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1. Introduzione 
Il trapianto renale rappresenta oggi la strategia terapeutica preferenziale nei pazienti affetti 

da insufficienza renale cronica in fase terminale (End-Stage Renal Disease ESRD), in quanto 

ripristina sia la componente esocrina che quella endocrina della normale funzione renale e 

garantisce migliore qualità di vita e sopravvivenza in tutti i pazienti, compresi quelli di età 

avanzata (1,2) 

Confrontando la sopravvivenza dei pazienti di età superiore a 70 anni affetti da insufficienza 

renale cronica sottoposti a trapianto di rene e quella dei coetanei in lista d’attesa, emerge che 

il rischio di mortalità dei soggetti trapiantati è del 41% inferiore rispetto a quello dei soggetti 

in lista di attesa (3,4). Inoltre, il rischio relativo di mortalità tra i pazienti trapiantati rispetto 

a quelli in terapia dialitica subisce significative ed ampie modificazioni in relazione al 

tempo: risulta aumentato nel periodo immediatamente successivo all’intervento, a causa dei 

rischi legati alla procedura chirurgica ed all’utilizzo di farmaci immunosoppressori ad alte 

dosi, per poi diminuire progressivamente, risultando in una complessiva riduzione del tasso 

di mortalità a lungo termine (1,5). Considerando gli alti costi del trattamento dialitico della 

malattia renale in fase terminale, il trapianto di rene garantisce anche un notevole risparmio 

economico al sistema sanitario (6) 

Nonostante i notevoli progressi terapeutici raggiunti dalla medicina per rallentare la progres-

sione del danno renale, l’insufficienza renale cronica ha ormai acquisito caratteristiche epi-

demiche (7). L’elevata incidenza di diabete ed ipertensione, l’aumento del numero di pazienti 

obesi ed il progressivo invecchiamento della popolazione generale sono le principali cause 

di diffusione epidemica della malattia renale cronica nella maggior parte dei paesi di Europa, 

Nord America ed Asia, dove rappresenta la prima causa di trapianto renale. L’acquisizione 

di caratteristiche epidemiche dell’insufficienza renale cronica è uno dei principali motivi per 

cui il numero di trapianti eseguiti è in costante aumento, sia in Italia che nel mondo(8,9) 

La sopravvivenza del rene trapiantato rappresenta, insieme alla sopravvivenza del paziente 

stesso, il principale outcome del trapianto renale e dipende da diversi fattori, tra cui la fun-

zionalità renale nell’immediato periodo postoperatorio. Per questo motivo, per garantire la 

maggiore sopravvivenza del graft e del paziente, risulta fondamentale ridurre o eliminare del 

tutto il ritardo della ripresa della funzione renale post trapianto, o delayed graft function, 

(DGF) (10) 
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1.1 Epidemiologia del trapianto renale in Italia 

Nel 2022 il numero totale di trapianti di rene eseguiti in Italia ammonta a 2.033 (11) 

Più nel dettaglio, i trapianti da donatore deceduto sono stati 1.697, dei quali 1508 di rene 

singolo, 127 di rene doppio e 62 di rene combinato con un altro organo; i trapianti da dona-

tore vivente sono stati 336.  

Rispetto al 2021, il dato numerico costituisce una prova del riallineamento dell’attività tra-

piantologica nazionale alla situazione precedente la pandemia da SARS-CoV-2, durante la 

quale si è osservata una contrazione del numero totale dei trapianti di rene eseguiti (Fig. 1.1) 

(12) 

 

Per quanto riguarda il tempo medio di attesa in lista trapianti, i pazienti che hanno ricevuto 

il trapianto da donatore deceduto nel 2022 hanno atteso mediamente in lista 20,6 mesi, rap-

presentando un tempo minore rispetto ai 24,2 mesi del 2021 (12).  

Più della metà dei pazienti trapiantati (54%) aveva un’età compresa tra i 41 e i 60 anni, 

mentre il 25% aveva invece un’età compresa tra i 61 ed i 75 anni. Questo dato evidenzia una 

distribuzione demografica significativa, che riflette come le necessità di trapianto siano pre-

dominanti soprattutto nelle fasce d’età adulta ed anziana. 

Anche per i trapianti da vivente, il dato del 2022 documenta un ritorno alla situazione pre-

cedente la pandemia da SARS-CoV-2. Il numero in aumento attesta anche l’efficacia delle 

campagne di sensibilizzazione al trapianto da vivente promosse dal Centro Nazionale Tra-

pianti (Fig. 1.2) (11,12) 

 
Fig. 1.1. Andamento annuale dei trapianti di rene da donatore deceduto eseguiti in Italia 
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Nel caso specifico dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Maggiore della Carità di Novara, 

l’analisi epidemiologica della sopravvivenza del rene ad 1 anno dal trapianto e del numero 

totale dei trapianti effettuati dimostra valori superiori alla media nazionale per entrambi i 

parametri presi in considerazione (Fig. 1.3; centro trapianto n. 17) (12). Questo successo 

potrebbe essere attribuito a diversi fattori, tra cui la qualità delle cure pre- e postoperatorie, 

la gestione accurata delle liste d'attesa e l'esperienza dell’équipe trapiantologica. 

 

 

 

 
Fig. 1.2. Andamento annuale dei trapianti di rene da donatore vivente eseguiti in Italia 

 

Fig. 1.3. Funnel plot della percentuale di sopravvivenza ad 1 anno del rene trapiantato 
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1.2 La funzione renale immediata 

La funzione renale immediata è la capacità del rene trapiantato di raggiungere un tasso di 

filtrazione glomerulare adeguato e di produrre urine in quantità sufficiente per evitare di 

sottoporre il paziente a dialisi postoperatoria. Per tutti i pazienti sottoposti a trapianto, La 

funzione renale viene dettagliatamente valutata tramite parametri come il volume urinario 

prodotto, la creatinina sierica, l’urea nel sangue ed il tasso di filtrazione glomerulare, calco-

lato mediante formule di clearance della creatinina o misurato con tecniche radioisotopiche. 

Una buona funzione renale nell’immediato periodo postoperatorio costituisce uno dei prin-

cipali outcome del trapianto; infatti, il recupero immediato della funzione renale è correlato 

alla riduzione della necessità di ricorrere a dialisi, a sua volta associata ad un maggior rischio 

di infezioni, complicanze emodinamiche e riduzione della qualità della vita (13). Le infe-

zioni rappresentano una delle principali cause di mortalità nei pazienti sottoposti a dialisi, 

poiché il trattamento stesso può favorire l’introduzione di agenti patogeni nell’organismo e 

compromettere il sistema immunitario del paziente; le complicanze emodinamiche, ad esem-

pio ipotensione e squilibri elettrolitici, possono portare a ulteriori problemi cardiovascolari, 

mentre la frequente necessità di trattamenti dialitici può limitare significativamente le atti-

vità quotidiane e sociali del paziente, riducendone la qualità della vita (14). 

Il recupero immediato della funzione renale è associato anche ad un minor rischio di com-

plicanze a lungo termine, come l'ipertensione e le malattie cardiovascolari, che sono comuni 

nei pazienti con trapianto renale. Un buon funzionamento del rene trapiantato migliora la 

capacità del corpo di eliminare le tossine e di mantenere l'equilibrio idroelettrolitico ed 

acido-base, riducendo così la necessità di interventi medici aggiuntivi sia nell’immediato 

periodo postoperatorio che a lungo termine, migliorando la qualità della vita del paziente. 

Inoltre, un funzionamento renale ottimale permette una migliore efficacia delle terapie im-

munosoppressive - essenziali per prevenire il rigetto del trapianto - in quanto, affinché siano 

dosati correttamente e mantengano livelli terapeutici adeguati senza avere effetti tossici, i 

farmaci immunosoppressivi come la ciclosporina ed il tacrolimus richiedono un corretto fun-

zionamento renale. Un rene con funzione subottimale non consente una efficace elimina-

zione dei farmaci né una regolazione precisa delle loro concentrazioni plasmatiche, aumen-

tando di conseguenza il rischio di effetti collaterali e riducendo la compliance e l’aderenza 

del paziente al regime terapeutico (15,16). Questo aspetto è cruciale per la prevenzione del 

rigetto acuto e cronico, che rappresenta una delle complicanze più temute nei pazienti 
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trapiantati, poiché può compromettere significativamente la sopravvivenza dell'organo tra-

piantato e, talvolta, del paziente stesso (17,18) 

Quindi, la funzione renale immediata rappresenta un indicatore predittivo fondamentale nel 

trapianto renale: è associato ad una maggiore sopravvivenza a 5 anni sia del graft che del 

paziente, alla riduzione del rischio di rigetto acuto ed a migliori esiti clinici complessivi (19). 

Anche per quanto riguarda l’aspetto economico, una soddisfacente funzione renale imme-

diata ha implicazioni significative, poiché riducendo la necessità di dialisi e di ospedalizza-

zioni prolungate, si possono diminuire i costi associati alla gestione postoperatoria, liberando 

risorse per altri pazienti in lista d'attesa e migliorando l'efficienza complessiva del sistema 

sanitario(20). La dialisi è un trattamento costoso e dispendioso in termini di tempo, che ri-

chiede frequenti visite intraospedaliere e che può influire notevolmente sulla qualità della 

vita dei pazienti (21). Oltre ai costi diretti della dialisi, vi sono anche costi indiretti legati 

alle complicanze ad essa associate, come le infezioni, le complicanze cardiovascolari e l'e-

ventuale necessità di ulteriori interventi medici, che possono essere ridotti o eliminati per i 

pazienti trapiantati che manifestano funzione renale immediata ed ottimale. 

Alcuni studi economici hanno dimostrato che i pazienti con una buona funzione renale im-

mediata richiedono meno risorse ospedaliere, hanno bisogno di meno visite di follow-up e 

manifestano complicanze postoperatorie con minore frequenza rispetto ai pazienti con DGF 

(22). Questo non solo migliora l'esperienza del paziente, ma contribuisce anche a una ge-

stione più sostenibile del sistema sanitario. 

Infine, migliorare gli esiti dei trapianti e ridurre la necessità di dialisi può aumentare la di-

sponibilità di organi per altri pazienti in lista d'attesa, poiché gli organi disponibili possono 

essere utilizzati in modo più efficiente. Questo porta a un aumento complessivo delle vite 

salvate e a una migliore qualità della vita per un numero maggiore di pazienti. Di conse-

guenza, investire in tecnologie e pratiche che promuovano un recupero ottimale della fun-

zione renale postoperatoria è un investimento nella salute dei pazienti, nell'efficienza tra-

piantologica e nella sostenibilità a lungo termine del sistema sanitario. 

 

 

 

 



 10 

1.3 Delayed Graft Function 

La delayed graft function (DGF) è una forma di insufficienza renale acuta che si manifesta 

con oliguria o anuria nel periodo postoperatorio del trapianto renale in circa il 25-30% dei 

pazienti trapiantati (18,23). La DGF rappresenta una complicanza trapiantologica significa-

tiva, in quanto correlata all’aumento dell’immunogenicità e del rischio di rigetto del graft, 

nonché alla riduzione della sopravvivenza del rene trapiantato e del paziente a lungo termine 

(10,24). Inoltre, è associata a tempi di degenza ospedaliera maggiori, necessità di monito-

raggio intensivo e di trattamento sia dialitico che immunosoppressivo precoce, per minimiz-

zare le complicanze e migliorare la funzionalità renale (25). Per questi motivi, la DGF ha 

conseguenze significative non solo a livello clinico ma anche economico sul sistema sanita-

rio (22,26). 

