le cellule progenitrici
ematopoietiche CD34"CDI133'KDR" abbiano un fenotipo endoteliale (125).
Nell’adulto, le HSPCs sono definite come cellule CD34+ e le EPCs sono
considerate un sottotipo. La citofluorimetria quantifica le cellule staminali
circolanti (circulating stem cells, CSCs) come percentuale di cellule mononucleari
CD34'/CD34"KDR". Nella popolazione generale, le HSPCs rappresentano lo
0.05% dei globuli bianchi nel sangue periferico, che corrispondono a circa 3 cellule

per uL di sangue (126).

In coltura, le cellule mononucleate del sangue periferico (Peripheral Blood
Mononuclear Cells, PBMCs) possono differenziare in due sottotipi cellulare: le
cellule mieloidi angiogeniche (Myeloid Angiogenic Cells, MACs) e un sottotipo di
cellule endoteliali (Endothelial Colony Forming Cells ECFCs).

Le MACs sono cellule della linea ematopoietica CD45°CD14"CD31" che non
differenziano in cellule endoteliali, ma capaci di promuovere I’angiogenesi con
attivita paracrina (127). Le ECFCs sono cellule CD31"CD10"CD146" dotate di

capacita angiogenica intrinseca, di riparazione vascolare e di vasculogenesi (128).

L’idea che 1 progenitori cellulari circolanti contribuiscono all’omeostasi endoteliale
crea 1 presupposti per una nuova ipotesi fisiopatologica della patologia
cardiovascolare, ossia che la riduzione della capacita riparativa delle HSPCs sia

causa o concausa della disfunzione endoteliale.

9.2 La disfunzione endoteliale come patologia del midollo osseo: studi
preclinici

Le cellule staminali ematopoietiche HSPCs esplicano gran parte della loro funzione
nel midollo osseo (bone marrow BM), un microambiente altamente specializzato

che garantisce la quiescenza delle cellule immature e il differenziamento delle

HSPCs in cellule delle linee mieloidi e linfoidi (129).

11 significato della loro mobilizzazione dal midollo osseo al sangue periferico, forse

una reminescenza embrionale, ¢ ancora largamente sconosciuto. Per esempio, oltre


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiStdq-kpD_AhUdSfEDHTzFA1cQFnoECAkQAw&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fbooks%2FNBK500157%2F&usg=AOvVaw3_zh-q1vjm3c9fyeoUgI4n
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiStdq-kpD_AhUdSfEDHTzFA1cQFnoECAkQAw&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fbooks%2FNBK500157%2F&usg=AOvVaw3_zh-q1vjm3c9fyeoUgI4n
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a contribuire all’omeostasi vascolare, le cellule staminali circolanti mantengano una
funzione immunitaria contro i patogeni esterni: migrano in tessuti extramidollari
dove originano cellule mieloidi residenti, preferenzialmente dendritiche, sotto

stimolo di agonisti degli agonisti dei Toll-like receptors (130).

I1 processo di mobilizzazione ¢ un processo attivo mediato dalla modifica del
gradiente delle chemochine tra midollo osseo e circolo periferico, in particolare di
CXCL12 (stromal cell-derived factor, SDF-1) che agisce sul recettore CXCR4
(131). In risposta ad alti livelli di CXCL12 nel BM, le HSPCs rimangono aderenti
allo stroma midollare, in un processo mediato da integrine, caderine, selectine e
varie proteine di matrice. In seguito a una riduzione dei livelli di CXCL12 oppure
in caso di internalizzazione del recettore CXCR4 o in risposta ad altri eventi, come
la produzione di NO e [Dattivazione delle metalloproteinasi (Matrix
metalloproteinases, MMPs), si ha una ridotta adesione delle HSPCs allo stroma. La
minore adesione permette alle HSPCs di rispondere al gradiente di CXCL12 verso

il sangue periferico, che porta alla loro mobilizzazione.

E un processo coordinato da fenomeni locali del microambiente midollare, ma che
risente anche di fenomeni sistemici, per esempio il danno ischemico o
I’iperglicemia. Inoltre il rilascio di HSPCs segue un’oscillazione circadiana

governata da stimoli noradrenergici e colinergici (126)

La riduzione dei livelli di HSPCs nel sangue periferico, in un modello tri-

compartimentale, potrebbe risultare in:

1. Ridotto numero di HSPCs nel BM
2. Ridotta sopravvivenza nel sangue periferico

3. Ridotta stimolazione della migrazione dal sangue periferico ai tessuti target

Nei soggetti diabetici, in vivo, non ¢ stato confermato un aumento dell’apoptosi
delle HSPCs indotto dall’iperglicemia (132), ma in modelli sperimentali diabetici,
¢ stata dimostrata una ridotta mobilizzazione, in un processo che ¢ stato definito

“mobilopatia diabetica”.

Un primo studio preclinico che ha dimostrato questo fenomeno ¢ stato pubblicato
nel 2006 dal gruppo di Fadini (133). Sono stati utilizzati modelli di danno agli arti
da ischemia e riperfusione con diabete e senza diabete nel ratto per osservare se il

ridotto numero di EPCs nel diabete, nonostante lo stimolo dell’ischemia, fosse
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meccanicisticamente attribuibile alla ridotta mobilizzazione dal midollo osseo. In
risposta all’ischemia, nei ratti non diabetici si ¢ osservato I’aumento dei livelli di
EPCs, che era invece completamente assente nei ratti diabetici. La mobilizzazione
difettiva delle EPCs nel ratto diabetico si associava all’alterato rilascio di
CXCL12/SDF-1 e di VEGF e all’inabilita di up-regolare il fattore di trascrizione
inducibile da ipossia HIFla (Hypoxia-inducible factor I-alpha, HIF1a) a livello
muscolare, con conseguente mancato aumento compensatorio della densita
capillare muscolare nel sito di danno. Nel ratto diabetico 1’azione ipoglicemizzante
e una premedicazione con fattori di crescita ematopoietici si ¢ associata ad un
aumento parziale dei livelli di EPCs. Per cui nei ratti diabetici la mobilizzazione
delle EPCs nei tessuti ischemici ¢ difettiva e impedisce un’angiogenesi

compensatoria efficace.

Nelle cellule endoteliali, I’espressione genica di CXCL12 ¢ incrementata da HIFla
in relazione alla ridotta tensione di ossigeno, favorendo la creazione del gradiente
chimico che conduce le cellule circolanti, esprimenti CXCR4, verso il tessuto
ischemico. Il blocco nel tessuto ischemico di CXCL12 o di CXCR4 sulle cellule
circolanti, previene il reclutamento cellulare e la riparazione nel sito di danno (134).
L’iperglicemia in sé altera HIFla tramite il metilgliossale, substrato dell’enzima
gliossalasi 1 (GLO1): in topi diabetici con over-espressione dell’enzima
superossido dismutasi, la riduzione dei livelli di superossido si ¢ associata alla
correzione dei difetti di neovascolarizzazione. In EPCs ipossiche coltivate ad
elevati livelli di glucosio, la sovra-espressione di GLO1 ha prevenuto la riduzione
dei livelli di CXCL12 e di CXCR4, ma anche dell’attivita dell’enzima ossido nitrico
sintasi endoteliale (eNOS). NO favorisce la mobilizzazione, per cui la deplezione
dei suoi livelli per reazione con i ROS e formazione di perossinitriti contribuisce

alla “mobilopatia diabetica™ (135).

La compromissione della mobilizzazione ¢ stata osservata in entrambe le forme di
diabete e prescinde dalla durata della malattia, dal controllo della glicemia,
presenza/assenza di complicanze; suggerendo che I’iperglicemia e la cronicita della
patologia esercitano effetti peggiorativi sulla funzione del midollo osseo differenti

e indipendenti.

I1 sistema nervoso simpatico ha un ruolo importante nella funzione midollare e la

mobilizzazione delle HPSCs dipende da neurotrasmettitori catecolaminergici. Noto
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che la neuropatia autonomica ¢ una complicanza microvascolare del diabete, si ¢
ipotizzata un’interconnessione. In modelli murini di DMT1 e DMT2, in cui ¢ stata
dimostrata una denervazione simpatica, ¢ stata osservata, dopo stimolazione con il
fattore di crescita granulocitario (Granulocyte-Colony Stimulating Factors, GCSF)
o I’ischemia, una ridotta risposta nei livelli di EPCs (136). In questi modelli ¢ stata
osservata un’aumentata espressione di p66Shc, noto mediatore di danno indotto
dall’iperglicemia, e una ridotta espressione di Sirtl. In modelli murini DMT]1 e
DMT?2 knock-out di p66Shc, I’espressione di Sirt]l ¢ mantenuta, il danno nervoso ¢
prevenuto (¢ stata osservata stimolazione dell’espressione di Sirtl dopo
somministrazione di isoprotenerolo) e la risposta di mobilizzazione ¢ stata
ripristinata. La somministrazione di despiramina ha ripristinato I’espressione di
Sirtl in modelli con DMTT1. In topi knock-out di Sirtl, la mobilizzazione ¢ debole.
La correlazione risiede nella sovra-espressione di molecole di adesione per esempio
selectina-L, nei topi con neuropatia, che potrebbe favorire 1’adesione delle cellule
allo stroma midollare. In topi knock-out per la selectina, la mobilizzazione ¢ in parte

ripristinata.

Questo studio ha suggerito un’ipotesi patogenetica del segnale adrenergico difettivo
nella ridotta mobilizzazione delle HSPCs e quindi un ruolo della disautonomia

diabetica nell’incremento del rischio cardiovascolare.

I recettori B-3 adrenergici giocano un ruolo essenziale nel rilascio secondo ritmi
circadiani di HSPCs e entrambi i recettori -2 e B-3 cooperano nello stimolare la

migrazione (137). Apre scenari terapeutici.

Sono stati studiati anche gli effetti della malattia nel lungo termine sul midollo
osseo, introducendo il concetto di microangiopatia del midollo osseo (138). In topi
con DMT1, comparati con topi senza diabete, dopo 27-30 settimane ¢& stata
osservata la rarefazione dei sinusoidi, capillari e arteriole, che crea un ambiente
ipossico, e aumentata permeabilita, determinata da un’alterazione delle interazioni
cellula-cellula. Lo stress ossidativo attiva la protein-tirosina chinasi 2 che fosforila
la proteina di adesione VE-cadherin (Vascular endothelial cadherin, VE-cadherin)
(effetto ridotto dall’uso di N-acetil-cisteina). Il comparto delle cellule staminali
ematopoietiche pluripotenti ¢ ridotto secondo il gradiente di ipossia, a causa del

danno ossidativo del DNA e la conseguente apoptosi. L’incremento del tessuto
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adiposo contribuisce al rimodellamento con la secrezione paracrina di fattori e

citochine proinfiammatorie.

Le cellule endoteliali del midollo osseo creano un microambiente perivascolare
dove risiedono la maggior parte delle HSPCs. E stato mostrato che 1’esposizione ad
elevati livelli di ROS conduca ad una maggiore capacita migratoria, ma anche

all’apoptosi e stimola il differenziamento, spiegandone la deplezione (139).

L’alterazione della migrazione delle HSCPs risente quindi anche della
compromissione del microambiente midollare, riconducibile meccanicisticamente

ad un’alterazione dell’asse CXCL12-CXCR4:

- Espressione di CXCR4 nelle cellule endoteliali del midollo osseo: la
delezione si associa ad incremento della permeabilita vascolare e
migrazione di HSCPs (138)

- Espressione di CXCL12 negli adipociti del midollo osseo: I’incrementata
espressione ha un effetto di ritenzione delle HSCPs (139)

- Alterata attivita di dipeptidil-peptidasi-4 DPP4: cliva la porzione amino-
terminale dipeptidica di CXCL12 (137)

- Secrezione di oncostatina M (OSM), citochina della famiglia di IL6, da
parte dei macrofagi M1 (CD169") che stimola la secrezione di CXCL12 da
parte delle cellule stromali. La deplezione specifica dei macrofagi M1 con
tossina difterica in modelli sperimentali ha condotto all’aumento dei livelli

delle HSCPs (140).

L’iperglicemia amplifica la mielopoiesi nel midollo osseo (141), meccanismo pro-
inflammatorio associato all’insulino-resistenza e all’aterosclerosi. Infatti nei
soggetti diabetici 1 livelli dei leucociti nel sangue sono superiori (142) e si associano

ad una maggiore prevalenza di malattia coronarica (143).

La mielopoiesi indotta dall’iperglicemia ¢ mediata dall’accumulo di AGEs e
dall’aumentata produzione di allarmine S100A8/9 da parte dei neutrofili, che
agiscono sui recettori RAGEs (receptor for the AGE ligand, RAGE). E stato
osservato nei modelli murini sperimentali di DMT1 che le allarmine promuovono
il differenziamento delle HSPCs del BM in cellule della linea mieloide,
incrementando 1 livelli dei neutrofili e dei monociti che differenziano nei macrofagi
M1 (144). L’amplificazione dei progenitori mieloidi risulta in un incremento del

segnale di OSM, con conseguente effetto di ritenzione delle HSPCs nelle nicchie
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del BM, che vanno incontro a differenziamento mieloide e sostengono

I’infiammazione sistemica in un circolo vizioso.

Meccanicisticamente, la correlazione tra incrementata mielopoiesi e ritenzione
delle HSPCs nel BM ¢ stata individuata nella via OSM-p66Shc (145). OSM agisce
sul recettore eterodimerico OSMR, innesca la via di MAPK e JAK-STAT3/5 e,
tramite p66Shc non mitocondriale, induce CXCL12 nelle cellule stromali del BM
con effetto ritentivo verso le HSPCs e in parallelo porta un’ulteriore amplificazione

della mielopoiesi (figura 9).

In modelli murini, la delezione di OSM o di p66Shc si associa a riduzione del
rapporto neutrofili/linfociti nel sangue periferico e al ripristino della mobilizzazione
di HSPCs (146). Inoltre la delezione selettiva di p66Shc nel sistema ematopoietico,
privando dell’effetto di ritenzione delle HSPCs e di amplificazione della
mielopoiesi, era sufficiente a ripristinare il traffico di HSPCs al sito di ischemia e a

migliorare il flusso nel topo diabetico.

Nell’essere umano, il rapporto neutrofili/linfociti nel sangue periferico ¢ un noto

marker di rischio cardiovascolare (147).
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Figura 9: rappresentazione schematica della correlazione tra il fenomeno della
“mobilopatia diabetica” e mielopoiesi individuata nella via molecolare di OSM-
Pp66Shc. PMNs, polymorphonuclear cells, M, macrophages, M, mitochondrion; N,
nucleo, +, effetto stimolatorio (146).
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9.3 Cellule staminali circolanti e fattori di rischio cardiovascolare

La correlazione tra HSPCs circolanti e fattori di rischio cardiovascolare ¢

complessa.

L’eta avanzata correla inversamente con i livelli e la funzione delle HSPCs
circolanti, ¢ quindi stato ipotizzato che il loro declino abbia un ruolo nella
disfunzione endoteliale eta-correlata (148). Tuttavia il declino eta-correlato ¢ stato
osservato solo nei soggetti con fattori di rischio cardiovascolare quali fumo, diabete,
ipertesione o dislipidemia. In giovane eta, i fattori di rischio determinano un danno
vascolare che stimolerebbe il BM a rilasciare HSPCs in circolo, ma questo processo
in cronico esita in eta avanzata nell’esaurimento del potenziale riparativo e nel

declino dei livelli (149).

\

E stato osservato che I’ipertensione primaria accelera la senescenza delle HSPCs e
la compromissione delle capacita di riparazione endoteliale (150), che nei pazienti
fumatori si ha la compromissione della funzionalita delle HSPCs, che tuttavia
aumentano in numero dopo cessazione del fumo (151), che in vitro le LDL ossidate
inducono la senescenza delle EPCs umane (152). Nei pazienti in sovrappeso/obesi
si osserva invece una correlazione tra aumentati livelli di HSPCs circolanti e
peggioramento della resistenza insulinica (153). Quest’ultima correlazione,
apparentemente paradossale, ¢ in linea con I’ipotesi che, nei pazienti piu giovani, la
precoce stimolazione del BM mediata dai fattori di rischio cardiovascolare si associ

alla futura pauperizzazione qualitativa e quantitativa delle HSPCs.

L’eterogeneita di metodi e di popolazione degli studi condotti rende difficile
stabilire una gerarchia dei fattori di rischio in termini di impatto negativo sulle
HSPCs. Tuttavia ¢ stato studiato I’impatto della loro combinazione nel setting di
pazienti con sindrome metabolica (154): I’incremento del numero delle componenti
della sindrome metabolica era linearmente correlata con il progressivo declino delle
HSPCs circolanti (figura 10 e figura 12). 1l medesimo studio ha cercato di stabilire
la relazione tra i differenti profili antigenici (combinazione dei markers CD34,
CD133 e KDR) delle cellule progenitrici, identificati con tecnica di citofluorimetria
a flusso, e il rischio cardiovascolare. E emerso che I’espressione di CD34 individua
le cellule progenitrici che meglio correlano con il rischio cardiovascolare (figura

10).
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Figura 10: indice di correlazione lineare r di Pearson tra i livelli delle cellule
staminali circolanti (definite da sei possibili profili antigenici) e alcuni parametri
cardiovascolari. Il coefficiente di correlazione tra i livelli delle cellule CD34+ e i
parametri cardiovascolari é il maggiore, con valore di p inferiore. E stata
individuata una correlazione significativa tra le cellule CD34+ e la stima surrogata
del rischio cardiovascolare cumulativo, definita da n° di fattori di rischio (r=-
0.36), criteri della sindrome metabolica (r=-0.37) e il rischio CV a 10 anni
(Framingham risk: r=-0.44 e Italian risk r=-0.42) (154).

1 criteri di definizione di sindrome metabolica usati sono i criteri NCEP-ATPIII:
elevata circonferenza del gito vita (> 102 cm negli uomini, >88 cm nelle donne),
elevati livelli di trigliceridi (>150 mg/dl), ridotti livelli di HDL (<40 mg/dl negli
uomini, <50 mg/dl nelle donne), elevata pressione arteriosa (pressione sistolica

>130 mmHg, pressione diastolica >85 mmHg), elevata glicemia a digiuno (>100
mg/dl)

Da un’analisi di regressione lineare multipla, la conta CD34" ¢ un fattore predittivo,
indipendente dagli altri fattori di rischio, di elevato rischio cardiovascolare

(Framingham risk a 10 anni >20%) (p=-0.100, p=0.04)
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Figura 11: analisi univariata della conta di CD34+ (espressa come numero di
cellule/10° eventi) in presenza o assenza dei fattori di rischio CV e malattia CV
(p<0.05) (154).
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Figura 12: conta di CD34" (espressa come numero di cellule/10° eventi) in
relazione al numero dei criteri della definizione di sindrome metabolica presenti
nei pazienti (p<0.05). Mostra [’effetto sinergico delle componenti della sindrome
metabolica nella riduzione dei livelli di CD34" (154).

9.4 Cellule staminali circolanti e outcomes cardiovascolari

I fattori di rischio cardiovascolare convergono nella formazione della placca
aterosclerotica, substrato patogenetico di eventi cardiovascolari (angina stabile e
sindromi coronariche acute), cerebrovascolari e dell’arteriopatia periferica. Non ¢
chiaro il ruolo di HSPCs/EPCs nella stabilita di placca, in quanto ¢ stato ipotizzato
sia un ruolo protettivo per promozione dell’integrita endoteliale, sia dannoso per

promozione della neoangiogenesi intraplacca (155).
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Sono stati analizzati in una recente metanalisi (156) 21 studi (n=4155) che hanno
valutato il significato prognostico dei livelli delle HSPCs circolanti in pazienti con
fattori di rischio cardiovascolare, coronaropatia, altre patologie cardiovascolari, di
cui erano noti 1 livelli di HSPCs/EPCs al baseline. Nonostante I’eterogeneita degli
studi condotti, essi hanno uniformemente riportato che la deplezione delle HSPCs
circolanti ¢ fattore di rischio indipendente per outcomes sfavorevoli nei pazienti

con elevati fattori di rischio o coronaropatia.

Meta-analysis forest plot

Cell type - outcome HR (95% CI) Weight (%)
HSPC - CVE —l-— 166 (1.30, 212)  14.3
HSPC - CVD — 1.74 (136, 223) 140
HSPC - ACD — = 181 [1.37, 265)  B.6
EFC - CVE —— 1.56 (121, 200)  13.8
EPC - CVD » 180 131, 277) &8
EFC - ACD S B 1.42 (1.27,1.58) 425
Owerall s 4 1.58 {1.43, 1.75) 100.0
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Figura 13: forest plot che mostra HR, con intervallo di confidenza 95%, tratti da
studi individuali che hanno investigato [’associazione tra ridotti livelli di
HSPC/EPCs e outcomes di evento CV, morte CV, morte per ogni causa. I test di
eterogeneita (Q e I’) non sono statisticamente significativi (156).

E quindi stato suggerito 1’uso delle HSPCs/EPCs nel setting clinico per la

stratificazione del rischio cardiovascolare.

Il modello di calcolo del rischio cardiovascolare standard ¢ basato su dati clinici:
eta, sesso, fattori di rischio cardiovascolare, precedente malattia cardiovascolare,

insufficienza renale e terapia farmacologica.

Dall’analisi dei dati raccolti da cinque studi longitudinali condotti su pazienti
classificati come ad alto rischio cardiovascolare (n=1057) ¢ emerso che 1’aggiunta
al modello standard di valutazione del rischio della conta delle HSPCs circolanti
abbia migliorato la capacita di discriminare i pazienti che svilupperanno un futuro
evento cardiovascolare (157). L’aggiunta dell’informazione bassa/alta conta di
HSPCs circolanti ha avuto effetti marginali e non significativi su C-statistica (nota
tuttavia la bassa sensibilita per piccoli cambiamenti nell’accuratezza predittiva), ma

ha migliorato significativamente IDI (integrated discrimination improvement
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index) per lo sviluppo di un evento cardiovascolare maggiore MACE (morte
cardiovascolare, infarto miocardico acuto non fatale, ospedalizzazione per angina
instabile o scompenso cardiaco congestizio, stroke o TIA, evidenza angiografica di
re-stenosi dopo rivascolarizzazione coronarica, amputazione maggiore dopo
ischemia periferica) e NRI (net reclassification improvement) per morte
cardiovascolare, IM non fatale e altri fattori di rischio cardiovascolari, ma non per

MACE.