È stato osservato che i reni espiantati da donatori deceduti presentano una maggiore inci-

denza di DGF rispetto a quelli da donatori viventi(27). Questa differenza può essere attri-

buita a vari fattori, tra cui il tempo di ischemia fredda prolungato, le comorbilità e le condi-

zioni del donatore al momento della morte (28), motivo per cui la prevenzione della DGF si 

esegue anche tramite la scelta oculata del donatore e la gestione efficace delle condizioni 

perioperatorie, inclusa l'ottimizzazione delle tecniche chirurgiche e la riduzione dei tempi di 

ischemia fredda del graft. 

La maggior parte dei reni trapiantati da cadavere che manifesta DGF - ed una minor parte di 

quelli trapiantati da vivente - incorre in un'alterazione della normale funzione renale attesa 

per il ricevente, con gradi di gravità che variano dalla totale anuria con necrosi tubulare acuta 

al recupero immediato della funzione renale(10) Proprio a causa dei diversi possibili quadri 

di gravità, la definizione di DGF non è univoca, costituendo ciò un ostacolo allo studio del 

fenomeno, rendendo difficile la comparazione dei dati tra studi diversi e la valutazione 

dell'efficacia delle strategie di intervento terapeutico e di prevenzione della DGF.  

Inoltre, la variabilità nella definizione di DGF complica anche la gestione clinica dei pa-

zienti, poiché l’utilizzo di diversi criteri diagnostici può portare a diversi approcci terapeutici 

e di monitoraggio. Tipicamente, nei principali studi multicentrici revisionati si definisce la 

DGF come la necessità di eseguire almeno una seduta di dialisi postoperatoria nei primi 7 

giorni dal trapianto (29) 

Sebbene questa definizione sia semplice e permetta di riconoscere e segnalare con facilità i 

casi di DGF, d’altra parte identifica come DGF anche i casi di pazienti sottoposti a dialisi 

postoperatoria per altri motivi, ad esempio iperkaliemia non legata a disfunzione renale. 
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Questo approccio può quindi portare a una sovrastima dei casi di DGF, complicando l'inter-

pretazione dei dati epidemiologici e clinici (10). Per questo motivo, alcuni studi hanno pro-

posto di considerare altri fattori per definire la DGF, ad esempio la produzione di urine mi-

nore di 1200 mL/die o la mancata riduzione della concentrazione di creatinina sierica di 

almeno il 10% del valore preoperatorio nelle prime 48 ore dall’intervento (30). 

Va sottolineato come unificare la definizione di DGF aiuterebbe nella creazione di protocolli 

standardizzati per la gestione postoperatoria e per la prevenzione di questa complicanza, 

contribuendo a migliorare la qualità complessiva delle cure per i pazienti sottoposti a tra-

pianto renale. Inoltre, una maggiore chiarezza diagnostica sarebbe essenziale per la ricerca 

a lungo termine mirata a identificare nuovi biomarcatori e nuove strategie terapeutiche. 

Tuttavia, per convenzione e per semplicità nella trattazione, si è deciso di utilizzare la defi-

nizione più classica, accettata e diffusa di DGF, consentendo questa una maggiore uniformità 

nei criteri diagnostici e facilitando il confronto dei risultati con la maggioranza degli studi 

clinici presenti in letteratura.  
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1.4 Cause e fattori di rischio di Delayed Graft Function 

I fattori di rischio di DGF possono essere legati alle caratteristiche del donatore, alla proce-

dura chirurgica del prelievo o alle caratteristiche del ricevente (Tab. 1.1) (10,28) 

Per quanto riguarda le caratteristiche del donatore, il rischio di DGF risulta aumentato per 

graft espiantati da donatori sottoposti a danno da ischemia-riperfusione e da donatori dece-

duti (31), in particolare da donatori in arresto cardiaco (Donation after Cardiac Death, DCD) 

e da donatori expanded-criteria (Expanded-Criteria Donor, ECD) (32), i quali hanno un ri-

schio di sviluppare necrosi tubulare acuta doppio rispetto ai graft espiantati da donatori non 

in arresto cardiaco, così come hanno un rischio doppio di sviluppare DGF (33). 

L’età del donatore è un altro importante fattore di rischio, considerando che il rischio di 

sviluppare DGF è anch’esso doppio se il rene proviene da donatore di età maggiore di 55 

anni (34). Per quanto riguarda la procedura di prelievo chirurgico, l’utilizzo di macchinari 

da perfusione e la riduzione del tempo di ischemia fredda sono fattori protettivi dall’insor-

genza di DGF (cfr. 1.10) (35,36) 

Per quanto riguarda le caratteristiche del ricevente, le cause di DGF possono essere suddivise 

in prerenali, renali e postrenali: 

1. La principale causa prerenale di DGF del rene trapiantato è l’ipovolemia del rice-

vente (37,38), il cui rischio può essere influenzato dalla somministrazione intraope-

ratoria di albumina. 

2. I rischi renali nel ricevente sono rappresentati da necrosi tubulare acuta, nefrotossi-

cità da ciclosporine o antibiotici, rigetto iperacuto da mismatch HLA o incompatibi-

lità AB0. 

3. I fatttori di rischio postrenali sono rappresentati da ostruzioni o perdite ureterali. 

 

Tab.  1.1. Fattori di rischio di DGF 

Legati al donatore Legati al ricevente Legati al procurement 

DBD, DCD, ECD Anzianità dialitica Instabilità emodinamica 

Danno da ischemia-riperfusione Trapianto preemptive Uso di farmaci nefrotossici 

Età avanzata Età avanzata CIT prolungato 

Ipertensione Ipertensione  

BMI elevato BMI elevato  

Sesso Sesso  

Funzionalità renale scarsa Mismatch HLA e %vPRA  

 Incompatibilità AB0  
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1.4.1 Fattori di rischio legati al donatore: danno da ischemia-riperfusione 
Il prelievo chirurgico del rene per il trapianto comporta necessariamente un tempo di ische-

mia fredda (Cold Ischemia Time, CIT), seguito dalla riperfusione sanguigna dopo il tra-

pianto. La durata del tempo di ischemia fredda, definita come il tempo in cui l'organo viene 

conservato in uno stato ipotermico prima di procedere al trapianto, può influenzare i risultati 

dei trapianti renali; infatti, sebbene nei trapianti da donatori in morte cardiaca (DCD) un 

tempo di ischemia fredda inferiore a 24h è solitamente accettato, risultati migliori possono 

essere raggiunti con un tempo di ischemia fredda minore (28,39).  

Inoltre, gli effetti negativi del tempo di ischemia fredda prolungato sono maggiori nei rice-

venti di reni da donatori di età avanzata (40,41) 

 

1.4.2 Fattori di rischio legati al donatore: fonte di reperimento dei reni 
I reni per il trapianto possono essere prelevati da donatori viventi o deceduti.  

I donatori viventi possono essere suddivisi donatori correlati (ad esempio genitori, nonni, 

fratelli, figli) e non correlati ai riceventi (ad esempio coniugi, amici o sconosciuti). I donatori 

deceduti possono essere invece suddivisi in donatori in morte cerebrale o donatori con ces-

sazione della circolazione: i primi (Donor after Brain Death, DBD) con lesione cerebrale 

irreversibile e circolazione mantenuta da misure di supporto, i secondi (Donor after Cardiac 

Death, DCD) con arresto cardiaco e cessazione della circolazione.  

Il rischio di DGF è più alto per reni ricevuti da donatori deceduti (31,42) rispetto a donatori 

viventi (43). Ciò è dovuto al fatto che i donatori deceduti hanno, rispetto ai viventi, comor-

bidità maggiori, tasso di filtrazione glomerulare spesso subottimale (> 50 mL/min/1,73m2), 

instabilità emodinamica ed ipotensione o ipovolemia, tempo di ischemia fredda più lungo, 

danno da ischemia-riperfusione ed attivazione dell’immunità innata maggiori (Tab. 1.2). 

Inoltre, nei donatori deceduti può essere difficile ricostruire una storia clinica affidabile e, 

talvolta, il breve tempo a disposizione può precludere analisi più approfondite (28) 

Per supportarne la circolazione, i donatori deceduti vengono più frequentemente sottoposti 

alla somministrazione di vasocostrittori ed inotropi, il cui uso è associato a percentuale di 

presentazione di funzione immediata e sopravvivenza ad 1 anno del graft minori rispetto ai 

gruppi di riceventi reni di donatori che ne sono stati sottoposti (rispettivamente, 58% e 73% 

contro 83% e 91%) (44). 

I donatori in morte cerebrale di età superiore a 60 anni o quelli di età compresa tra 50 e 59 

anni con due tra storia di ipertensione, creatinina sierica superiore a 1,5 mg/dL, causa di 
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morte cerebrovascolare, sono definiti donatori expanded-criteria (ECD) (45,46), i cui reni 

spesso presentano DGF rispetto ai reni di donatori standard-criteria (SCD). 

Infine, il trapianto da vivente è più frequentemente preemptive, ovvero eseguito prima che 

il ricevente venga sottoposto a dialisi, con conseguente riduzione del rischio di sviluppare 

DGF ed aumento della sopravvivenza del graft e del paziente, rispetto al trapianto da dona-

tore deceduto (47). 

Tab 1.2. Fattori che determinano un outcome migliore nel trapianto da vivente 

 

1.4.3 Fattori di rischio legati al donatore: qualità degli organi 
La carenza di organi da donatore vivente, le liste d'attesa in crescita e i tassi significativi di 

scarto dei reni costituiscono attualmente problemi fondamentali per la gestione logistica e 

clinica del trapianto renale. In letteratura è diffusamente accettato e dimostrato come la qua-

lità dell'organo sia un determinante fondamentale della funzione renale e sulla sopravvivenza 

a lungo termine. Tuttavia, la qualità dell'organo è difficile da prevedere. 

Van Moos et al. ha recensito i sistemi più frequentemente utilizzati perla valutazione della 

qualità del rene, come l'interpretazione della biopsia renale, i marcatori molecolari associati 

all'età biologica, i punteggi clinici e le analisi molecolari delle biopsie peritrapiantologiche, 

evidenziando come non esista un consenso univoco sulla validità clinica di tali analisi (48). 

Altri ricercatori si sono concentrati sulle indagini molecolari di tipo genetico, epigenetico, 

trascrittomico, proteomico e metabolomico (49) e, sebbene siano riportati alcuni interessanti 

risultati sul potenziale dei biomarcatori per predire l’outcome del trapianto, tali risultati non 

sono ancora stati confermati da studi più significativi, per cui la loro applicazione clinica 

rimane dubbia. 

Per i donatori viventi, la maggior parte dei centri trapiantologici utilizza come marcatori 

dell’outcome del trapianto la creatinina sierica e la clearance della creatinina per stimare il 

GFR; tuttavia, pur essendo questi parametri facilmente reperibili ed affidabili, si dovrebbe 

considerare che i valori di creatinina sierica possono essere influenzati da età (riduzione di 

 Donatore vivente Donatore deceduto 

GFR Ottimale, > 80 mL/min/1,73m2 Subottimale 

Circolo ed emodinamica Normale e stabile Instabile 

AKI pretrapianto Assente Possibile 

CIT Assente Prolungato 

Danno da ischemia-riperfusione Minimo Grave 

Attivazione immunitaria Minima Intensa 
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circa 8 mL/min/1.73m2 ogni 10 anni con variazioni individuali), dieta, massa muscolare ed 

esercizio fisico (50). Inoltre, il punteggio bioptico di sclerosi, definito dal numero totale di 

glomeruli sclerotici, dalla presenza di atrofia tubulare, dalla fibrosi interstiziale > 5% del 

campione renale e da qualsiasi sclerosi, aumenta progressivamente con l'età, anche in as-

senza di patologia renale conclamata (51).  