L’aggiunta anche dei livelli di PCR (high sensitivity C-reactive protein, hsRCP) nel
modello di rischio, sulla base di NRI, ha permesso di meglio classificare oltre 20%
dei pazienti in una categoria di rischio appropriata. E stato inoltre osservato un
effetto di modulazione dei livelli di hsCRP nel miglioramento della capacita
predittiva (figura 14), suggerendo che ridotta capacita di riparazione vascolare e
inflammazione sistemica siano due pathways distinte di malattia cardiovascolare

che sinergizzano nel predire outcomes avversi.
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Figura 14: interazione tra conta di CPCs (Circulating Progenitor Cells, CPCs o
HSPCs circolanti) (suddivisione in terzili) e livelli di hsCRP. [ pazienti sono stati
divisi in 6 gruppi in base alla combinazione tra terzile di CSCs e livelli di
hsCRP(<>3.0 mg/dl). Sono riportati i grafici di sviluppo degli eventi non aggiustati
in base ai confondenti (la differenza in x* pazienti tra i due gruppi con hsCRP<3.0
mg/dl e hsCRP>3.0 mg/dl é significativa) e con rischio relativo RR aggiustato
secondo Bars (si osserva differenza statisticamente significativa in base a hsCRP
per i pazienti con conta di CSCs nel primo terzile) (157).
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9.5 Significato clinico della riduzione delle cellule staminali circolanti
nei pazienti con diabete di tipo 2

La relazione tra HSPCs e stato di malattia del DMT?2 ¢ quindi complessa, in quanto
i livelli in circolo sono influenzati non solo dal DMT2 in sé, ma anche dai

concomitanti fattori di rischio.

Uno studio trasversale condotto nel 2010 dal gruppo di Fadini (158) su 425 soggetti,
di cui erano noti al basale lo stato del metabolismo glucidico e i parametri
cardiovascolari, era finalizzato a delineare un andamento ideale dei livelli di HSPCs

CD34+ nella storia naturale della malattia.
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Figura 15: variazioni della conta delle cellule CD34" nel sangue periferico (n°
cellule/10° eventi) nella storia naturale del diabete di tipo 2. E stato assunto come
punto zero il valore medio osservato nei pazienti con normale tolleranza al glucosio
(Normal glucose tolerance, NGT). Le barre indicano gli IC al 95%. Sono stati
applicati due modelli di regressione lineare multipla, rappresentati rispettivamente
nelle figure A e B, per correggere la variazione di CD34" rispetto a possibili
confondenti (eta, sesso, glicemia, AI1C, BMI, fumo, pressione sistolica e diastolica,
colesterolo totale, HDL, LDL, trigliceridi, retinopatia diabetica, CKD, CVD,
farmaci) (158). * Indica i valori osservati che differiscono significativamente dai

valori NGT. 1 Indica i valori aggiustati che differiscono significativamente dai
valori NGT.

\

E stato osservato un declino precoce nei soggetti con alterata glicemia a digiuno
(Impaired fasting glucose, IFG) e un declino maggiore nei soggetti con alterata
tolleranza al glucosio IGT (Impaired glucose tolerance, IGT) (-21.9%; P=0.016
dopo correzione di Bonferroni). In pazienti con nuova diagnosi di DMT?2 si ha un
primo nadir dei livelli di HSPCs (-40.8%; P = 0.001). I livelli inferiori riflettono
probabilmente uno stato di aumentata suscettibilita al danno negli stadi precoci di
DMT?2 e decorre parallelamente all’osservazione che >50% dei pazienti con nuova
diagnosi di DMT2 ha manifestazioni precliniche e cliniche di complicanze

microvascolari e/o macrovascolari. Quindi, dopo I’introduzione della terapia, ¢
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stato osservato un ripristino dei livelli di HSPCs in pazienti controllati con
interventi sullo stile di vita e trattamento farmacologico, ma successiva discesa
dopo >20 anni di malattia (-47.9%; p =0.001 rispetto a NGT; p=0.43 rispetto a
nuovo esordio). L’influenza di fattori confondenti in questo ulteriore calo ¢
inferiore, suggerendo 1’avvenuto esaurimento della riserva funzionale e della
capacita di adattamento del midollo osseo. L’obiettivo del trattamento
farmacologico deve quindi essere anche la preservazione a lungo termine del
midollo osseo, all’interno di un approccio di prevenzione di malattia
cardiovascolare e di complicanze microangiopatiche. E stato osservato un trend
simile, ma meno consistente, di variazione della conta delle cellule EPCs CD34"
KDR".

La possibilita meccanicistica che la disfunzione midollare sia un substrato
patogenetico comune di eventi cardiovascolari e di microangiopatia
giustificherebbe I’impiego dei livelli di HSPCs come marker prognostico anche per

le complicanze microvascolari.

E stata testata questa ipotesi in uno studio pseudoprospettico condotto su 187
pazienti con diabete di tipo 2 (159) di cui erano noti i livelli di HSPCs/EPCs al
baseline, seguiti in un follow up di durata media di 3.9 anni, il cui obiettivo ¢ stato
testare se i livelli di CD34"/CD133"KDR" siano predittivi di esordio/progressione
di complicanze microangiopatiche. I dati raccolti al baseline sono: eta, sesso, BMI,
durata del diabete, HbAlc, uACR, creatinina sierica (calcolo di eGFR secondo
CKD-Epidemiology Collaboration formula, 63) concomitanti fattori di rischio,
quali ipertensione, dislipidemia, fumo, presenza di complicanze microvascolari
(nefropatia, retinopatia, neuropatia somatica periferica e autonomica) e
macrovascolari (coronaropatia, arteriopatia periferica, aterosclerosi asintomatica) e

terapia farmacologica.

Al baseline 58.8% dei pazienti aveva una complicanza macroangiopatica e 46.5%
almeno una complicanza microangiopatica. Durante il follow up, 70 pazienti
(37.4%) hanno sviluppato una complicanza microangiopatica, equivalente a un

tasso annuale di 9.5%.

Il tasso annuale di progressione dell’escrezione urinaria di albumina (urinary
albumin excretion rate, uAER), di CKD, retinopatia e neuropatia era

rispettivamente di 2.9%, 3.0%, 3.8% e 2.5%.
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I pazienti sono stati divisi in due gruppi equivalenti sulla base dei valori di HSPCs
e EPCs rispetto al valore mediano della coorte e seguiti nel follow up (tabella IX).

Tabella IX: riassunto delle differenze delle caratteristiche al baseline e/o degli
outcomes in base all’immunofenotipo cellulare usato per distinguere i due gruppi

(159).

Immunofenotipo Osservazioni al baseline e outcomes
cellulare
CD34" I livelli baseline di cellule CD34" erano significativamente

inferiori nei pazienti con progressione di uAER e qualunque
complicanza microvascolare; tuttavia tale significativita
scompare dopo controllo FDR (False Discovery Rate, FDR)
per CKD, retinopatia e neuropatia.

Nei pazienti con bassa conta di CD34" ¢ stata osservata
maggiore incidenza di microalbuminuria (WUACR>30 mg/g),
CKD e progressione di microangiopatia rispetto ai pazienti
con conta piu alta, tuttavia tale associazione con progressione
di retinopatia e di neuropatia scompare dopo controllo FDR.
La conta di CD34", in un’analisi di regressione logistica
multivariata aggiustata per eta, sesso, BMI, HbAlc, durata di
diabete, prevalenza di ipertensione, dislipidemia, fumo,
presenza di macroangiopatia al baseline, durata del follow up,
rimane significativamente associata con progressione di
uAER, retinopatia, neuropatia e ogni complicanza
microangiopatica.

Nei pazienti con elevata conta di CD34", ’uso di inibitori del
RAAS era associata a un tasso significativamente inferiore di
progressione di microalbuminuria, ma tale effetto protettivo €
perso nei pazienti con bassa conta di CD34" (p<0.05).
L’interazione tra la conta di CD34" ¢ la terapia con RAAS
inibitori rimane significativa nell’analisi multivariata.

CDI133"'KDR" | Nei pazienti con bassa conta di cellule CD133"KDR" ¢ stata
osservata maggiore incidenza di microalbuminuria, CKD e di
ogni complicanza microvascolare, La bassa conta di cellule
CD34°CDI33'KDR" ¢ associata esclusivamente con la
progressione di CKD dopo controllo FDR.

La conta di cellule CD133"KDR" rimane significativamente
associata con progressione di uAER, neuropatia e ogni
complicanza microangiopatica,

CD34'CD133" |La conta di cellule CD34°CDI133'KDR" rimane
KDR" significativamente associata con progressione di uAER e ogni
complicanza microangiopatica.
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Figura 16: associazione tra conta di HSPCs e

progressione di UAER, CKD e delle complicanze microangopatiche.
Superiormente sono riportati i grafici che mostrano la conta dei diversi
immunofenotipi di HSPCs/EPCs (espressa come media + SEM) confrontata tra i
soggetti che non hanno e hanno sviluppato durante il follow up la progressione di
uAER, CKD e ogni complicanza microangiopatica. Inferiormente é riportata
l’incidenza della progressione della complicanza microvascolare nei pazienti
categorizzati in base ai livelli di HSPCs/EPCs per ogni immunofenotipo (valori alti
e bassi in base alla mediana dei livelli). * p<0.05; # non significativo dopo
correzione FDR (159).

Focalizzandosi sulle complicanze renali del diabete, dal punto di vista
meccanicistico, la correlazione con la ridotta mobilizzazione HSPCs ¢ imputabile
alla perdita del contributo alla rigenerazione delle cellule endoteliali glomerulari
danneggiate. Infatti le cellule del midollo osseo originano sia le cellule mesangiali
che 1 podociti (160), mentre ¢ controversa la capacita di differenziamento nelle
cellule endoteliali glomerulari (161). Per osservare tale ruolo del midollo osseo
nella riparazione del danno renale, ¢ stato condotto un esperimento su topi resi
chimerici dal trapianto di cellule del midollo osseo da topi transgenici per induzione
dell’espressione da parte delle cellule del BM della proteina GFP (green fluorescent

protein, GFP). Su tali modelli ¢ stata indotta una glomerulonefrite con gli anticorpi

monoclonali anti-Thy1 e eseguita nefrectomia unilaterale (modello /-kidney).
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A 2 e 11 settimane sono stati isolati i glomeruli e eseguito I’esame istologico. I topi
1-kidney presentano lesioni di glomerulosclerosi progressive con riduzione della
densita capillare in immunofluorescenza, alterazioni tubulari atrofiche diffuse e
infiltrazione cellulare interstiziale, che decorre parallelamente a progressiva
insufficienza renale. Diversamente nei topi 2-kidney, in cui non ¢ stata eseguita
nefrectomia, 1’architettura glomerulare risulta ripristinata; ¢ quindi suggerito il
ruolo dell’iperperfusione glomerulare nella progressione della glomerulosclerosi
indotta dall’iniezione di anti-Thyl (162). E stata osservata I’espressione
intraglomerulare dei marcatori delle cellule derivate dal midollo osseo: il marker
endoteliale PECAM-1 (platelet and endothelial cell adhesion molecule 1, PECAM-
1) e RECA-1 (rat endothelial cell antigen 1, RECA-1), il marker mesangiale OX-7,
in co-espressione con GFP delle cellule del BM trapiantato, determinano una
colorazione giallo fluorescente visibile in microscopia. Nei modelli /-kidney le
lesioni glomerulari sono piu severe e le capacita rigenerative ¢ di neoangiogenesi
inferiori. In questi modelli, con tecniche di analisi di RT-PCR ¢ stata mostrata una
significativa soppressione dell’espressione dell’'mRNA di PECAM-1 e VEGEF; in
particolare studi precedenti hanno mostrato il ruolo di VEGF nel modulare il
differenziamento delle EPCs in vitro e la cinetica e mobilizzazione in vivo dal BM,
suggerendo che VEGF abbia un ruolo nella crescita delle cellule endoteliali, nel
differenziamento e nella mobilizzazione. Nel complesso nei modelli di
rimodellamento delle strutture glomerulari dopo danno, il processo di
rivascolarizzazione ¢ un fattore chiave nel determinare la prognosi dopo lesione
glomerulare. Apre scenari terapeutici di riparazione della progressione irreversibile
di glomerulosclerosi tramite somministrazione di EPCs e successiva stimolazione

dell’angiogenesi con VEGF (162).
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9.6 Strategie terapeutiche

Sono state osservate correlazioni tra le strategie terapeutiche adottate nel paziente

diabetico e la riduzione dei livelli delle HSPCs circolanti (tabella X).