In molti centri, un GFR inferiore a 80 mL/min/1.73m² in almeno due misurazioni o la pre-

senza di una comorbilità che porta a potenziali complicanze per il donatore o il ricevente 

rappresentano criteri di esclusione dei donatori viventi. 

Per i donatori deceduti, la decisione è più complessa, poiché molti potenziali donatori pre-

sentano valori di GFR ridotti e, talvolta, oliguria. L'età del donatore, la presenza o assenza 

di comorbilità, la storia clinica ed i precedenti valori di creatinina sierica possono aiutare 

nella decisione di accettazione o rifiuto. 

La questione principale riguarda i reni di donatori expanded-criteria che, pur garantendo al 

ricevente una sopravvivenza maggiore rispetto ai pazienti in lista d’attesa (3,5), comportano 

rischio di DGF doppio, rigetto acuto più frequente e funzionalità renale a lungo termine 

minore (52,53).  

Le principali strategie che possono essere adottate con i reni di donatori expanded-criteria 

sono tre: i due reni vengono assegnati a due riceventi diversi; i due reni vengono assegnati 

ad un unico ricevente; i reni di donatori anziani vengono assegnati a riceventi anziani.  

I risultati dell’utilizzo della prima strategia sono stati analizzati da una revisione sistematica 

e una metanalisi su 4833 primi trapianti, che hanno documentato un fallimento del graft 1,75 

volte maggiore per i reni di donatori ECD rispetto a quelli di donatori SCD. Con un follow-

up di 10 anni, tale differenza è risultata associata ad una diminuzione di 8 mesi del tempo 

medio al fallimento del graft per i riceventi da donatori ECD (54). 

Per decidere di utilizzare la seconda strategia vengono utilizzati diversi criteri, sia clinici che 

laboratoristici: alcuni ricercatori hanno considerato il doppio trapianto se il GFR del dona-

tore era inferiore a 90 mL/min/1.73m² (55); altri se l'età era superiore a 75 anni (56); altri 

ancora si sono basati su punteggi istologici (57). Nessuno di questi criteri è privo di criticità, 

ma i tassi di sopravvivenza del graft e del paziente hanno mostrato solo piccole differenze o 

nessuna differenza per i trapianti doppi e singoli di reni allocati secondo punteggi clinici o 

istologici affidabili (58,59). 

Indipendentemente dalla strategia utilizzata, il principale problema dell’utilizzo di donatori 

expanded-criteria è l’alto rischio di sviluppare DGF. 
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1.4.4 Fattori di rischio legati al ricevente 
La maggior parte dei candidati a ricevere il trapianto di rene è costituita da pazienti in dialisi 

cronica. I pazienti con instabilità emodinamica durante l'emodialisi ed i pazienti sottoposti a 

ultrafiltrazione eccessiva possono sviluppare ipotensione, che può essere ulteriormente ag-

gravata dall'anestesia e dalla chirurgia, rendendo difficile la gestione preoperatoria ed au-

mentando il rischio di DGF. Per prevenire l'ipotensione intradialitica si possono mettere in 

atto alcune strategie terapeutiche, tra cui la somministrazione di albumina (60,61), ma se 

queste manovre non hanno successo, è meglio ritardare il trapianto di alcune ore per ottenere 

la correzione dell'ipotensione e la stabilizzazione emodinamica, riducendo così il rischio di 

DGF. 

Nel periodo perioperatorio dovrebbero essere evitati, a meno che non siano strettamente ne-

cessari, gli antibiotici nefrotossici, come gli aminoglicosidi, la vancomicina, i chinoloni e 

l'amfotericina-B. Allo stesso modo, è necessaria cautela con l'uso di alcuni analgesici con 

potenziale effetto nefrotossico, in particolare farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS) 

e paracetamolo in sovradosaggio(62–64). 

Il cardine della terapia immunosoppressiva standard per i riceventi trapianto è rappresentato 

dai farmaci inibitori della calcineurina. Questi sono, però, agenti vasocostrittori che possono 

causare un aumento della creatinina sierica in acuto; inoltre, possono avere effetti tossici sul 

rene, con gravità che va da lievi cambiamenti del sistema tubulare (ad esempio vacuolizza-

zione isometrica, mitocondri giganti, microcalcificazioni) ed arteriolopatia con necrosi fo-

cale della tonaca media delle piccole arterie in assenza di cambiamenti intimali(63), fino alla 

microangiopatia trombotica che può portare alla perdita del graft (65).  

Per ridurre la tossicità dei farmaci inibitori delle calcineurine sono state utilizzate diverse 

terapie di induzione, tra cui la più frequente è rappresentata da basse dosi di tacrolimus as-

sociato a basiliximab, micofenolato di mofetile e corticosteroidi. A seconda del caso, è pos-

sibile anche l’utilizzo di globuline anti-timociti, belatacept ed inibitori di mTOR (66,67) 
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1.5 Fisiopatologia della Delayed Graft Function 

L’ischemia del tessuto, che inizia con il posizionamento della clamp vascolare sull’arteria 

renale durante il prelievo, è caratterizzata da riduzione della quantità di ossigeno e nutrienti, 

con conseguente accumulo di prodotti metabolici di scarto. A livello della cellula si osser-

vano alterazioni biochimiche come l’inibizione del metabolismo ossidativo aerobico, il con-

sumo di ATP, la riduzione dell’attività della pompa Na/K-ATPasi e l’aumento del metaboli-

smo anaerobico, indotto da HIF-1a. L’ATP viene rapidamente catabolizzata ad ipoxantina, 

che non può essere ulteriormente metabolizzata in condizioni di anaerobiosi e dunque si 

accumula(68). Anche il sodio si accumula all’interno della cellula, causandone un rigonfia-

mento, mentre la glicolisi anaerobia causa accumulo di acido lattico, che abbassa il pH in-

tracellulare, e di enzimi litici lisosomiali. Si osserva anche la riduzione della capacità di 

transferrina e ferritina di legare il ferro con conseguente aumento della concentrazione in-

tracellulare di ferro libero, un potente catalizzatore delle reazioni di formazione di specie 

reattive dell’ossigeno (ROS), aumentando così lo stress ossidativo(69,70).  

 

La generazione di questi radicali induce la produzione a cascata di altri radicali come l'ossido 

nitrico (NO) ed il superossido, che reagiscono a formare perossinitrito, un potente ossidante 

che modifica le proteine tramite la formazione di 3-nitrotirosina(71). L'attività della NO-

sintasi risulta aumentata anche a causa dell'ipossia nei tubuli. Inoltre, L’ossido nitrico ha il 

potenziale di ostacolare l’attività del citoscheletro, già disorganizzato per la riduzione 

dell’efflusso attivo del calcio intracellulare ATP-dipendente, portando al distacco delle cel-

lule tubulari prossimali e quindi all’ostruzione tubulare. Pertanto, sebbene l'aumentata gene-

razione di ossido nitrico da parte della NO-sintasi inducibile possa attenuare il danno renale 

promuovendo la vasodilatazione, la maggior parte degli studi presenti in letteratura ne so-

stiene il ruolo negativo a causa dell’aumento dei radicali dell’ossigeno e dello stress ossida-

tivo(72,73).  

 

Fig. 1.4. Fase di ischemia dell’organo 



 18 

Alcuni meccanismi citoprotettivi vengono attivati in risposta all'ischemia renale, tra cui la 

rapida diminuzione dell'attività metabolica cellulare, come dimostra l’aumento della trascri-

zione di geni i cui prodotti sono sia citoprotettivi, sia legati alla rigenerazione cellu-

lare(74,75). Tuttavia, è stato osservato che nei reni espiantati da donatori deceduti l’espres-

sione di geni che codificano per fattori legati alla risposta adattativa al danno cellulare, ad 

esempio VEGF, Bcl-2 ed emeossigenasi-1, sono ridotti rispetto al normale; questa inferiore 

espressione potrebbe dunque essere la manifestazione di un difettoso adattamento cellulare 

al danno di tipo ischemico ed influire sul recupero della funzionalità renale immediata(76). 

La riperfusione del tessuto renale ischemico causa aumento della temperatura, riossigena-

zione e ritorno al metabolismo aerobico, con produzione di ATP. Tuttavia, a questi effetti 

positivi sul tessuto si aggiunge la produzione di grandi quantità di ROS, tra cui l’anione 

superossido (O₂⁻) ed il perossido di idrogeno (H₂O₂), i quali reagiscono a formare il gruppo 

idrossile libero, composto altamente reattivo e citotossico che dà inizio e sostiene la peros-

sidazione lipidica della membrana cellulare (69,70).  

In condizioni normali, enzimi antiossidanti (scavenger) fisiologicamente presenti nel tessuto 

renale contrastano l’effetto delle specie reattive dell’ossigeno ma, durante la riperfusione del 

tessuto ischemico, tali enzimi vengono rapidamente saturati dal gran numero di ROS, con 

conseguente morte cellulare(77). 

 

Il rilascio di citochine e chemochine infiammatorie durante la formazione di specie reattive 

dell’ossigeno e la perossidazione lipidica, insieme all’aumento dell’espressione di molecole 

di adesione sulla superficie cellulare, attrae cellule immunitarie come neutrofili e monociti, 

i quali rilasciano ulteriori quantità di ROS e sostengono il danno renale (70). 

 

Fig. 1.5. Fase di riperfusione dell’organo 
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Le citochine proinfiammatorie rilasciate durante il danno da ischemia-riperfusione (IRI), 

come IL-1β, IL-6 e TNF-α, sono prodotte dalle cellule immunitarie attivate, tra cui macrofagi 

e neutrofili, e contribuiscono all'amplificazione della risposta infiammatoria locale(78). 

IL-1β viene rilasciata immediatamente dopo il danno tissutale ed agisce promuovendo l'in-

filtrazione di altre cellule immunitarie ed aumentando l'espressione di molecole di adesione 

sulle cellule endoteliali, facilitando così il reclutamento di neutrofili e linfociti nella sede 

lesionata. Allo stesso modo, IL-6 agisce stimolando la differenziazione dei linfociti T e B ed 

inducendo la produzione di proteine epatiche di fase acuta nel fegato, come dimostra l’au-

mento dei livelli plasmatici di PCR. Il TNF-α induce l'apoptosi delle cellule tubulari renali 

danneggiate e potenzia la risposta infiammatoria mediante l'attivazione NF-κB, il principale 

fattore nucleare espresso durante i processi infiammatori(79).  

Le chemochine prodotte durante il periodo di ischemia-riperfusione rappresentano potenti 

chemoattrattori per i neutrofili, motivo per cui sono proprio i neutrofili le prime cellule re-

clutate nello sviluppo delle prime fasi del danno renale(78). Anche nel contesto del trapianto 

renale, diversi studi hanno dimostrato come l'induzione della sottofamiglia ELR-CXC e 

dell’IL-8 sia evidente già nella prima ora dal prelievo(80,81). Il ruolo patogenetico di queste 

ed altre citochine e chemochine è supportato anche dal fatto che il trattamento con anticorpi 

anti-IL-8, anti-KC/CXCL1, anti-MIP-2 ed anti-LIX/CXCL5 riduce l’infiltrazione dei neu-

trofili - e quindi il danno renale dopo ischemia-riperfusione - sia su modello sperimentale 

che su trapianto(80,81). 