Tabella X: elenco dei principali meccanismi che spiegano [’effetto dell’intervento
terapeutico/ farmaco nella riduzione delle HSPCs circolanti.

dello stile di vita,
calo ponderale
negli obesi

Strategia Effetti sui livelli di HSPCs circolanti
terapeutica
Cambiamenti E stato proposto che la capacita dell’esercizio fisico di

migliorare il numero e la funzione delle EPCs dipenda dai
mediatori VEGF, G-CSF e CXCL12 (163).

Statine

Effetto indipendente dall’effetto ipolipemizzante. Le statine
nelle cellule endoteliali attivano la protein chinasi Akt e
quindi all’attivazione post-trascrizionale di eNOS via
fosforilazione della Ser1177 (164)

Terapie
ipoglicemizzanti

)

E stata osservata in studi osservazionali una correlazione
inversa tra i livelli di HbAlc e i livelli di HSPCs/EPCs
(165). Ma alcuni farmaci contribuiscono con meccanismi
ulteriori.

Inibitori di DDP-
4

Prevengono la degradazione enzimatica di CXCL12 con
conseguente aumento dei livelli di HSPCs circolanti, effetto
clinicamente dimostrato per sitagliptina, glimepiride,
vidalgliptina e linaglipitina. L’effetto ¢ stato osservato in
acuto in pochi giorni (166, 167).

SGLT?2 inibitori

In modelli murini con DMT1 ¢ stato osservato che la
dapaglifozina ha ripristinato la mobilizzazione cellulare dal
BM nei siti di danno vascolare (168)

Tiazolidinedioni

kY

E stato osservato che I’attivazione di PPARY, per effetto del
pioglitazone, in vitro, favorisce la ripolarizzazione dei
macrofagi M1 in M2, riduce ’espressione di OSM e riduce
la concentrazione intramidollare di CXCLI12. Nei topi
diabetici, il pioglitazone ha un effetto di downregolazione di
OSM, p66Shc e CXCL12 nel midollo ematopoietico,
ripristino degli effetti di GCS-F nella mobilizzazione delle
HSPCs, ma incrementa gli adipociti nel BM. L’espressione
di CXCL12 da parte degli adipociti del BM potrebbe
limitare gli effetti di ripristino della mobilizzazione delle
HSPCs (137).
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E stato ipotizzato un possibile beneficio aggiuntivo nell’uso degli inibitori di DPP-

4 nei pazienti diabetici con CKD.

In un piccolo studio randomizzato crossover caso-controllo (166), condotto su 46
pazienti, dopo 4 giorni di trattamento con linaglipina rispetto al placebo, non sono
stati osservati cambiamenti significativi della glicemia a digiuno, della lipidemia e
trigliceridemia. L’attivita di DPP4 correla inversamente con la concentrazione di
GLP-1 attiva (glucagon-like peptide 1, GLPI), CXCL12 e IL12 e direttamente con
la concentrazione di CCL22. Dopo 4 giorni di terapia, ¢ stato osservato un
incremento significativo dei livelli delle cellule CD34" CD133" e delle cellule
CD34" KDR" ¢ della percentuale di monociti CX3CRI1 (fenotipo M2: CX3CRI1
CD1637/CD206"). I pazienti con CKD avevano al baseline livelli inferiori delle
cellule progenitrici CD34" (p=0.06), CDI133" (p<0.001) ¢ CD34°CDI133"
(p=0.002), CD34"KDR" (p=0.06) ¢ proinfiammatorie M1 (p=0.035), ma gli effetti
della terapia su questi elementi non sono significativamente piu rilevanti, se
aggiustati per le variabili cliniche. I pazienti con CKD hanno un elevato rischio
cardiovascolare (169) e CKD ¢ associata ad un’alterazione nel processo di
ripolarizzazione dei macrofagi M1 in M2 (170). In presenza di danno tissutale, il
rilascio di fattori induce il differenziamento dei macrofagi nel fenotipo M1 che
contribuiscono alla risposta inflammatoria; successivamente, nel giro di giorni o
settimane, 1 macrofagi M1 ripolarizzano nel fenotipo M2, che rilascia fattori anti-
inflammatori, fattori di crescita e citochine proangiogeniche che favoriscono il
processo di riparazione (170). Questo suggerisce un maggiore beneficio degli effetti

pleiotropici degli inibitori di DDP-4 nei pazienti con CKD.

Lo studio Saxagliptin Assessment of Vascular Outcomes Recorded in Patients With
Diabetes Mellitus (167) ha analizzato la capacita della Saxagliptina di ridurre il
tasso di eventi cardiovascolari in una popolazione di pazienti diabetici ad elevato
rischio cardiovascolare, dimostrandone la non superiorita in add-on therapy rispetto
al trattamento standard. Tuttavia ¢ stato osservato che la Saxagliptina era
significativamente associata a ridotto sviluppo e progressione di microalbuminuria,

nonostante I’effetto ipoglicemizzante modesto (167).

Gli SGLT2 inibitori hanno potenzialita di protezione cardiovascolare ancora in gran
parte sconosciute. E stato studiato se la riduzione dei livelli delle HSPCs possa

essere uno dei meccanismi che spiegano tali potenzialita. A questo scopo ¢ stato
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recentemente studiato nel topo con DMTI indotto da streptozocina se la
dapaglifozina possa migliorare il traffico delle HSPCs al sito di danno vascolare nel
diabete e eventuali vie molecolari che possano spiegare questo effetto (168). In
modelli di danno endoteliale alle carotidi, indotto sperimentalmente da una corrente
a basso voltaggio, valutato in termini di stravaso di plasma con protocollo Blu di
Evans, ¢ stato osservato che nei topi con DMT]1 la capacita di guarigione a 3 giorni
dal danno era notevolmente ridotta (5.5 + 1.1%) rispetto ai topi non diabetici (40.0
+1.3%; p<0.001), ma era superiore nei topi diabetici trattati con dapaglifozina (16.9
+4.0%; p=0.02). In topi chimerici BM-GFP" ¢ stato osservato I’accumulo di cellule
derivate da BM-GFP" migrate al sito di danno: nei topi non diabetici le cellule GFP*
erano piu che raddoppiate a 3 giorni dal danno a livello della carotide, ma questo
effetto era completamente assente nei topi resi diabetici da streptozocina. Il
trattamento con dapaglifozina ha ripristinato la mobilizzazione delle cellule GFP*
al sito di danno carotideo a valori normali. Tale ripristino ha riguardato le cellule
mature, granulociti e monociti, in particolare i granulociti CD49d", di cui sono note
le proprietd proangiogeniche (4-5% delle cellule GFP" migrate nel topo non

diabetico vs <2% nel topo con DMT1 indotto da STZ, p<0.001).

In un piccolo trial clinico randomizzato su 46 pazienti (171) che ha confrontato
placebo (n=31) e terapia con empaglifozina (n=15), non ¢ stato osservato dopo 12
settimane una differenza statisticamente significativa nei livelli di CD34" e
CD34'KDR". Dopo mesi di trattamento i livelli delle HSPCs/EPCs erano
significativamente superiori rispetto al baseline, ma non tra i due gruppi, in

conseguenza all’effetto ipoglicemizzante della terapia.

E importante tuttavia sottolineare che I’osservazione dell’associazione tra terapia e
effetti sulle HSPCs/EPCs in modelli che mimano condizioni patologiche non
implichi che I’incremento di HSPCs/EPCs migliori gli outcomes clinici. In un
piccolo studio randomizzato in doppio cieco (n=26) ¢ stato studiato se il plerixafor,
antagonista di CXCR4, migliori la guarigione dalle ulcere ischemiche, stimolando
la mobilizzazione delle HSPCs (172). Tuttavia, nonostante il ripristino nella
mobilizzazione delle HSPCs, il tasso di guarigione completa in 6 mesi € stato 38.5%
nel gruppo sottoposto a plerixafor vs 69.2% del gruppo placebo, suggerendo che i
meccanismi che associano ripristino della mobilizzazione e outcomes vascolari

devono essere investigati piu in dettaglio.
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SCOPO DELLO STUDIO

\

E stato esaminato in una coorte di pazienti con diabete di tipo 2 se la misurazione
dei livelli di cellule staminali/progenitrici circolanti HSPCs possa migliorare la
capacita dello score di rischio del CKD Prognosis Consortium (Morgan et al. 2022,
66) di predire lo sviluppo degli outcomes renali di lungo termine. Nel paziente
diabetico i livelli di HSPCs sono ridotti (158) e associati alla patologia

cardiovascolare (157).
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MATERIALI E METODI

1. Identificazione e caratterizzazione dei pazienti

Lo studio ¢ stato condotto in accordo con i principi della Dichiarazione di Helsinki.
Tutti 1 pazienti hanno fornito il consenso informato per I’analisi delle HSPCs e per
I’impiego in futuri studi clinici. Il protocollo ¢ stato approvato dalla Commissione

Etica dell’Universita di Padova (prot. no. 20507).

I pazienti hanno eseguito prelievo di sangue presso la UOC di Malattie del
Metabolismo dell’ Azienda Ospedaliera di Padova nel periodo compreso tra gennaio
2004 a aprile 2019. Sono stati raccolti dati di follow-up sulla eGFR e albuminuria
fino a dicembre 2022.

I criteri di inclusione sono stati: diabete di tipo 2 e quantificazione al basale dei

livelli di HSPCs circolanti nel sangue periferico.

I criteri di esclusione sono stati: neoplasia solida o ematologica; citopenia (WBC
<3000/uL 0 RBC<3,000,000/uL 0 PLT<50,000/uL); processo inflammatorio acuto
in atto; patologia autoimmune attiva o uso di corticosteroidi; demenza attiva; severa
patologia epatica (cirrosi Child B o C); ESRD (stadio V di CKD); consenso
informato non fornito.