Una seconda fase di espressione delle chemochine, che coinvolge IP-10/CXCL1 e 

Mig/CXCL9 - entrambe indotte da IFN-g - e MCP-1/CCL2, inizia a circa 3 ore dopo il tra-

pianto e, se da una parte continua a sostenere l'infiltrazione dei neutrofili, dall’altra stimola 

il reclutamento di monociti, linfociti T e linfociti NK(78). Poiché questa seconda fase di-

pende almeno in parte dalla prima, agire precocemente sul rilascio citochinico nel tessuto 

renale potrebbe avere effetti modulatori sull’infiltrazione monocitica e linfocitaria, quindi 

sul danno renale, sull’immunogenicità e sulla sopravvivenza a lungo termine sia del graft 

che del paziente. 

Anche il sistema del complemento, la cui attivazione locale risulta aumentata durante la ri-

perfusione, contribuisce alla chemiotassi ed al danno tissutale renale. Ciò è sostenuto anche 

dal fatto che il blocco della cascata del complemento con antagonisti specifici del recettore 

C5a, attenua l’insufficienza renale indotta da IRI su modello animale (82,83). 

L'attivazione del complemento può avvenire tramite le vie classica, alternativa e lectinica, 

ciascuna delle quali contribuisce alla risposta infiammatoria ed al danno tissutale. Il rilascio 
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massivo di DAMPs durante il processo di IRI attiva il complemento, come rivela l’accumulo 

locale di C3a, C5aed anafilotossine che sostengono il reclutamento e l’attivazione di cellule 

infiammatorie come neutrofili e macrofagi nel sito del trapianto(84). 

 

L'accumulo delle proteine del complemento non solo intensifica la risposta infiammatoria, 

ma contribuisce anche alla formazione del complesso di attacco alla membrana (MAC), che 

agisce danneggiando direttamente le cellule endoteliali e tubulari del graft, compromettendo 

l'integrità vascolare e la funzionalità renale, aumentando il rischio di rigetto e riducendo la 

sopravvivenza del trapianto(84). 

La localizzazione dei leucociti nei siti di infiammazione o lesione dipende in gran parte dai 

recettori di adesione(85): dopo il rotolamento sull'endotelio attivato, i recettori leucocitari 

interagiscono con i relativi ligandi di adesione espressi dalle cellule endoteliali, il cui legame 

comporta immobilizzazione sull'endotelio e diapadesi leucocitaria attraverso la parete va-

scolare. Nello specifico, il legame avviene tra molecole appartenenti alla superfamiglia delle 

immunoglobuline presenti sulle cellule endoteliali, come la molecola di adesione cellulare 

intercellulare 1 (ICAM-1) e la molecola di adesione cellulare vascolare 1 (VCAM-1), con i 

loro ligandi integrina-β1 ed integrina-β2, presenti sui leucociti(86). Studi su modelli in vitro 

e su modelli animali hanno dimostrato che ICAM-1 è maggiormente espresso nel tessuto 

renale durante il danno da ischemia-riperfusione e che gli anticorpi anti-ICAM-1 hanno ri-

dotto il danno tissutale e migliorato la funzione d'organo (87,88).  

Il risultato finale della complessa interazione tra specie reattive dell'ossigeno, citochine e 

chemochine, cascata del complemento, molecole di adesione e leucociti è un processo 

 

Fig. 1.6. Ruolo del sistema del complemento in corso di IRI 
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infiammatorio che sostiene il danno delle cellule epiteliali renali, in particolare quelle del 

tubulo prossimale. 

A livello vascolare, durante la riperfusione del rene i vasa recta diventano congesti, la per-

fusione dei capillari peritubulari è ridotta mentre la permeabilità endoteliale è aumentata(89). 

Si osservano aumento delle resistenze vascolari, aumento della resistenza dell’arteriola af-

ferente e conseguente brusca riduzione del filtrato glomerulare, dovuta principalmente al 

calo del gradiente di pressione idrostatica transcapillare glomerulare(90). È stato dimostrato, 

tramite l’inserimento di sonde termodiffusive nella corteccia renale di 30 riceventi di tra-

pianto renale, che la microperfusione renale risulta essere inferiore nei pazienti che manife-

stano DGF rispetto a quelli con immediato recupero della funzione renale(91). 

Anche l'endotelio vascolare danneggiato e l’endotelina hanno un importante ruolo patoge-

netico, visto che la lesione endoteliale comporta uno squilibrio del metabolismo degli eico-

sanoidi, con eccesso di trombossano, diminuzione della prostaciclina e conseguente vaso-

spasmo(92). Nel danno renale da ischemia-riperfusione si osserva l’aumento dell’espres-

sione sia dell’mRNA dell’endotelina sia della proteina stessa(93); inoltre, i pazienti che ma-

nifestano DGF hanno elevate concentrazioni sieriche di endotelina-1(94). Il ruolo patogene-

tico dell’endotelina è supportato anche dal fatto che antagonisti selettivi e non selettivi del 

recettore dell’endotelina riducono il danno renale da ischemia-riperfusione e stimolano la 

funzione renale precoce su modelli animali(95). La disfunzione endoteliale è inoltre asso-

ciata alla maggior espressione di fattori emostatici, con conseguente aumento del rischio di 

trombosi e coagulazione(10). 

Studi di biologia molecolare su modello animale hanno valutato le variazioni dell’espres-

sione genica durante lo sviluppo del danno renale da ischemia-riperfusione; in particolare, 

l’analisi microarray ha rivelato una costante alterazione del pattern di espressione genica, 

con variazioni legate al tempo trascorso dall’ischemia(96). Tra i geni valutati, sono risultati 

aumentati a diversi tempi (3h, 12h e 24h) fattori di trascrizione come Egr-1 e c-fos, fattori di 

crescita come HGF e TGF-b, molecole di trasduzione del segnale infiammatorio come IL-

1b, IL-6 ed IL-8, fattori implicati nei processi riparativi come HSP-70 ed altri ancora come 

NO-sintasi endoteliale ed integrina-b2. Allo stesso modo, tra i 156 geni la cui espressione è 

risultata ridotta rispetto al normale, sono stati identificati lo scambiatore sodio-idrogeno 3 

(SLC9A3) ed alcuni membri della famiglia del citocromo P450, come quelli che codificano 

per le componenti CYP2D6, CYP2D9 e CYP2D14(97). 
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In letteratura è anche riportato l’aumento dell’espressione di altri geni associati alla risposta 

infiammatoria, come il fattore inducente l'interferone, le molecole MHC di classe II, l'apoli-

poproteina-E, il VEGF, le VCAM-1 e le interleuchine 1 e 10(98). Questi risultati derivano 

da studi su modelli animali e tramite prelievi bioptici da allotrapianti renali umani raccolti 

30-60 minuti dopo la riperfusione. L'analisi immunoistochimica e trascrizionale mediante 

PCR quantitativa in tempo reale indica che i monociti e i trascritti correlati al loro recluta-

mento sono quelli maggiormente espressi nell’immediato periodo post riperfusione(99). 

Per far fronte allo stress della riperfusione, enzimi endogeni come la glutatione-S-transferasi 

e la superossido-dismutasi sono indotti e risultano particolarmente importanti nel mitigare 

gli effetti negativi dei ROS; alcuni polimorfismi enzimatici specifici rendono questi enzimi 

incapaci di proteggere adeguatamente l'organo, risultando in lesioni da riperfusione che so-

stengono la disfunzione del graft dopo il trapianto (100). Ciò sostiene la tesi secondo la quale 

l'identificazione di un allele genetico che protegge contro le lesioni da riperfusione offrirebbe 

la possibilità di definire i polimorfismi al momento della tipizzazione tissutale per quantifi-

care il rischio biologico intrinseco di DGF. 

 

1.6 Disfunzione mitocondriale 

Un altro meccanismo patogenetico che contribuisce a sostenere il danno renale in corso di 

DGF è la disfunzione mitocondriale (101). I mitocondri sono gli organuli cellulari deputati 

alla sintesi di ATP, all'omeostasi del calcio intracellulare, dei livelli di stress ossidativo e 

della vitalità cellulare. In particolare, sono essenziali per mantenere una adeguata funziona-

lità renale, dove il riassorbimento attivo di grandi quantità di soluti è possibile solo attraverso 

un metabolismo ossidativo mitocondriale efficiente (102) 

In corso di DGF si osserva una significativa disfunzione dei mitocondri che può causare 

lesioni delle cellule tubulari renali (103), normalmente ricche di mitocondri che producono 

ATP tramite l’ossidazione degli acidi grassi. La fosforilazione ossidativa risulta gravemente 

ridotta nelle cellule tubulari danneggiate, con conseguente deplezione di ATP, morte cellu-

lare e deposizione di lipidi intracellulari, conferendo in questo modo sia alle cellule che al 

tessuto un fenotipo analogo a quello che si osserva nel tessuto renale fibrotico (cfr 

1.8)(104,105).  

Ciò conferma ulteriormente l’ipotesi - già ampiamente dimostrata nella letteratura scientifica 

- secondo cui la disfunzione mitocondriale sia implicata non solo nella patogenesi del danno 

renale da ischemia-riperfusione, ma nella transizione a danno renale cronico(102,106). 
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Diversi studi sperimentali hanno documentato la riduzione della capacità di contrastare le 

specie reattive dell’ossigeno durante il danno renale da ischemia-riperfusione e durante la 

successiva riparazione tissutale; ciò è dimostrato da una parte dall’aumento dei ROS mito-

condriali (mtROS) nelle cellule tubulari renali, dall’altra dagli effetti protettivi della sommi-

nistrazione di antiossidanti durante questi processi. Infatti, in un modello murino di danno 

renale da ischemia-riperfusione e conseguente fibrosi è stato osservato come l’aumento per-

sistente dei ROS e dello stress ossidativo sia accompagnato dalla riduzione sensibile dell’at-

tività di enzimi scavenger come la superossido-dismutasi (SOD-1 e SOD-2) e la catalasi 

(107) 

La perossidazione della membrana mitocondriale sostenuta dai ROS avviene soprattutto 

sulla cardiolipina, un fosfolipide che si ancora esclusivamente nella membrana mitocon-

driale interna con ruoli fondamentali nella regolazione della formazione delle creste mito-

condriali e dell'organizzazione del complesso della catena respiratoria (108). Il fatto che la 

perossidazione della membrana mitocondriale indotta dallo stress ossidativo contribuisca in 

modo cruciale allo sviluppo del danno renale da ischemia-riperfusione ed alla progressione 

a fibrosi è sostenuto dall’effetto protettivo della somministrazione di composti in grado di 

legarsi selettivamente alla cardiolipina (ad esempio SS-31) e prevenirne la perossidazione 

(109). 

Per quanto riguarda gli effetti dei ROS sulle proteine mitocondriali, di solito si tratta di mu-

tazioni delle sequenze proteiche e della struttura proteica indotte da reazioni di ossidazione 

diretta. In corso di danno renale da ischemia-riperfusione si osserva l’aumento dell’espres-

sione del gene TRAP-1 e della corrispondente proteina HSP-75, in particolare nel tubulo 

prossimale e nell’ansa di Henle come risposta all’accumulo di proteine misfolded indotto 

dallo stress ossidativo, suggerendone l’effetto protettivo nei confronti della DGF (102,110). 