Le informazioni note per ogni paziente sono: demografiche (eta, sesso, durata di
diabete); antropometriche (altezza, peso, circonferenza addominale); fattori di
rischio cardiovascolari (obesita; fumo; valori pressori e diagnosi di ipertensione;

lipidemia e diagnosi di dislipidemia); complicanze diabetiche; terapia
farmacologica in atto per la cura del diabete e di altre eventuali comorbidita.

Tabella XI: elenco delle definizioni cliniche delle patologie dei pazienti arruolati
nello studio.

Complicanza Definizione
diabetica o
comorbidita
Retinopatia Esame del fundus oculi con retinografia digitale.
diabetica La retinopatia diabetica viene classificata secondo FEarly

Treatment Diabetic Retinopathy classification (ETDRS) (173):
- Assenza di retinopatia apparente

- Retinopatia diabetica non proliferante modesta: riscontro

di almeno un microaneurisma capillare
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- Retinopatia diabetica non proliferante moderata:
microaneurismi capillari e emorragie retiniche puntiformi
0 a macchia. Possibile riscontro di essudati duri, noduli
cotonosi, dilatazioni venose, anomalie intravascolari
retiniche.

- Retinopatia  diabetica non  proliferante  severa
(International Classification): riscontro di tutti i seguenti
reperti in assenza di segni di retinopatia proliferante:

o >20 emorragie retiniche in ognuno dei 4 quadranti

o Dilatazioni venose ben definite in > 2 quadranti

o Anomalie microvascolari intraretiniche in > 1
quadrante

- Retinopatia proliferante: presenza di una delle due
seguenti caratteristiche:

o Neovascolarizzazioni visibili sul nervo ottico e/o
sulla superficie retinica
o Emorragia vitreale o retinica

Nefropatia eGFR<60 ml/min/1.73 m? 0 UACR> 30mg/g di creatinina
diabetica La eGFR ¢ stata calcolata con equazione CKD-Epidemiology
Collaboration formula, riportata di seguito (63).
o (Scr \* Scr 120
eGFR =141 Xmin (T’ 1) X max (T' 1)
%X 0.993%9¢ x 1.018 (if female)
x 1.159 (if black)
e Sesso femminile: alpha = -0.329; kappa = 0.7
e Sesso maschile: alpha =-0.411; kappa = 0.9
Neuropatia Basata su:
periferica - Riscontro di sintomi: parestesie/disestesie o dolore della
somatica parte distale di mani o piedi, ipotonia dei muscoli di mani
o piedi
- Esame clinico con test di valutazione della sensibilita
neurosensoriale (valutazione della soglia della sensibilita
vibratoria con diapason, pinprick test e test di sensibilita
con estesiometro monofilamento calibrato a 10g) e dei
riflessi della caviglia
- Elettromiografia e studio della conduzione nervosa, se
necessario
Neuropatia I segni clinici sono: tachicardia a riposo, intolleranza all’esercizio
autonomica fisico e ipotensione ortostatica.
cardiovascolare | E stata definita in base alla positivita ai test di funzionalita

autonomica cardiovascolare: deep breathing (serie di espirazioni
e inspirazioni forzate), manovra di Valsalva (espirazione forzata
contro resistenza), il lyng-to-standing (alzarsi in piedi dopo essere
stati sdraiati su un lettino) e riscontro di ipotensione ortostatica.
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Aterosclerosi
carotidea

Riscontro con ecodoppler carotideo di una stenosi >30% in uno o
piu siti.

Arteriopatia
periferica

Storia di claudicatio, dolore a riposo o ulcere ischemiche, con
conferma all’imaging di stenosi in arterie degli arti inferiori.

Scompenso
cardiaco

Definita dalla presenza o dal peggioramento delle tipiche
manifestazioni cliniche (dispnea, ortopnea, dispnea parossistica
notturna, edema, crepitii polmonari basali, turgore giugulare,
terzo tono o ritmo di galoppo, evidenza radiologica di
peggioramento dello scompenso), dalla necessita di modificare o
di aumentare il dosaggio della terapia farmacologica (diuretici,
inotropi, vasodilatatori), alterazioni di esami ematochimici (per
es. brain natriuretic peptides BNP).

Storia di ospedalizzazione per scompenso cardiaco o riscontro di
una frazione di eiezione< 40% con ecocardiogramma.

Fibrillazione
atriale

Reperti ECG diagnostici di fibrillazione atriale:
- Assenza di onde p
- Presenza di onde f (fibrillatorie) tra i complessi QRS,
irregolari per frequenza e morfologia; ondulazioni di base
a frequenza >300/min (ben visibili in V1, non sempre in
tutte le derivazioni)
- Intervalli R-R irregolarmente irregolari

Coronaropatia

- Storia di infarto miocardico, definito dalla presenza di
almeno due tra i1 seguenti tre criteri: elevazione di
biomarker miocardiocitonecrosi (troponine), alterazioni
ECG coerenti con ischemia
epicardica/subendocardica/transmurale, evidenza
all’imaging di miocardio non vitale o di ipocinesia

- Storia di angina instabile, definita da nuovo esordio o da
peggioramento di angina in condizioni di riposo, in
assenza di  un’elevazione dei  biomarkers di
miocardiocitonecrosi e in presenza alterazioni ECG della
ripolarizzazione ventricolare (tratto ST o onda T)

- Storia di rivascolarizzazione coronarica

Ipertensione

Pressione sistolica > 140 mmHg e pressione diastolica > 90
mmHg oppure uso di farmaci antipertensivi

Dislipidemia

Colesterolo totale >200 mg/dl o LDL (Low Density Lipoprotein)>
130 mg/dL o trigliceridi> 150 mg/dL o uso di statine/fibrati.

2. Determinazione delle cellule staminali circolanti

L’analisi dei livelli di HSPCs ¢ stata eseguita in campioni di sangue periferico con

tecnica di citofluorimetria a flusso. I globuli rossi sono stati lisati con una soluzione

contenente 150 mM NH4Cl, 10mM KHCOs3 e 100uM NaEDTA e le cellule sono
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marcate usando i seguenti anticorpi: 15 uL FITC mouse anti-human CD34 (Becton
Dickinson), 5 uL. di APC mouse anti-human CD133 (Miltenyi Biotec) e 15 pL di
PerCP mouse anti-human CD45. Per ogni campione ¢ stato acquisito almeno 1
milione di eventi utilizzando un citofluorimetro FACSCanto (BD Bioscences). Le
HSPCs sono state definite come CD34", CD133" e CD34"CD133". L immaturita
cellulare ¢ stata confermata dalla ridotta espressione di CD45". La conta cellulare &

stata espressa come numero assoluto di cellule/ ml.

3. Definizione degli outcomes e follow up

L’endpoint primario era composito:

- Nuovo esordio di macroalbuminuria, definita come uACR > 300mg/g,
confermata in almeno due misurazioni (urine Albumin-Creatinine Ratio,
uACR)

- Declino sostenuto di eGFR > 40% per almeno 6 mesi

- ESRD (end-stage renal disease, ESRD) definita come eGFR<15
ml/min/1.73 m? persistente per almeno 6 mesi di osservazione

- Morte, per causa cardiovascolare, renale, per neoplasia o altro.
L’informazione della morte dei pazienti ¢ stata ottenuta accedendo al

registro anagrafico.

Le analisi sono state aggiustate per 1 fattori predittivi noti di patologia renale nella

popolazione con DMT2 (Gerstein HC et al, 174).

Gli outcomes secondari includevano le singole componenti dell’outcome primario,
il declino di eGFR del 30% e del 57%, lo slope annuale di eGFR, i cambiamenti nel
tempo di eGFR e di uACR. Si tratta di endpoints surrogati di outcomes renali del
lungo termine approvati dalla Food and Drug Administration (Levey, Greene et al.

2019, 111).

4. Analisi statistica

Le variabili continue, con distribuzione normale, sono espresse come media e
deviazione standard (SD), se non altrimenti specificato. Per le variabili che non

hanno distribuzione normale, secondo test non parametrico di Kolmogorov-
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Smirnov, ¢ stata eseguita trasformazione logaritmica e poi sono state analizzate con
test parametrici e presentate come mediana e scarto interquartile. Le variabili

categoriali sono presentate in percentuale.

I pazienti sono stati divisi in due gruppi equivalenti sulla base del valore di HSPCs

CD34" individuato rispetto al valore mediano della coorte.

I confronto tra i due gruppi, per variabili continue, ¢ stato eseguito con test t di
Student, per variabili categoriali (associazione tra endpoint e conta al basale di
HSPCs bassa/alta) con test 2. Gli outcomes categoriali sono stati valutati usando il

modello di regressione multipla di Cox.

I cambiamenti nel tempo di eGFR e di uACR sono stati comparati usando il modello
misto per le misure ripetute: tempo, gruppo (conta alta di HSPCs rispetto a conta
bassa di HSPCs) e I’interazione tempo-gruppo sono stati considerati fattori fissi e
il loro effetto ¢ stato stimato. Sono state usate come strutture di covarianza le

strutture autoregressivo di primo ordine o simmetria del composto.

Lo slope annuale di eGFR ¢ stato comparato tra i gruppi usando analisi di

regressione lineare univariata o multivariata.

Tutte le analisi sono state aggiustate per tutti 1 seguenti fattori predittivi di outcomes
renali, identificati dal CKD Prognosis Consortium (66), rilevati al baseline: eta,
sesso, BMI, pressione sistolica, HbAlc, UACR, fibrillazione atriale, scompenso
cardiaco, coronaropatia, terapia con insulina, ipoglicemizzanti orali o anti-
ipertensivi. La significativita statistica ¢ stata considerata per p<0.05. Verificatosi
I’endpoint primario, gli endpoints secondari sono stati testati gerarchicamente con

procedura di Benjamin-Hochberg.

E’ stata comparata la capacita predittiva degli outcomes renali tra modello 1, basato
sullo score di rischio proposto dal CKD Prognosis Consortium, e il modello 2, che

aggiunge I’informazione livelli bassi/alti di HSPCs.

Le curve ROC (Receiver-Operating-Characteristic curves, ROC) sono state
costruite per tutti i possibili cut-offs per entrambi i modelli ed ¢ stata stimata 1’area
sotto la curva ROC (4rea Under The Curve, AUC o C-statistica). La bonta di
adattamento € misurata con test di Hosmer-Lemeshow. Come alternativa di misura
del rischio, sono stati calcolati il relative Integrated Discrimination Index (rIDI) e

il Net Reclassification Index (NRI).
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Le analisi di valutazione del miglioramento della performance di predittivita sono

state eseguite usando modelli di regressione logistica (Kennedy et al. 2010, 175).

Sono stati usati per le analisi statistiche /BM SPSS Statistics (versione 28 o
successiva) o SAS software (version 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) e
GraphPad Prism 5 per disegnare le figure.
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RISULTATI

1. Caratteristiche basali dei pazienti

Si tratta di uno studio pseudoprospettico con valore mediano di follow up di 6.7
anni. Sono stati inclusi nello studio 342 pazienti (67.8% di sesso maschile) di eta
media di 65.6 anni. E stata determinata al baseline la conta di cellule HSPCs CD34"

con tecnica di citofluorimetria a flusso, espresse come n° di cellule/ml.

I pazienti sono stati suddivisi in due gruppi equivalenti (n=171) bassa conta di
HSPCs e alta conta di HSPCs in base al valore dei livelli rispetto al valore mediano

della coorte (valore mediano CD34" HSPCs=2428 cell/ml).

La durata media di diabete era 13.4 anni ¢ il valore medio di HbAlc era 8%. Tra i
partecipanti, il 36.2% soffriva anche di scompenso cardiaco, coronaropatia o

arteriopatia periferica, mentre il 39.5% al baseline soffriva di nefropatia diabetica.

Circa 2/3 (68.4%) dei pazienti era in terapia con metformina e 38.3% con insulina,
con o senza altri farmaci ipoglicemizzanti. Al momento di ingresso nello studio, i
pazienti seguivano una terapia farmacologica appropriata per la gestione dei fattori

di rischio cardiovascolari.
11 valore mediano di HSPCs misurato € stato di 2428 cellule/ml.

Tabella XII: caratteristiche basali dei pazienti arruolati, suddivisi in funzione
della conta di HSPCs.

Pazienti | Pazienti con | Pazienti con | Valore dip
reclutati | bassa conta |alta conta di
di HSPCs HSPCs
Numero 342 171 171
Caratteristiche
demografiche e
antropometriche
Eta, anni 65.6 (10.6) | 67.8 (10.4) 63.4 (10.4) <0.001
Sesso maschile, % 67.8 63.7 71.9 0.106
Durata del diabete, | 13.4 (10.0) | 13.0 (10.1) 13.8 (10.0) 0.470
anni
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Indice di massa 29.3(5.9) 28.7 (5.0) 29.9 (6.6) 0.045
corporea (Body mass
index, BMI), kg/m?
Circonferenza 101.2 99.5 (16.6) | 102.9 (11.7) 0.028
addominale, cm (14.5)
Fattori di rischio e
esami ematochimici
Fumatori attuali, % 14.0 12.3 15.8 0.352
Storia di tabagismo, 7.0 6.4 7.6 0.662
%
Pressione arteriosa 141.0 142.5 (19.3) | 139.5(18.5) 0.144
sistolica, mm Hg (18.9)
Pressione arteriosa | 72.5 (11.3) | 71.3 (11.7) 73.7 (10.9) 0.053
diastolica, mm Hg
Ipertensione, % 84.5 88.9 80.1 0.025
HbAlc, % 8.0 (1.6) 8.1(1.8) 7.9 (1.3) 0.173
Colesterolo totale, 169.7 168.8 (42.7) | 170.7 (39.1) 0.660
mg/dl (40.9)
Colesterolo HDL, |48.5(14.3) | 48.1 (14.5) | 48.9(14.1) 0.567
mg/dl
Colesterolo LDL, | 94.1 (34.3) | 93.8 (35.8) 94.3 (32.8) 0.895
mg/dl
Trigliceridi, mg/dl 139.5 136.9 (90.9) 142.0 0.649
(102.2) (112.6)
uACR, mg/g 123.8 182.3 (528.9) | 65.3 (208.8) 0.008
(405.7)
Creatinina sierica, 1.0 (0.4) 1.0 (0.4) 1.0 (0.4) 0.583
mg/dl
eGFR, ml/min/1.73 | 77.6 (20.4) | 75.0 (21.0) 80.1 (19.4) 0.021
m>
Complicanze
Retinopatia, % 32.7 32.7 32.7 1.000
Nefropatia, % 39.5 45.0 33.9 0.036
Neuropatia, % 20.8 23.5 18.1 0.221
Fibrillazione atriale, 0.6 1.2 0.0 0.157
%
Scompenso cardiaco, 1.2 2.3 0.0 0.044
%
Coronaropatia, % 20.5 19.3 21.6 0.593
Arteriopatia 243 28.1 20.5 0.102

periferica, %
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Aterosclerosi 56.1 57.9 54.4 0.515
carotidea, %
Farmaci
Metformina, % 68.4 66.1 70.8 0.353
Sulfaniluree, % 27.2 26.9 27.5 0.904
Glinidi, % 3.8 3.5 4.1 0.778
Tiazolidinedioni, % 3.2 1.2 53 0.032
Insulina, % 38.3 38.6 38.0 0.912
Inibitori del RAAS, 71.3 74.3 68.4 0.233
%
Altri farmaci anti- 59.1 66.1 52.0 0.008
ipertensivi, %
Statine, % 71.1 67.8 74.3 0.191
Antiaggreganti, % 54.7 56.1 53.2 0.588

2. Follow up e outcomes

La mediana di follow up ¢ stata 6.7 anni, con scarto interquartile di 4.1-10.0 anni.
La media dello slope annuale di eGFR ¢é stata -1.75 ml/min/1.73 m?.
I tassi di incidenza degli endpoints sono espressi in eventi/1000 pazienti per anno.

Il tasso di incidenza dell’endpoint renale composito ¢ stato 81 eventi/1000 persone
per anno. L’outcome a maggiore tasso di incidenza ¢ stato il declino sostenuto di
eGFR>30%, seguito dal nuovo esordio di macroalbuminuria, mentre lo sviluppo di

ESRD ¢ stato un evento raro.

Il rischio stimato medio in 3 anni di declino di eGFR >40% o di sviluppo di ESRD,
applicando lo score di rischio di CKD Prognosis Consortium (66), ¢ stata del 26%.
Durante il periodo totale di follow up, questo outcome ¢ stato sviluppato da 55
pazienti, che corrisponde ad un’incidenza cumulativa di 16.6% e un tasso di
incidenza di 24.3/1000 pazienti per anno. Il rischio stimato sulla base delle
caratteristiche al baseline ¢ stato quindi superiore a quello effettivo e ha mostrato
una capacita di discriminazione modesta (AUC=0.69; 95% 1.C. 0.62-0.76) (figura
20).

88 pazienti sono morti e le cause di morte sono state suddivise in: cardiovascolari

58.0%, neoplastica 21.6%, renale 4.5%, altro 15.9%.
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3. Livelli di HSPC:s circolanti e outcomes renali

I due gruppi di pazienti presentavano caratteristiche cliniche differenti (tabella XII):
1 pazienti con bassa conta di HSPCs erano significativamente piu anziani (p=0.001),
con BMI e circonferenza addominale leggermente inferiori (p<0.05), ma con
maggiore prevalenza di ipertensione (p=0.025), uso di farmaci anti-ipertensivi
(anti-ipertensivi non inibitori del RAAS p=0.008), scompenso cardiaco (p=0.044)
e nefropatia (45.0% vs 33.9%; p=0.036), evidenziata al baseline da eGFR inferiore
(75.0 ml/min/1.73 m? vs 80.1, p=0.021) e uACR superiore (182.3 mg/g vs 65.3,
p=0.008).

La differenza di impiego del pioglitazone tra i due gruppi (1.2% vs 5.3% p=0.032,
tabella XII) ¢ coerente con 1’osservazione che il pioglitazione aumenti la conta di

HSPCs (137).

I tassi di incidenza degli endpoints sono stati dicotomizzati in funzione del gruppo

di appartenenza (bassa/alta conta di HSPCs al baseline).

L’endpoint primario composito ¢ stato osservato meno frequentemente nei pazienti
con alta conta di HSPCs rispetto ai pazienti con bassa conta (figura 18) (105.4
rispetto a 60.3 eventi su 1000 pazienti per anno, adjusted HR=0.69; 1.C 0.49-0.97;
p=0.034, figura 17). Questo risultato dipende in gran parte dal tasso minore di
declino sostenuto di eGFR>40% (figura 18) (36.1 rispetto a 11.5 eventi su 1000
pazienti per anno, adjusted HR 0.41; 95% C.I. 0.21-0.79; p=0.008, figura 17), che
¢ stato confermato anche dall’uso degli endpoints surrogati di riduzione di eGFR

>30% e >57% (figura 17).

Gli eventi di nuovo esordio di macroalbuminuria, sviluppo di ESRD, morte per ogni
causa erano numericamente inferiori nei pazienti con conta alta di HSCPs, ma la

differenza di rischio non ¢ risultata significativa tra i due gruppi (figura 17 e 18).
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Crude rates / 1000 PYE Adjusted
Endpoint Low High hazard ratio p-value
HSPCs HSPCs (95% C.1.)
Composite renal —— 105.4 60.3 0.69 (0.49-0.97) 0.034
Confirmed new macroalbuminuria or
Sustained >30% eGFR reduction or
End-stage kidney disease or
Death from any cause
Confirmed new macroalbuminuria —_— 47.0 26.5 0.65 (0.40-1.07) 0.091
Sustained >30% eGFR reduction ——i 63.0 243 0.43 (0.27-0.69) <0.001
Sustained >40% eGFR reduction —— 36.1 115 0.41 (0.21-0.79) 0.008
Sustained >57% eGFR reduction —— 22.3 4.8 0.24 (0.09-0.66) 0.005
End-stage kidney disease g 7.5 24 0.32 (0.06-1.63) 0.169
Death from any cause ! PTO— . ‘ 45.7 515 0.63 (0.40-1.01) 0.053
0.0 0.5 1.0 15 20
Hazard ratio (95% C.1.)

Figura 17: forest plot di confronto degli outcomes renali tra i due gruppi di
pazienti, espressi come numero di eventi/1000 pazienti per anno. Sono riportati
I’hazard ratio HR con intervallo di confidenza 1.C e rispettivi valori di p.

A Composite renal outcome B New macroalbuminuria
1.07 0.5
. HR 0.6% (0.49-0.97) HR 0.65 (0.40-1.07)
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=
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o
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- ears after index date
Mo, atrisk Years after index date No. atrisk

LowHSPCs 171 128 93 62 40 23 LowHSPCs 171 130 96 66 45 28
High HSPCs 171 144 113 a2 39 34 High H5PCs 171 144 114 24 65 35
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No. at risk No. at isk
LowHSPCs 171 151 114 75 54 32 LowHSPCs 171 157 125 36 87 43
High HSPCs 171 181 130 97 71 41 HighHSPCs 171 163 135 104 80 48

Figura 18: curve di incidenza degli outcomes renali e numero di pazienti a rischio
in ogni gruppo (bassa conta di HSPCs e alta conta di HSPCs) per ogni anno di
osservazione. Sono riportati gli hazard ratio e gli intervalli di confidenza al 95%,
calcolati con modelli di regressione di Cox, con i rispettivi valori di p.

A) Outcome renale composito di nuovo esordio di macroalbuminuria, declino
sostenuto del 40% di eGFR, sviluppo di ESRD e morte per ogni causa. B) Nuovo
esordio di macroalbuminuria. C) Declino sostenuto di eGFR >40%, D) Morte per
ogni causa.

Le curve sono state interrotte a 10 anni, perche dopo i 10 anni il numero di pazienti
a rischio era molto basso. Non e riportata la curva di incidenza di ESRD perche il
numero di eventi e troppo piccolo (n=12).



84

L’endpoint s/ope annuale di eGFR osservato nei gruppi caratterizzati da bassa conta
di HSPCs e alta conta di HSPCs & stato rispettivamente -3.4 ml/min/1.73 m?e 0.01
ml/min/1.73 m? (unadjusted p<0.001). Dopo aggiustamento per i fattori predittivi
di perdita della funzionalita renale, inclusi nel score di rischio del CKD Prognosis
Consortium (66), la media dello slope annuale di eGFR ¢ risultata 3.3 ml/min/1.73

m? pitl negativa nei pazienti con bassa conta di HSPCs (p<0.001).