Invece, per quanto riguarda i danni al DNA mitocondriale indotti dai ROS, questi sono rive-

lati dall’aumento dei livelli di 8-idrossi-2-deossiguanosina, un marcatore del danno ossida-

tivo del DNA, in corso di danno renale da IRI (111,112) 

Anche la proteina di disaccoppiamento mitocondriale 2 (UCP-2) ha un ruolo patogenetico 

nello sviluppo della disfunzione mitocondriale, in quanto in modelli animali di danno renale 

da IRI knock-out per UCP-2 è stata osservata una frammentazione mitocondriale maggiore, 

con conseguente danno renale più grave rispetto al gruppo wild-type (113) 

L’aumento dei ROS mitocondriali è anche in grado di attivare HIF-1a (114), l’inflammo-

soma NLRP-3 (NOD-Like Receptor family, PYD-domain-containing-3) (115,116), la 
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produzione di citochine proinfiammatorie, la risposta immunitaria e l’espressione del TGF-

b, con effetti profibrotici (117). 

In presenza di alti livelli di specie reattive dell’ossigeno e stress ossidativo, oltre alle altera-

zioni di DNA, proteine e lipidi, si osservano anche l’inibizione della capacità di trasporto 

degli elettroni e la perdita del potenziale di membrana mitocondriale (MMP) (118,119). In 

modelli di danno da IRI cardiaca e cerebrale è già stato dimostrato come la disfunzione mi-

tocondriale possa essere un indicatore della salute dei tessuti, proprio perché la perdita del 

potenziale di membrana mitocondriale nelle cellule danneggiate è associata alla compromis-

sione della produzione di ATP e della vitalità cellulare (120,121).  

Nonostante l'accettazione crescente del potenziale di membrana mitocondriale come indica-

tore della salute e della vitalità cellulare generale e nonostante la chiara utilità che potrebbe 

avere un indicatore simile in campo trapiantologico, la sua validità nella valutazione dei 

tessuti degli organi di donatori deceduti non è ancora stata esplorata a fondo. 

Sun et al. hanno ipotizzato che il potenziale di membrana mitocondriale potesse essere un 

predittore indipendente del rischio di sviluppare DGF e, tramite la sua misurazione nelle 

biopsie dei trapianti di rene, hanno documentato come per ogni diminuzione del 10% del 

valore pretrapiantologico di MMP nel donatore, i riceventi avessero un rischio del 38% più 

elevato di sviluppare DGF (103) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Fig. 1.7. Mitocondri funzionali e disfunzionali osservati in analisi ultrastrut-

turale 
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1.7 Aumento dell’immunogenicità e del rischio di rigetto 

La DGF aumenta il rischio di rigetto del rene trapiantato, a causa degli effetti dell'immunità 

innata in risposta al danno renale e dell’immunità adattativa in risposta alla presenza di tes-

suto estraneo(122). Dopo il danno ischemico, si osservano due principali risposte immuni-

tarie: da una parte il rilascio di molecole che vengono riconosciute come DAMPs (Damage-

Associated Molecular Patterns) dai toll-like receptors (TLR) e dai pattern-recognition recep-

tors (PRR) di macrofagi e cellule dendritiche, dall’altra un aumento dell’espressione di mo-

lecole MHC di classe I e II nel rene. In particolare, si nota un aumento di MHC-I nelle cellule 

tubulari e di MHC-II nelle cellule dell’interstizio(123). Tramite il riconoscimento diretto 

delle molecole di alloantigeni MHC presenti sul tessuto estraneo da parte delle cellule T del 

ricevente, si può innescare rapidamente una risposta citotossica intensa contro il rene tra-

piantato. 

Allo stesso modo, il riconoscimento indiretto avviene quando i peptidi derivati dagli alloan-

tigeni MHC estranei vengono processati e presentati dalle cellule presentanti l'antigene 

(APC) del ricevente al suo sistema immunitario su molecole MHC di classe II, sostenendo 

la risposta immunitaria mediata da linfociti T helper(124). 

L’attivazione delle prime cellule immunitarie induce la produzione di citochine proinfiam-

matorie, come IL-1, IL-6 e TNF-α, che amplificano la risposta infiammatoria e favoriscono 

il reclutamento di ulteriori cellule immunitarie nel sito del trapianto. IL-1 è particolarmente 

importante per l'attivazione dei linfociti T e B, mentre IL-6 e TNF-α sono coinvolte nella 

promozione dell'infiammazione e nella regolazione della risposta immunitaria adattativa. 

Inoltre, l'aumento dell'espressione di molecole MHC di classe I e II nel rene trapiantato, 

specialmente nelle cellule danneggiate dall'ischemia, rende tali cellule più facilmente indi-

viduabili al sistema immunitario del ricevente (125). 

Durante il danno renale da ischemia-riperfusione si osserva anche l’aumento dell’espres-

sione di molecole di adesione come ICAM-1 e VCAM-1, essenziali per la migrazione delle 

cellule immunitarie al sito di danno(126). L'espressione di queste molecole sulla superficie 

delle cellule endoteliali è stimolata dalle citochine proinfiammatorie, con effetto stimolatorio 

dell'adesione e della diapedesi delle cellule immunitarie nel tessuto renale. ICAM-1 intera-

gisce con i leucociti attraverso l’integrina-b1, permettendo loro di attraversare la barriera 

endoteliale e raggiungere il parenchima renale; VCAM-1 lega l’integrina-b2 sui monociti e 

linfociti, promuovendone la migrazione(127). 
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Inoltre, l'interazione tra citochine proinfiammatorie e molecole di adesione non solo intensi-

fica la risposta immunitaria, ma può anche contribuire alla cronicizzazione del danno tissu-

tale, in quanto la continua attivazione e infiltrazione delle cellule immunitarie può causare 

un’infiammazione persistente che compromette la funzione a lungo termine del graft ed au-

menta il rischio di rigetto cronico (125). 

Nella maggior parte degli studi revisionati, il rigetto risulta essere più frequente nei pazienti 

che manifestano DGF rispetto a quelli che recuperano immediatamente una normale fun-

zione d’organo(10,28,128,129). Questo fenomeno è dovuto alla maggiore suscettibilità del 

rene già danneggiato dall’ischemia-riperfusione a subire ulteriori danni da parte delle cellule 

immunitarie attivate ed alla compromissione della barriera endoteliale, che facilita l'infiltra-

zione di cellule T ed altre cellule effettrici nel parenchima renale. Questo processo non solo 

riduce la sopravvivenza del graft, ma compromette anche la qualità della vita del paziente a 

lungo termine, aumentando la necessità di interventi terapeutici aggiuntivi e riducendo le 

possibilità di un esito trapiantologico stabile nel tempo(128). 

Infatti, i pazienti con DGF richiedono un monitoraggio più intensivo rispetto ai pazienti che 

non manifestano DGF, tramite controlli frequenti dei livelli di creatinina sierica, biopsie re-

nali per valutare il grado di rigetto e l'infiammazione, nonché l'adeguamento tempestivo 

delle dosi di farmaci immunosoppressivi; va però ricordato che i pazienti con DGF non pos-

sono beneficiare di terapie immunosoppressive più aggressive per mitigare maggiormente il 

rischio di rigetto, a causa della riduzione della loro funzione renale(125,130). 

La prevenzione e la gestione efficace della DGF sono quindi cruciali per migliorare gli esiti 

a lungo termine del trapianto renale, mentre interventi preventivi, come la selezione ottimale 

dei donatori e la minimizzazione del tempo di ischemia fredda, possono ridurre l'incidenza 

di rigetto. 

Il rigetto può manifestarsi in diverse forme, T-mediato ed anticorpo mediato, ognuna con 

meccanismi patogenetici specifici e conseguenze differenti, anche se la sovrapposizione tra 

le due forme è possibile.  

 

1.7.1 Rigetto T-mediato 
Il rigetto T-mediato si sviluppa nei primi mesi post trapianto ed è principalmente mediato da 

una risposta immunitaria contro il graft trapiantato, per il quale l’evento patogenetico prin-

cipale è rappresentato dall’attivazione e dalla proliferazione dei linfociti T del ricevente dopo 
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aver riconosciuto gli antigeni MHC del donatore come estranei(131,132). La risposta acuta 

associata al rigetto T-mediato può essere suddivisa in due tipi principali, cellulare e umorale. 

La risposta cellulare è mediata dai linfociti T citotossici che, dopo aver riconosciuto diretta-

mente gli antigeni MHC di classe I e II espressi dalle cellule del graft, rilasciano enzimi 

citotossici, come perforine e granzimi, che ne inducono la lisi cellulare(133,134). Le perfo-

rine formano pori sulla membrana delle cellule bersaglio, mentre i granzimi penetrano nelle 

cellule attraverso questi pori e ne innescano l'apoptosi(135). Inoltre, i linfociti T citotossici 

possono produrre citochine proinfiammatorie come IFN-γ, che stimolano l’attivazione di 

ulteriori componenti del sistema immunitario amplificando la risposta infiammatoria(136). 

In particolare, l'IFN-γ non solo attiva i macrofagi, aumentando quindi la fagocitosi e la di-

struzione delle cellule bersaglio, ma stimola anche l'espressione di MHC di classe II su cel-

lule non professionali, amplificando la risposta immunitaria (137). Inoltre, la produzione di 

altre citochine proinfiammatorie, come IL-2 e TNF-α, contribuisce ulteriormente all'espan-

sione ed all’attivazione dei linfociti T, perpetuando il ciclo di rigetto(138). 

Questo processo è cruciale per l'eliminazione delle cellule del trapianto riconosciute come 

estranee e può determinare danni significativi al tessuto trapiantato, se non controllato ade-

guatamente tramite immunosoppressione. 

La risposta cellulare T-mediata è in parte legata alla risposta umorale, che coinvolge i linfo-

citi B. Questi, una volta attivati, si differenziano in plasmacellule e producono anticorpi di-

retti contro gli antigeni del graft, attivando il sistema del complemento e portando alla for-

mazione di immunocomplessi (125,138). Quest’ultima innesca a sua volta una cascata di 

eventi che comprende la lisi cellulare mediata dal complemento, il richiamo di neutrofili e 

macrofagi al sito del trapianto e la liberazione di enzimi litici e radicali liberi che causano 

danno tissutale ed infiammazione. Inoltre, gli anticorpi possono mediare fenomeni di cito-

tossicità cellulo-mediata dipendente da anticorpi (Antibody-Dependent Cellulo-mediated 

Cytotoxicity, ADCC), dove i linfociti NK riconoscono e distruggono le cellule del graft op-

sonizzate dagli anticorpi (139). 

Il rigetto T-mediato può essere reversibile con un trattamento tempestivo a base di immuno-

soppressori, che agiscono riducendo l'attività del sistema immunitario del ricevente contro il 

tessuto del donatore. Questi farmaci includono corticosteroidi, inibitori della calcineurina 

(ad esempio ciclosporina e tacrolimus) e agenti antiproliferativi (come azatioprina e mico-

fenolato di mofetile) (140,141). Il monitoraggio continuo dei livelli di immunosoppressori 

nel sangue e l'adattamento del regime terapeutico in base alla risposta clinica sono cruciali 



 28 

per prevenire episodi di rigetto e per minimizzare gli effetti collaterali dei farmaci, tra cui 

nefrotossicità ed aumento del rischio infettivo (131). 

Recentemente, l'uso di terapie biologiche con anticorpi monoclonali che bloccano specifiche 

molecole costimolatorie coinvolte nell'attivazione dei linfociti T, ha dimostrato risultati po-

sitivi nel migliorare il controllo del rigetto acuto. Ad esempio, gli anticorpi anti-CD25, come 

basiliximab e daclizumab, ormai entrati nella comune pratica clinica per la prima immuno-

soppressione postoperatoria, agiscono inibendo l'azione dell’IL-2, una citochina fondamen-

tale per la proliferazione e la sopravvivenza dei linfociti T attivati(142). 

 

1.7.2 Rigetto anticorpo-mediato 
Il rigetto anticorpo-mediato iperacuto si verifica entro pochi minuti o ore dal trapianto ed è 

mediato da anticorpi preesistenti contro l'organo donato(138,143). Questi anticorpi si legano 

rapidamente agli antigeni presenti sull'endotelio del graft, attivando il sistema del comple-

mento e provocando una risposta infiammatoria immediata, che porta alla trombosi dissemi-

nata dei vasi sanguigni del graft e alla sua necrosi. L’incidenza del rigetto iperacuto è molto 

bassa, grazie alle tecniche di analisi del cross-match che permettono di rilevare la presenza 

di anticorpi preformati nel ricevente prima del trapianto. 

Nella maggior parte dei casi, il rigetto anticorpo-mediato è un processo graduale che può 

portare alla perdita del graft nel lungo termine a causa di infiammazione persistente e fi-

brosi(143,144). Questo tipo di rigetto è caratterizzato da una progressiva degenerazione 

dell'organo trapiantato, che si manifesta con fibrosi interstiziale ed arteriosclerosi dei vasi 

del graft, ispessimento delle pareti arteriose e formazione di aree fibrotiche nei glomeruli e 

nei tubuli renali, con conseguente compromissione della funzionalità del rene trapian-

tato(125,144).  

Il rigetto anticorpo-mediato cronico può essere asintomatico nelle fasi iniziali, ma con il 

tempo i pazienti possono manifestare sintomi di insufficienza renale cronica, come aumento 

della creatinina sierica, proteinuria ed ipertensione(145). La diagnosi precoce del rigetto cro-

nico è fondamentale per adottare interventi terapeutici tempestivi che possano rallentare la 

progressione del danno renale ed attualmente si basa su strategie diagnostiche tra cui il mo-

nitoraggio regolare dei parametri di funzione renale e la biopsia renale, che permette di va-

lutare direttamente il grado di fibrosi e di infiammazione del graft(141,146). 

Il rigetto cronico può essere influenzato da vari fattori, tra cui anamnesi positiva per prece-

denti episodi di rigetto acuto, infezioni, nefrotossicità da farmaci immunosoppressori e 
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comorbilità del ricevente, come ipertensione e diabete(147). Inoltre, un fattore di rischio 

cruciale è rappresentato dalla presenza di anticorpi donatore-specifici (DSA), che è stata 

associata ad un maggiore rischio di rigetto cronico, confermando il ruolo chiave della rispo-

sta immunitaria umorale in questo processo. I DSA possono legarsi agli antigeni del graft, 

attivando il complemento e causando danni ai vasi dell'organo trapiantato, contribuendo alla 

progressiva perdita di funzionalità renale attraverso l'ispessimento delle pareti vascolari, la 

riduzione del lume vascolare e la conseguente ischemia cronica del tessuto(148). 

La gestione del rigetto cronico è complessa e richiede un bilanciamento preciso e persona-

lizzato tra l'uso di farmaci immunosoppressori per prevenire ulteriori danni immunitari e la 

minimizzazione degli effetti collaterali nefrotossici degli stessi. Gli approcci terapeutici in-

cludono quindi da una parte l'ottimizzazione del regime immunosoppressivo per ridurre l'in-

fiammazione senza compromettere la funzione renale, dall’altra il trattamento delle comor-

bidità del paziente e l'uso di terapie aggiuntive per migliorare la salute vascolare e ridurre la 

fibrosi(149). Farmaci come gli inibitori di mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin), ad 

esempio sirolimus ed everolimus, hanno mostrato effetti positivi nel rallentare la progres-

sione del rigetto cronico, grazie alle loro proprietà antifibrotiche ed antiproliferative (150).  

Allo stesso modo, la modulazione dei linfociti T regolatori (Treg) ha recentemente dimo-

strato effetti positivi sulla prevenzione e sul trattamento del rigetto(151,152). I Treg sono un 

sottogruppo specializzato di linfociti T che svolge un ruolo fondamentale nel mantenimento 

della tolleranza immunitaria, impedendo che il sistema immunitario riconosca erroneamente 

ed inneschi una risposta immunitaria contro tessuti sani, compresi gli organi trapiantati. La 

capacità dei Treg di sopprimere le risposte immunitarie e ridurre l'infiammazione li rende 

strumenti potenzialmente efficaci nella gestione del rigetto del trapianto; infatti, studi recenti 

hanno documentato come l'espansione in vitro ed il potenziamento in vivo dei Treg possono 

migliorare significativamente la sopravvivenza del graft(151). Questo approccio può essere 

ottenuto attraverso diverse strategie, come l'uso di farmaci immunosoppressori selettivi che 

favoriscono l'espansione dei Treg, l'infusione di Treg preparati ex vivo e l’utilizzo di vesci-

cole extracellulari modulatorie(153,154). L'integrazione di queste terapie immunomodulati 

con i trattamenti immunosoppressori tradizionali potrebbe offrire così un duplice vantaggio: 

da una parte ridurre la probabilità di rigetto, dall’altra diminuire la dose necessaria di farmaci 

immunosoppressori tradizionali, limitandone gli effetti collaterali associati. 
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1.8 Aumento del rischio di sviluppare nefropatia cronica 

Il rivestimento epiteliale del tubulo renale possiede una notevole capacità rigenerativa, che 

gli permette di recuperare completamente la sua funzione fisiologica dopo danni strutturali 

e funzionali anche gravi(155). La sostituzione e la rigenerazione delle cellule epiteliali tu-

bulari (TEC) perse durante il danno renale costituisce un processo intrinsecamente com-

plesso, in cui si verificano significativi cambiamenti dell'espressione genica di alcuni fattori 

di crescita, tra cui Insulin-like Growth Factor (IGF), Epidermal Growth Factor (EGF) e 

Hepatocyte Growth Factor (HGF) , il cui effetto è legato da una parte all’attività stimolatoria 

sul potenziale rigenerativo delle cellule tubulari sopravvissute, dall’altra al salvataggio delle 

cellule danneggiate durante la progressione verso un danno irreversibile(156).  

Anche la disfunzione il sistema citoprotettivo Nrf-2/Keap-1 (Nuclear factor erythroid 2 Re-

lated Factor 2 e Kelch-like ECH-Associated Protein) contribuisce allo sviluppo di nefropatia 

cronica a partire da DGF post trapiantologica(157). Nrf-2 è un fattore di trascrizione che 

regola l'espressione di geni di risposta allo stress ambientale, che normalmente viene man-

tenuto nel citoplasma dalla proteina inibitoria Keap-1, la quale ne promuove l'ubiquitina-

zione e la degradazione proteasomale(158,159). Keap-1 contiene diversi residui di cisteina 

che fungono da sensori dello stato ossidoriduttivo intracellulare; in particolare, l'esposizione 

a ROS può modificare le cisteine reattive di Keap-1 ed indurre la dissociazione da Nrf-

2(160,161). Quando Nrf-2 è dissociato da Keap-1, trasloca nel nucleo e si lega all’elemento 

di risposta antiossidante (ARE), localizzato nella regione promotrice di diversi geni bersa-

glio con effetti citoprotettivi, attivandone la trascrizione. Tra questi geni, si trovano anche 

quelli che codificano per enzimi scavenger come la catalasi, la superossido-dismutasi, l’eme-

ossigenasi, l’ossidoreduttasi-1, la glutatione-S-transferasi e la glutatione-perossidasi-2 

(159,162). 

In topi knock-out per Nrf-2 è stata osservata una maggiore suscettibilità al danno renale da 

ischemia-riperfusione rispetto al gruppo wild-type; allo stesso modo, in topi knock-out per 

Keap-1 è stata osservata minore suscettibilità al danno ossidativo (163). 

La via Nrf-2/Keap-1 è coinvolta nel controllo inibitorio di NF-kB attraverso la riduzione 

della fosforilazione di Ik-Bα(164); ciò è confermato dal fatto che topi knockout per Nrf-2 

hanno mostrato una maggiore attività di NF-kB e un aumento dell’espressione dei geni 

proinfiammatori in risposta al danno da ischemia-riperfusione rispetto al gruppo wild-type 

(165,166). Considerando che lo stress ossidativo e le risposte da esso indotte sono alla base 

della fisiopatogenesi del danno renale da IRI e dello sviluppo di nefropatia cronica, sarebbe 
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utile studiare in modo più approfondito l’attività del sistema Nrf-2/Keap-1 in corso di DGF. 

Alcuni studi hanno documentato come in corso di danno renale da IRI l’attività di Nrf-2 può 

risultare compromessa, con conseguente aumento della suscettibilità al danno in acuto per 

la riduzione dell’espressione dei geni citoprotettivi ed aumento della probabilità di svilup-

pare nefropatia cronica per aumento di geni proinfiammatori e profibrotici, come TGF-β 

(167).  

Dopo il danno renale ischemico, acquistano un ruolo fondamentale anche le cellule staminali 

mesenchimali (MSC) immature del rene, che iniziano la divisione cellulare, proliferano e 

successivamente si differenziano in cellule epiteliali tubulari mature (168). Inoltre, tramite 

un complesso meccanismo di cross-talk, alla segnalazione indotta dal danno renale da ische-

mia-riperfusione rispondono anche le cellule staminali mesenchimali del midollo osseo, che 

migrano al sito danneggiato, si differenziano e promuovono la riparazione strutturale e fun-

zionale del tessuto, permettendo il recupero completo o parziale dalla DGF post trapianto 

(169). 

Tuttavia, nelle aree di danno da ischemia-riperfusione, oltre allo stimolo proliferativo e di 

differenziazione delle cellule staminali mesenchimali si osserva anche l’aumento di fattori 

come il Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) ed il Granulocyte 

Colony Stimulating Factor (G-CSF), che sostengono la differenziazione dei fibroblasti dai 

loro precursori e stimolano la transizione epitelio-mesenchimale delle cellule tubulari renali; 

inoltre, già nelle prime fasi del danno renale alcune popolazioni di cellule renali acquisiscono 

capacità proliferativa e di sintetizzare nuova matrice extracellulare (170,171).  

Inoltre, il quadro infiammatorio sostenuto induce, nelle cellule renali, l’acquisizione di un 

fenotipo secretorio proinfiammatorio detto SASP (Senescence-Associated Secretory Pheno-

type), caratterizzato da alta espressione di citochine proinfiammatorie, chemochine e fattori 

di crescita profibrotici. L’aumento progressivo del numero e dell’attività dei fibroblasti e 

 

Fig. 1.8. Via di Nrf-2/Keap-1 
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della loro capacità di sintetizzare nuova matrice extracellulare e l’acquisizione del fenotipo 

SASP determinano, fibrosi renale (172,173).  

Diversi studi sperimentali di trapianto renale nei ratti hanno effettivamente documentato che 

il danno da ischemia-riperfusione post trapiantologico può indurre modificazioni progres-

sive in senso fibrotico (174). Tale danno fibrotico indotto dall’IRI riduce sensibilmente il 

numero totale di nefroni funzionali, spesso già ridotti del 50% rispetto al soggetto normale 

con due reni a causa della sostituzione di questi con un solo rene trapiantato, peggiorando la 

funzione renale generale. 