La figura 194 illustra i cambiamenti nel tempo di eGFR nei due gruppi. Dopo
aggiustamento, la differenza al baseline di eGFR ¢ stata ridotta (figura 19B) ¢ la
differenza LSM (least square mean, LSM) durante il follow up ¢ risultata 10.2
ml/min/1.73 m? (p<0.001).

Durante tutta 1’osservazione, la media geometrica di uACR ¢ risultata
significativamente inferiore tra i pazienti con alta conta di HSPCs al baseline
(figura 19C). Tuttavia, dopo aggiustamento per il valore al baseline (log naturale),

il cambiamento nel tempo di uACR ¢ risultato simile tra i gruppi (figura 19D).

A eGFR, unadjusted B eGFR, adjusted

= Lovw HSPC3
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r Jteg=d
E 0; E 404
i
E an] LSM difference 16.3 (35% Cl 11.4-21.2) b apnd LSM difference 10.2 (85% C1 7.3 = 13.1)
o or=0.001 o £=0.001
0 . ' T r ] 0 v v . " 1
L] 2 4 ] g8 10 0 2 a G B 10
Years after index date Yours after index date
Mumiber Numiber
LowHSPCs 171 157 121 & &7 43 LowHSPCs 1M 157 12 &4 & 43
High HSPCs 1T 183 132 104 84 51 High HSPCs 171 163 132 104 ] 51
C UACR geometric mean, unadjusted D UACR geometric mean, adjusted
4007 LM afference 113.6 (95% m 7.6-219.6) 4007 Lsm diference 16.0 (95% C1 -58 9 90.¢
p=0.035 p=0678
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I
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Tpp— Years after index date Number Years afler index date
LowHMSPCs 1T 14% 11 a1 TE 45 LowHSPCs 171 145 11 81 75 48
High HSPCs 171 160 127 106 &2 51 HighHSPCs 1T w0 127 106 82 51

Figura 19: variazioni di eGFR e di uACR negli anni, in funzione dei livelli di
HSPCs al baseline. E mostrata la modifica nel tempo di eGFR, calcolata usando
un modello misto di misure ripetute, prima (figura 194) e dopo (figura 19B)
aggiustamento per i fattori predittivi di perdita della funzionalita renale secondo il
CKD Prognosis Consortium.
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Analogamente si illustrano le modifiche nel tempo della media geometrica di uACR
prima (figura 19 C) e dopo (figura 19D) aggiustamento. Le curve sono state
interrotte a 10 anni. Sono riportati i n° dei pazienti a rischio per ciascun gruppo,
la differenza di LSM tra i gruppi insieme ai rispettivi valori di p. Le barre indicano
[’errore standard.

4. Conta di HSPCs e capacita predittiva degli outcomes
renali avversi

\

E stato valutato I’effetto dell’implementazione della conta di HSPCs nella capacita
predittiva dell’equazione di rischio proposta dal CKD Prognosis Consortium di
declino di eGFR>40% o sviluppo di ESRD. Come mostrato nella figura 20,
I’aggiunta dell’informazione alta/bassa conta di HSPCs allo score di rischio, ha
comportato un incremento significativo di AUC da 0.695 a 0.751 (+0.056; 95% CI
0.008 to 0.104, p=0.022). Il modello presentava una buona calibrazione secondo

test di Hosmer-Lemeshow (p=0.7).

E’ stato osservato un significativo incremento di rIDI (+30.6%; p=0.018) e di NRI
(NRI 0.59; 95% CI 0.33-0.84; p<0.0001) con il 50% degli eventi e 9% dei non

eventi correttamente riclassificati con il nuovo modello rispetto a quello precedente.

207 pazienti erano in prevenzione renale primaria, ossia avevano valori di eGFR
>60 ml/min/1.73 m? e di uUACR <30 mg/g. In questi pazienti, la discriminazione del
rischio secondo lo score del CKD Consortium Prognosis non era significativa (AUC
0.564; 95% C.I. 0.415-0.712), ma ¢ diventata significativa dopo 1’aggiunta
dell’informazione alta/bassa conta di HSPCs (AUC 0.670; 95% C.1. 0.531-0.808).
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Figura 20. C-statistica di rischio di sviluppo dell’outcome composito di declino
di eGFR>40% o sviluppo di ESRD calcolata usando lo score di rischio proposto
dal CKD Prognosis Consortium senza (linea rossa) e con (linea blu)
implementazione dell’informazione bassa/alta conta di HSPCs.
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DISCUSSIONE

1. Riassunto dei risultati principali

Nei pazienti con DMT?2, osservati per oltre 10 anni, ¢ emerso che livelli di HSPCs
circolanti superiori al valore mediano esercitino un importante effetto protettivo
contro la perdita della funzionalita renale e lo sviluppo nel lungo termine di

outcomes renali avversi.

Inoltre, I’aggiunta della misura della conta delle HSPCs allo score di rischio
proposto dal CKD Prognosis Consortium ha migliorato significativamente la
capacita di discriminare i pazienti che svilupperanno successivamente outcomes

renali avversi, anche in prevenzione primaria.

2. Contestualizzazione e interpretazione dei risultati

Questo studio clinico si colloca all’interno di una visione piu ampia del ruolo della
disfunzione midollare nella patogenesi delle complicanze microangiopatiche e

degli eventi cardiovascolari (158, 159).

In particolare, dal punto di vista meccanicistico, ¢ stata illustrata 1’ipotesi che la
cosiddetta “mobilopatia diabetica” rientri all’interno di un processo di stress
ossidativo e disfunzione endoteliale, conseguente allo stato di iperglicemia cronica
(133). 11 midollo osseo ¢ suscettibile al danno ossidativo, cui consegue la
compromissione del microambiente midollare (microangiopatia del midollo osseo,
138), che spiega in parte la ridotta mobilizzazione delle HSPCs o la loro riduzione

nel circolo periferico.

Questo processo ¢ intrinsecamente interconnesso all’espansione della mielopoiesi

e allo stato di inflammazione cronica che caratterizza la patologia (141, 145, 170).

La funzione delle cellule staminali circolanti ¢ ancora dibattuta, ma ¢’¢ evidenza di
una loro possibile plasticita differenziativa, che ne assegna una funzione nella
riparazione tissutale (160, 161, 162). L’esaurimento qualitativo e quantitativo delle
HSPCs nel decorso cronico del diabete decorre parallelamente allo sviluppo di

complicanze microangiopatiche e macroangiopatiche (158).
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A livello renale, in modelli sperimentali, le cellule derivate dal midollo osseo
raggiungono il sito di danno vascolare e partecipano al turnover cellulare
endoteliale del glomerulo. Questo meccanismo, osservato in modelli animali,
potrebbe essere operativo anche negli esseri umani: nei pazienti che hanno subito
un trapianto di midollo osseo sex-mismatched, le cellule del donatore hanno
contribuito al turnover e alla rigenerazione del parenchima renale, incluse le cellule

tubulo-interstiziali, come osservato nelle biopsie renali (176).

L’osservazione in uno studio precedente (Fadini, 2015; 159) che la bassa conta di
CD34" in una coorte di pazienti diabetici sia significativamente associata a
progressione di  uAER, retinopatia, neuropatia e ogni complicanza
microangiopatica, dopo correzione per 1 fattori di rischio cardiovascolare, ha fornito
il presupposto per applicare il medesimo razionale per outcomes renali nel lungo

termine in questa popolazione.

In questo studio, i due gruppi bassa e alta conta di HSPCs differivano in maniera
significativa al baseline per presenza di nefropatia, valori di eGFR e di uACR.
Elevati livelli di HSPCs si associavano a un declino di eGFR piu lento, mentre il
cambiamento nel tempo di uACR, dopo aggiustamento, ¢ risultato simile tra i due
gruppi. Questa osservazione potrebbe suggerire una correlazione tra ridotti livelli
di HSPCs e fenotipo DKD non albuminurico, una condizione caratterizzata da
maggiore rischio cardiovascolare e mortalita (47). Quindi, si puo ipotizzare che i
ridotti livelli di HSPCs possano essere epifenomeno della progressiva disfunzione
renale e dei fattori di rischio cardiovascolare. E infatti stato ipotizzato che siano la
macroangiopatia e i fattori di rischio CV (per es. obesita 177, ipertensione 178 e
iperuricemia 178) a contribuire al fenotipo di DKD non albuminurico (48), piuttosto

che le complicanze microangiopatiche.

La microangiopatia del midollo osseo ¢ caratterizzata da rarefazione di sinusoidi,
capillari e arteriole, che contribuisce alla creazione di un ambiente ipossico, con
conseguente stress ossidativo e compromissione delle interazioni cellula-cellula,
che ne aumenta la permeabilita (138). Tale stato del midollo osseo espone le HSPCs

ad un ambiente pro-ossidante che ne compromette la funzionalita.

E noto che nelle persone con DMT2, ’albuminuria ¢ un segno di disfunzione
vascolare, non limitata alla glomerulopatia (29, 30). E quindi biologicamente

plausibile che ’associazione stabile nel tempo tra albuminuria e HSPCs sia dovuta
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alla disfunzione vascolare generalizzata, determinata a monte dalla disfunzione
endoteliale e dallo stress ossidativo indotti dall’iperglicemia, responsabili del
rimodellamento microvascolare e dell’alterazione della permeabilita che
coinvolgono similmente glomerulo e midollo osseo. E un meccanismo che spiega
in parte 1’impatto prognostico dell’albuminuria sugli outcomes microvascolari (es.
outcomes renali, 66) e macrovascolari (29) del diabete di tipo 2. Inoltre dal punto
di vista terapeutico, questo dato puo suggerire I’efficacia degli inibitori di DPP4
nella riduzione dello sviluppo e della progressione della microalbuminuria
(Saxagliptina, 167) per ripristino della mobilizzazione delle HSPCs dal midollo

0SS€O0.

Dal punto di visto clinico, ¢ stato mostrato come I’aggiunta dell’informazione conta
alta/bassa delle HSPCs migliori la capacita predittiva della perdita della
funzionalita renale degli scores basati solo su dati clinici. L’importanza del
miglioramento della predittivita di questi modelli & imposta dalla potenzialita degli
SGLT2i e degli antagonisti dei recettori mineralcorticoidi non steroidei, soprattutto
nei pazienti con DMT2, di prevenire lo sviluppo di CKD in prevenzione primaria,

nei pazienti con normali eGFR e albuminuria (180).

L’osservazione in studi preclinici che la dapaglifozina riduca 1 livelli dei macrofagi
M2 CD169" e migliori la mobilizzazione delle cellule dal midollo osseo in siti di
ischemia permette di ipotizzare che questo meccanismo possa essere coinvolto nelle
capacita cardioprotettive e nefroprotettive della molecola (168). Tale correlazione
¢ suggerita anche dal punto di vista clinico con canaglifozina (181) e empaglifozina

(183).

I1 trial clinico del gruppo di Nandula et al. 2021 (181) in pazienti con diabete di tipo
2 ha valutato gli effetti di protezione cardiovascolare della canaglifozina, in
aggiunta alla metformina, usando la conta delle cellule CD34" come biomarker
cellulare di stima del rischio cardiovascolare (157), in un periodo di osservazione
di 16 settimane. L’outcome primario era la variazione della conta delle cellule
CD34" (%CD34" del totale della popolazione cellulare mononucleare), della loro
funzione migratoria in risposta a CXCL12 e della loro espressione genica (markers
antiossidanti, di apoptosi, di funzione endoteliale e di differenziamento endoteliale,
di chemiotassi e di infilammazione). Sono stati valutati anche outcomes non cellulari

rappresentativi della funzione endoteliale, quali la rigidita della parete arteriosa
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(182) e i markers sierici IL6, hsCRP, Leptina, Serum insulin, TNFa. Infine ¢ stato
valutato D’effetto sulla salute dei podociti tramite misurazione dell’espressione
esosomiale delle proteine Nefrina, Wilm’s Tumor (WT-1) e podocalaxyn like

protein I (PODXL) in campioni urinari.

Nel gruppo sottoposto a terapia con canaglifozina, ¢ stata osservata un’aumentata
espressione del recettore CXCR4 con concomitante aumento della funzione
migratoria delle cellule CD34". L’analisi dell’espressione genica delle cellule
CD34" ha mostrato un incremento dell’espressione dei marker antiossidanti
superossido dismutasi 2 e Catalase and Glutathione Peroxidase ¢ dei marker di
differenziamento endoteliale PECAM1, VEGF-A e di funzione endoteliale NOS3.
Inoltre sono stati osservati una significativa riduzione dei livelli di HblAc e di
glucosio, insieme al miglioramento della pressione sistolica e diastolica, un
incremento significativo di adiponectina e la ridotta espressione esosomiale delle

proteine podocitarie nei campioni urinari.

Non € stato osservato un incremento significativo della conta delle cellule CD34",
ma dell’espressione di CXCR4 e CXCL12 suggerendo un incremento della capacita
migratoria con effetti in un periodo di lungo termine (133). La sovra-regolazione
dell’espressione e del segnale di VEGF-A suggerisce un ruolo della canaglifozina
nella vasculogenesi e nella riparazione tissutale. L’incremento dell’espressione di
adiponectina e la riduzione dei livelli sierici di IL-6 indicano un miglioramento

della salute endoteliale.

Nel trial EMPA-HEART Cardiolink-6 (Verma et al. 2019, 183) sono stati misurati,
in pazienti con DMT?2 e patologia coronarica, 1 livelli di HSPCs al baseline e sei
mesi dopo trattamento con empaglifozina. In questo studio ¢ stato studiato I’impatto
di empaglifozina sulle cellule esprimenti marker di staminalita, ad elevata
espressione dell’enzima con funzione antiossidante aldeide-deidrogenasi (aldehyde
dehydrogenase, ALDH). L’elevata espressione di ALDH ¢ indicativa della
conservata funzionalita dei progenitori cellulari nella modulazione dello stress
ossidativo. Questa popolazione ¢ stata distinta in base alla complessita intracellulare
(side scatter complexity, SSC). Nel gruppo trattato con empaglifozina, ¢ stata
osservata una ridotta frequenza delle cellule circolanti ALDHMSSCM che
identificano i granulociti proinfiammatori (184), aumentata frequenza delle cellule

ALDHMSSC™¢ che identificano i monociti (184), mentre ¢ uguale la frequenza
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delle cellule ALDHMSSC'®" che identificano rare cellule circolanti progenitrici con
funzione pro-angiogenetica (185, 186). All’interno della popolazione
ALDHMSSC™ sono stati quantificati i macrofagi con proprieta pro-inflammatorie
M1 CD1697(170), che sono risultati significativamente ridotti, e M2 CD163", con
proprieta pro-angiogenetiche (170), che sono risultati significativamente aumentati.
Nel complesso, questi studi mostrano che empaglifozina favorisce il
differenziamento dei progenitori cellulari con capacita pro-angiogenetica e riduce
le cellule infiammatorie in pazienti con DMT2 e patologia cardiovascolare,
contribuendo alla generazione di un microambiente permissivo alla rigenerazione

vascolare.

Quindi, le cellule CD34" possono essere un biomarker valido della funzione
endoteliale e nel setting del diabete di tipo 2 possono orientare le scelte terapeutiche.
Il diabete di tipo 2 ¢ una patologia che grava sulla salute pubblica mondiale e
I’introduzione di uno score di rischio di sviluppo di CKD efficace potrebbe
migliorare I’allocazione delle risorse permettendo una prescrizione piu mirata di

SGLT?2 inibitori in prevenzione primaria.

In questo studio, i livelli di HSPCs sono stati espressi come conta di CD34", che,
rispetto ad altri immunofenotipi, ¢ un marker facilmente misurabile in
citofluorimetria e dotato della capacita informativa piu diretta dello stato del

midollo osseo (154). Inoltre, non per tutti i pazienti era nota la conta di CD133".

3. Limiti dello studio

A fronte di un tempo di follow up lungo, la dimensione campionaria era
relativamente piccola, soprattutto per il numero di eventi di outcomes piu rari per

es. ESRD o mortalita causa-specifica.

In aggiunta la coorte ¢ stata reclutata per un periodo di oltre 15 anni, durante i quali
sono cambiati gli standards di cura per la gestione del diabete, dei fattori di rischio
cardiovascolare e renale. Infine sono cambiati anche i lotti dei reagenti e la
calibrazione degli strumenti. Ne consegue un certo grado di eterogeneita nella conta
dei progenitori cellulari che potrebbe inficiare sulla forza delle associazioni

individuate.
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La performance dello score sviluppato dalla CKD Prognosis Consortium ha un
importante margine di miglioramento, che pud essere ottenuto implementando
anche altri biomarcatori, non misurati in questo studio. Sono esempi 1 marcatori di
inflammazione neutrophil gelatinase-associated lipocalin, kidney injury molecule-
1, tumor necrosis factor—receptor superfamily members 14 and 1B (49) o hsRCP
(157).

Inoltre, non sono state raccolte informazioni sulla funzione delle HSPCs, per es. del

profilo differenziativo o sulla loro capacita migratoria.

4. Punti di forza

La malattia renale cronica nel diabete ¢ la manifestazione di una patologia
poliedrica, in cui microangiopatia € macroangiopatia sono interconnesse, €
I’osservazione che i ridotti livelli di HSPCs siano responsabili del difetto di
riparazione vascolare fornisce il substrato fisiopatologico che ne permette la

comprensione come marker prognostico.

La complessita del paziente diabetico, e quindi della patologia renale, ¢ crescente,
in conseguenza alla diffusione della patologia e alla sovrapposizione di piu fattori
di rischio. Individuare elementi patogenetici a monte permette di classificare in
entita nosologiche uniformi la DKD e quindi 1 rischi di outcomes avversi renali e
cardiovascolari e dell’efficacia degli interventi. In particolare il fenotipo DKD non
albuminurica/ non proteinurica ¢ quello a maggiore diffusione (44), in cui la
disfunzione renale sembra maggiormente correlata ai fattori di rischio
cardiovascolari (47, 48). E quindi auspicabile una ricerca focalizzata sul ruolo delle
HSPCs in questo fenotipo, nell’ottica che la riduzione dei livelli sia epifenomeno

della correlazione tra 1 due elementi.

Dal punto di vista terapeutico, 1’ipotesi che i meccanismi nefroprotettivi degli
SGLT2 inibitori possano dipendere anche da meccanismi implicanti la
mobilizzazione delle HSPCs (168, 181, 183), suggerisce che I’impiego di strategie
di preservazione della funzione del midollo osseo e dei livelli delle HSPCs possano

migliorare gli outcomes dei pazienti affetti da DMT2.



93

5. Conclusioni e prospettive future

In conclusione, alti livelli di HSPCs circolanti nei pazienti con DMT2 sono
protettivi verso la perdita della funzione renale e sono biomarkers efficaci nel
migliorare la predittivita di sviluppo di outcomes renali nel lungo termine.

E prioritario riuscire a individuare i pazienti ad alto rischio di sviluppo di ESRD, in
modo da poter attuare una strategia di prevenzione renale e cardiovascolare con
SGLT?2 inibitori e antagonisti dei recettori mineralcorticoidi non steroidei; infatti
I’esito del declino della funzione renale in ESRD esclude ogni chance terapeutica
alternativa alla terapia sostitutiva, riduce drasticamente la qualita e 1’aspettativa di

vita del paziente e grava pesantemente sul sistema sanitario.

L’impiego clinico della conta delle HSPCs nei modelli di stratificazione del rischio
¢ limitato dall’uso della tecnica di citofluorimetria a flusso. Si tratta di uno
strumento molto costoso, non disponibile in tutti i centri clinici e che richiede
campioni di sangue fresco. Tuttavia oggi sono disponibili strumenti di
citofluorimetria piu semplici (187) e nuovi reagenti fissativi che potrebbero
permettere analisi dilazionate nel tempo (188). Idealmente, I’introduzione di centri
diagnostici point-of-care per la misura delle HSPCs CD34" ne agevolerebbe

I’impiego in studi multicentrici come biomarker clinico.

Inoltre, sono ancora necessari studi conclusivi su quale immunofenotipo abbia il
maggiore potere prognostico e di protocolli di standardizzazione inter-laboratorio
per la quantificazione delle HSPCs CD34" negli studi sugli outcomes

cardiovascolari di larga scala (189).

Dal punto di vista meccanicistico, lo studio del substrato fisiopatologico comune
tra complicanze microvascolari € macrovascolari ¢ ancora un campo aperto. Negli
ultimi anni ¢ stato individuato un nuovo fattore di rischio cardiovascolare
nell’espansione clonale di HSPCs nel sangue periferico, in un processo definito
ematopoiesi clonale a potenziale indeterminato (clonal hematopoiesis of
indeterminate potential, CHIP).

Si tratta di un processo di espansione eta-correlato determinato da mutazioni
somatiche dei geni DNMT3A, TET2, ASXLI1 e JAK2. Nonostante si tratti di un
meccanismo pro-tumorale, questi soggetti non sviluppano neoplasie ematologiche,

ma presentano un rischio 2-4 volte superiore di sviluppare coronaropatia, stroke e
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morte cardiovascolare (190), configurandosi come un fattore di rischio di
aterosclerosi (191). E noto che la malattia renale cronica sia associata ad un eccesso
di rischio cardiovascolare, non spiegabile dai singoli fattori di rischio di
aterosclerosi (169). E stata osservata una correlazione negativa tra I’ematopoiesi
clonale e eGFR¢ys e tra ematopoiesi clonale mieloide e outcomes avversi nei
pazienti con CKD (Dawoud et al. 2021, 192). E quindi auspicabile condurre degli
studi che analizzino I’interconnessione tra CHIP, eccesso di mielopoiesi e ridotti
livelli di HSPCs in circolo in un’unica ipotesi di fisiopatologia cardiovascolare che
ne giustifichi la correlazione comune con outcomes cardiovascolari, in particolare
nei pazienti con diabete di tipo 2 e con CKD. Inoltre il possibile valore prognostico
della presenza di cloni cellulari mieloidi per outcomes avversi in pazienti con CKD

ne suggerisce un ruolo potenziale di implementazione nei modelli predittivi.
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