Diversi studi hanno constatato come anche l’attivazione del complemento in corso di DGF 

rappresenti un mediatore cruciale nello sviluppo di fibrosi tubulo-interstiziale cronica. In-

fatti, l’attivazione delle vie classica, alternativa e lectinica è coinvolta non solo nella fisio-

patogenesi della DGF (cfr. 1.5), ma anche nello sviluppo della fibrosi precoce (175). In un 

modello suino di danno renale da ischemia-riperfusione, Castellano et al. hanno dimostrato 

la deposizione di C1q e MBL (Mannose-Binding Lectin) sui capillari peritubulari, con colo-

calizzazione di C4d dopo 15 minuti dalla riperfusione. Il trattamento con C1-INH ricombi-

nante umano, un inibitore della C1-esterasi e quindi delle vie classica e lectinica, ha avuto 

effetti protettivi sul rene sottoposto ad ischemia-riperfusione, tramite la riduzione delle cel-

lule immunitarie infiltranti, la modulazione della genesi di miofibroblasti e la riduzione della 

transizione endotelio-mesenchimali (EndMT) e pericito-miofibroblastica (PMT) (176). 

Nella transizione endotelio-mesenchimale lo stimolo del complemento induce le cellule en-

doteliali ad acquisire un fenotipo miofibroblastico, contribuendo al danno vascolare ed allo 

sviluppo di fibrosi (177). Allo stesso modo, il complemento promuove la transizione peri-

cito-miofibroblastica, con conseguente perdita di periciti, riduzione della capacità angioge-

netica e riduzione della funzione d’organo (178). 

Le componenti C3 e C1q hanno anche un ruolo nella regolazione dello switch fenotipico dei 

macrofagi da M1 (proinfiammatorio) a M2 (antinfiammatorio) (179,180). 

Coerentemente con questi risultati, Delpech et al. hanno dimostrato che il trattamento con 

C1-INH ha effetto protettivo anche 3 mesi dopo l’evento lesivo, riducendo lo sviluppo della 

fibrosi cronica del graft (181). Oltre al blocco di C1, anche l'inibizione di C5aR1 e C5aR2 

potrebbe offrire risultati promettenti, in quanto sono espressi sia sui leucociti periferici che 

su quelli infiltranti (come cellule dendritiche e linfociti T), nonché sulle cellule parenchimali 

renali come le cellule epiteliali tubulari, stimolando il reclutamento dei leucociti, sostenendo 

il danno renale e lo sviluppo di fibrosi (182). 
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Diversi studi hanno documentato come nella patogenesi del danno renale da IRI e nello svi-

luppo di nefropatia cronica sia presente anche disfunzione del sistema di Klotho, un gene la 

cui inibizione risulta associata alla sindrome da invecchiamento precoce (183,184). L’espres-

sione di Klotho risulta ridotta in corso di IRI, ma i fattori che modulano l'espressione di 

Klotho nel danno renale non sono ancora completamente compresi (Fig. 1.x). Sia l'infiam-

mazione sistemica che quella locale possono diminuire l'espressione di Klotho tramite la 

mediazione di citochine infiammatorie come il TNF-α e l'IFN-g(185). Poiché il sistema del 

complemento gioca un ruolo cruciale nella risposta infiammatoria durante l'IRI, Castellano 

et al. ne ha esaminato la relazione con l'espressione di Klotho in un modello suino di IRI 

tramite la somministrazione di C1-INH, che ha protetto le cellule tubulari renali dalla ridu-

zione dell'espressione di Klotho(186). Tra le diversi componenti del complemento, nume-

rose evidenze hanno indicato il C5a come l'anafilotossina più importante nella patogenesi 

del danno renale mediato dal complemento(187) e proprio il C5a è risultato essere significa-

tivamente in grado di ridurre l’espressione di Klotho nelle TEC, stimolandone l’acquisizione 

di un fenotipo SASP (186). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
Fig. 1.9. Espressione di Klotho pre-trapianto e dopo DGF, che ri-

vela una netta riduzione nel secondo caso 
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1.9 Effetti sulla sopravvivenza 

L’insorgenza di DGF nei riceventi di trapianto renale costituisce un fattore di rischio nega-

tivo per la sopravvivenza a lungo termine del graft e, conseguentemente, del paziente stesso 

(24,28,188). Ciò è confermato in letteratura da diverse analisi multivariate, che hanno con-

fermato come la DGF costituisca un predittore indipendente di perdita del trapianto, con 

rischio 2,9 volte maggiore rispetto ai soggetti che recuperano immediatamente la funzione 

renale post trapianto (10). 

Già nei primi anni 2000 Halloran ed Hunsicker dimostrarono l’importanza della DGF come 

fattore di rischio a lungo termine del trapianto, documentando come l’emivita dei reni sot-

toposti a DGF fosse 7,2 anni, numero significativamente minore rispetto agli 11,5 anni dei 

reni con recupero immediato della funzione renale(189). 

Inoltre, Yokoyama et al. ha valutato la sopravvivenza a 5 anni di 126 riceventi di trapianto 

renale raggruppato in base al recupero funzionale postoperatorio, documentando una soprav-

vivenza a 5 anni del 90% nel gruppo con funzione renale immediata, dell’84% nel gruppo 

con DGF con durata minore di 7 giorni e del 50% nel gruppo con DGF con durata maggiore 

di 7 giorni, dimostrando che non solo l’incidenza, ma anche la durata della DGF, costitui-

scono un fattore di rischio per la sopravvivenza del graft trapiantato (190). Risultati simili 

sono stati documentati da molteplici altri studi (191,192). In aggiunta, già nel 1997, un’ana-

lisi del Renal Data System degli Stati Uniti su più di 37.000 trapianti renali da cadavere 

aveva dimostrato che la DGF costituisce un predittore indipendente della perdita del tra-

pianto renale a 5 anni dall’intervento, con rischio relativo di 1,53 (18). 

Una delle questioni ancora controverse in letteratura è se la DGF abbia effetti negativi anche 

in assenza di rigetto, in particolare per il fatto che la biopsia non viene sempre eseguita du-

rante la manifestazione di DGF ed il rigetto può essere sottodiagnosticato. Tuttavia, uno 

studio muticentrico su 57.000 trapianti da cadavere negli Stati Uniti ha dimostrato come la 

DGF abbia effetti negativi sulla sopravvivenza indipendentemente dalla presenza di rigetto, 

confermando inoltre che la compresenza di entrambi, rigetto e DGF, abbia effetti ancora 

peggiori (emivita del graft di 6,2 anni anni in caso di compresenza, rispetto ad emivita di 9,4 

anni in caso di sola DGF) (17). 

Anche Troppman et al. hanno documentato come la sopravvivenza a 10 anni del trapianto 

renale sia del 64% nel gruppo dei pazienti con recupero immediato della funzione renale o 

rigetto, del 44% nel gruppo con DGF, del 36% nel gruppo con rigetto, del 15% nel gruppo 

con entrambe le manifestazioni patologiche (193). 
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1.10 Standard cold storage e perfusione renale ipotermica 

Fin dai primi giorni dall’avvento del trapianto di organi, l’ipotermia ha rappresentato un 

mezzo efficace per la preservazione d’organo in assenza di circolazione ossigenata. Nel 1968 

Belzer per primo riusciva a preservare con successo reni umani utilizzando una macchina da 

perfusione extracorporea, anche se questa era grande, ingombrante e difficile da trasportare 

(194). Poco tempo dopo, veniva sviluppata una soluzione elettrolitica che permetteva di con-

servare per 24 ore un rene in un contenitore circondato da ghiaccio, secondo una procedura 

denominata Standard Cold Storage (SCS) (195). Successivamente, diverse altre soluzioni di 

conservazione sono state introdotte nella pratica clinica trapiantologica, tra cui in particolare 

la soluzione della University of Wisconsin (UW), l’istidina-triptofano-chetoglutarato (HTK) 

e il citrato iperosmolare di Marshall. L’utilizzo di una soluzione di conservazione a discapito 

di un’altra può avere effetti sull’incidenza di DGF, la quale può a sua volta influenzare gli 

esiti a lungo termine del trapianto renale. Con una metanalisi, O’Callaghan et al. hanno di-

mostrato come l’utilizzo di UW e HTK sono associate ad un’incidenza di DGF simile, ma 

minore rispetto a soluzioni di conservazione più vecchie come l’Euro-Collins (196).  

Insieme all’evoluzione delle soluzioni di conservazione degli organi, si sono evolute anche 

le tecnologie di perfusione meccanica extracorporea (Hypothermic Machine Perfusion, 

HMP), di cui sono disponibili diversi dispositivi ampiamente simili tra loro, ma con lievi 

differenze nella temperatura di perfusione (da 4°C a 10°C), nel flusso (pulsatile o non pul-

satile) e nella fornitura di ossigenazione (ossigenato o non ossigenato) (35,36). 

Una volta espiantato il rene dal donatore, questo viene incannulato e collegato ad un circuito 

progettato specificamente per il dispositivo; quindi, mentre viene trasportato al centro tra-

pianto per la procedura chirurgica, il rene viene perfuso continuamente a temperature tipica-

mente comprese tra 6°C e 12°C all’interno del dispositivo. In caso di rottura della pompa, 

gli attuali macchinari da perfusione renale sono in grado di tornare allo standard cold storage, 

annullando il rischio di perdita del graft. 

Lo SCS agisce rimuovendo il sangue ed i coaguli dal graft e rimpiazzando la circolazione 

con una soluzione statica ed acellulare di conservazione in un ambiente ipotermico; la per-

fusione agisce similmente, liberando però continuativamente la microcircolazione da meta-

boliti tossici e ROS, aumentando la produzione di NO, con conseguente riduzione del vaso-

spasmo e della resistenza vascolare intrarenale (197,198), nonché migliore funzionalità re-

nale precoce (199). Rispetto allo SCS, la HMP ha il vantaggio di poter fornire in tempo reale 

parametri aggiuntivi come il flusso e la resistenza vascolare, fondamentali per valutare la 
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vitalità dell’organo prima del trapianto e nella valutazione dell’allocazione dei reni 

(35,36,200), insieme alla funzione renale del donatore ed alla valutazione dei parametri isto-

logici secondo lo score di Karpinski. 

Il meccanismo attraverso il quale l’ipotermia protegge il tessuto è l’inibizione del metaboli-

smo delle cellule, che si riduce del 50% per ogni calo di 10°C, riducendo la richiesta di 

ossigeno ed il consumo di ATP, quindi prevenendo i danni da ischemia (201). 

Invece, l’importanza dell’ossigenazione che la HMP può offrire è dovuta al fatto che la prin-

cipale fonte di ATP in vivo è la fosforilazione ossidativa mitocondriale, che dipende dall’os-

sigeno come accettore finale degli elettroni. Durante l’ischemia dovuta al prelievo, il tra-

sporto degli elettroni viene interrotto, con conseguente accumulo di NADH, succinato e me-

taboliti purinici, nonché diminuzione di ATP (202). La supplementazione di ossigeno durante 

HMP stimola i processi mitocondriali fisiologici con evidenza di attività di trasporto degli 

elettroni, come testimoniano livelli inferiori di NADH e succinato e maggiore risintesi di 

ATP, rispetto allo SCS (203). 

Attualmente, è stato dimostrato che l’uso della perfusione a macchina ipotermica (HMP), 

rispetto alla tradizionale conservazione statica a freddo, riduce il rischio di DGF (28,36,204).  

Una recente metanalisi su 16 studi (2266 partecipanti) ha dimostrato che l’uso della HMP 

riduce il rischio di DGF rispetto allo SCS; lo stesso risultato è stato osservato anche per i 

sottogruppi DBD e DCD (35). Moers et al. ha documentato un beneficio significativo in 

termini di sopravvivenza del trapianto renale da donatore deceduto per la HMP rispetto allo 

SCS, sia ad 1 anno (94% contro 90%) che a 3 anni (91% contro 87%) (205,206). Allo stesso 

modo, Zhong et al. ha documentato un effetto simile per reni provenienti da donatore DCD, 

sia ad 1 anno (98% contro 93%) che a 3 anni (93% contro 82%) (207). Risultati simili sono 

confermati in letteratura (208,209) 

Poiché l’incidenza complessiva di DGF è più alta nel sottogruppo DCD, l’utilizzo di HMP 

previene, in termini assoluti, più episodi di DGF nei trapianti DCD rispetto ai trapianti DBD. 

Per questo motivo il numero di HMP necessari per prevenire un episodio di DGF (Number 

Needed to Treat, NNT) è inferiore nei trapianti DCD rispetto ai DBD (risp. 7,26 contro 

13,60), confermando il potenziale che la perfusione ex vivo potrebbe avere nell’aumentare 

la disponibilità di reni trapiantabili, anche se inizialmente in condizioni non ottimali (35).  

Per quanto riguarda la funzione renale, diversi studi hanno riportato miglioramenti signifi-

cativi della funzione del trapianto a breve termine nei casi sottoposti a HMP rispetto a quelli 

sottoposti a SCS (206,207,210).  
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Dal punto di vista del risparmio economico, Moers et al. ha documentato che la HMP sia più 

conveniente dello SCS a causa della minore incidenza di DGF e dei costi ad essa legati (211). 

Inoltre, la MP può offrire un’opportunità per migliorare la qualità dell’organo mediante te-

rapie farmacologiche specifiche, ad esempio la somministrazione di antiossidanti ed immu-

nomodulanti (200). 

Più recentemente, Nicholson ha introdotto nel trapianto renale una tecnica di perfusione nor-

motermica (Normothermic Machine Perfusion, NMP) utilizzando dispositivi di bypass car-

diopolmonare modificati, similmente a ciò che costituisce già pratica clinica nel trapianto di 

fegato (212). La NMP utilizza una temperatura di perfusione di 35°C-37°C, più simile a 

quella corporea, che permette di mantenere il metabolismo fisiologico minimizzando l’ac-

cumulo di substrati tossici e specie reattive dell’ossigeno (213,214).  

 

 

 

 

 

 

 

 

La NMP presenta due potenziali vantaggi: in primo luogo, se i requisiti metabolici del graft 

vengono soddisfatti, si potrebbe ottenere una conservazione più lunga con una migliore fun-

zionalità post-trapianto rispetto ad un organo sottoposto ad ischemia fredda prolungata; in 

secondo luogo, si potrebbe avere un ripristino pressoché totale della funzione d’organo 

(215). Hosgood et al. ha confrontato l’efficacia della conservazione di reni di maiale con 

NMP e HMP, documentando infatti livelli di creatinina minori, eGFR maggiore e resistenze 

vascolari intraparenchimali minori rispetto ai reni trattati con HMP; questi risultati dimo-

strano come la NMP permetta un mantenimento migliore della normale funzione d’organo 

(216). Ferdinand et al. ha confrontato l’espressione genica di reni sottoposti a SCS e NMP 

per 0h e 2h, documentando come 956 geni siano risultati sovraespressi e 353 inibiti dopo 2h 

in NMP renale (217). Nel gruppo trattato con ipotermia è stata osservata la riduzione di 

diversi geni coinvolti nella fosforilazione ossidativa, a conferma dell’effetto inibitorio 

dell’ipotermia sul metabolismo cellulare. Al contrario, nel gruppo sottoposto a NMP è stata 

osservato l’aumento dell’espressione degli stessi geni, suggerendo una migliore attività me-

tabolica energetica delle cellule renali. Tuttavia, se da una parte la NMP migliora il 

 
Fig. 1.10. Riassunto degli studi preclinici e clinici su HMP e NMP presenti in letteratura 
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metabolismo cellulare, dall’altra non riduce l’espressione di vie di segnalazione infiamma-

torie, come quelle mediate da TNF-α, IL-1β e NF-κB. Oltre a queste, altre citochine e che-

mochine proinfiammatorie sono risultate maggiormente espresse in corso di NMP, tra cui 

anche IL-8 e CXCL-2. L’RNA-Seq su biopsie da reni DCD che avevano subito NMP, come 

parte di un trial clinico randomizzato attualmente in corso per valutarne l’efficacia, ha rive-

lato cambiamenti trascrizionali più marcati nei trapianti con episodio di DGF, nonché una 

significativa correlazione tra l’espressione dei proinfiammatori e la durata di DGF. Al con-

trario, la durata di DGF era correlata negativamente all’espressione dei geni implicati nel 

metabolismo ossidativo. Questi dati indicano che i reni sottoposti a NMP sono meno suscet-

tibili a sviluppare DGF rispetto a quelli posti in ipotermia, a causa dei minori effetti ische-

mici, ma che allo stesso tempo sviluppano una risposta infiammatoria maggiore che sostiene 

i danni, soprattutto durante la fase di riperfusione. 

 

 

Fig. 11. Regolazione negativa (blu) o positiva (rosso) di diverse vie cellulari durante HMP e NMP 

 

Fig. 1.12. Espressione genica di reni sottoposti a HMP e NMP per 0h e 2h 
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1.11 Sviluppo di nuove terapie in associazione alla perfusione 

1.11.1 Sorbenti 
L’utilizzo di sorbenti in associazione a perfusione rappresenta una strategia innovativa e pro-

mettente in condizioni patologiche caratterizzate dalla necessità di purificare il sangue du-

rante la circolazione extracorporea, ad esempio la cardiochirurgia(218), la sepsi(219,220) e 

l’intossicazione da alcuni farmaci(221). 

Le cartucce di sorbenti, ad esempio CytoSorb®, contengono sfere di copolimero biocompa-

tibile polistirene-divinilbenzene capaci di adsorbire molecole di peso molecolare di 10-

50kDa attraverso una combinazione di esclusione dimensionale ed interazioni idrofobiche 

[2 Poli]. Possono essere utilizzate in emoperfusione o inserite all'interno di un circuito di 

terapia sostitutiva renale continua (CRRT) in associazione ad un emofiltro convenzionale, 

di un bypass cardiopolmonare (CPB) o di un circuito di ossigenazione extracorporea a mem-

brana. I sorbenti sono in grado di rimuove una vasta gamma di molecole dal sangue, tra cui 

citochine proinfiammatorie (ad esempio IL-1β, IL-6, IL-8, IFN-γ, TNF-α, GM-CSF e G-

CSF), PAMPs e DAMPs, tra cui le componenti C5a e C3 del complemento, chemochine (ad 

esempio MCP-1 e CXCL-1, nonché un gran numero di altre molecole esogene ed endogene 

(221). 

In un modello murino di sepsi, Kellum et al. ha dimostrato come l’emoadsorbimento con 

sorbenti abbia aumentato significativamente la sopravvivenza a breve termine attraverso la 

riduzione dell’espressione della via di NF-κB e dei geni ad essa legati, tra cui TNF-α, IL-6 

ed IL-10. La riduzione dell’espressione di questi geni indica un effetto modulante dell'e-

moadsorbimento sull'infiammazione sistemica, dimostrando il potenziale di questa terapia 

nel migliorare gli esiti clinici nei pazienti con stati infiammatori severi(222). Risultati simili 

sono riportati da trial clinici randomizzati e da metanalisi, che hanno confermato l’efficacia 

dell’emoadsorbimento nel ridurre i livelli di citochine infiammatorie e migliorare la prognosi 

nei pazienti settici. In particolare, la riduzione dei livelli di TNF-α, IL-6 ed IL-10 è stata 

associata a un miglioramento della funzione d’organo e una diminuzione della mortalità 

(219,220) 

Hosgood et al. ha documentato come durante la HMP renale, i livelli di citochine e chemo-

chine proinfiammatorie, tra cui IL-6 e TNF-α, aumentino sensibilmente, sostenendo l’in-

fiammazione del tessuto. L'infiammazione indotta da queste citochine può compromettere 

la funzionalità del rene trapiantato e aumentare il rischio di sviluppare complicanze come la 

DGF. L’utilizzo di HMP in associazione a sorbenti ha dimostrato efficacia nel ridurre 
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significativamente le concentrazioni di queste citochine e chemochine proinfiammatorie nel 

perfusato, suggerendo un potenziale beneficio nel migliorare la qualità dell’organo e nel ri-

durre l'incidenza di complicanze post-trapianto (217). 

In un ulteriore studio, Kellum et al. ha documentato gli stessi effetti su 8 donatori DBD 

trattati con emoadsorbimento con sorbenti. In questo contesto, i livelli di TNF-α, IL-6 ed IL-

10 sono risultati essere inferiori dopo il trattamento, riducendo lo stato infiammatorio gene-

rale dei donatori. Questo è particolarmente rilevante poiché un basso stato infiammatorio nei 

donatori può migliorare la qualità degli organi per il trapianto, aumentando le possibilità di 

successo del trapianto stesso e migliorando gli esiti a lungo termine per i riceventi(223). 

Infine, in un modello suino di trapianto di polmone, Ersham et al. ha documentato come la 

perfusione ipotermica del graft in associazione a sorbenti ha ridotto l’espressione citochinica 

e migliorato la funzionalità del graft nell’immediato periodo postoperatorio (224). 

Vista la capacità dei sorbenti di ridurre la concentrazione plasmatica di molecole proinfiam-

matorie e visti gli studi di efficacia riportati in letteratura per patologie caratterizzate da alta 

risposta infiammatoria, nonché i risultati su modello murino, suino e umano, è lecito affer-

mare che l’utilizzo di sorbenti in associazione alla HMP potrebbe dimostrarsi efficace anche  

nel trapianto renale e nella prevenzione di DGF, la cui fisiopatologia è legata, almeno in 

parte, all’aumento delle citochine proinfiammatorie che sono risultate ridotte negli studi sud-

detti. Ulteriori studi sull’efficacia clinica di HMP in associazione a sorbenti andrebbero ese-

guiti per permettere a questa promettente tecnologia di acquisire un ruolo maggiormente 

consolidato nella pratica trapiantologica. 
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1.11.2 Terapia biologica 
Trapianto di mitocondri 

La disfunzione mitocondriale è una caratteristica fondamentale della patogenesi del danno 

renale da IRI (cfr. 1.6). Una possibile strategia terapeutica per ridurre il danno renale in corso 

di DGF e migliorare la sopravvivenza del paziente e del graft potrebbe essere rappresentata 

dal trapianto di mitocondri, che sosterrebbe il metabolismo energetico cellulare del tessuto 

renale riducendone la disfunzione e la riparazione maladattativa (225). 

Mitocondri funzionali possono essere isolati da qualsiasi tessuto non ischemico, anche se il 

tessuto che ne permette un recupero maggiore è il tessuto muscolare striato (225). Inoltre, in 

letteratura non sono riportate differenze significative tra gli effetti di mitocondri isolati da 

tessuti differenti (226,227). I mitocondri isolati possono essere forniti al ricevente tramite 

infusione vascolare o iniezione locale nel sito di interesse: nel primo caso si diffondono in 

tutto l’organismo e vengono assorbiti da qualsiasi tessuto, ma in particolare nei tessuti ad 

alta richiesta energetica; nel secondo caso vengono assorbiti principalmente nel tessuto ber-

saglio (225). 

Rossi et al. ha dimostrato in un modello in vitro e murino in vivo di trapianto renale da 

donatore DCD come il trapianto di mitocondri riduce la disfunzione mitocondriale ed il 

danno renale legato all’IRI(228). In particolare, è stato osservato come il trapianto di mito-

condri abbia aumentato la produzione di ATP e migliorato la capacità proliferativa delle TEC 

dopo IRI. Inoltre, l’analisi con qRT-PCR ha documentato la diminuzione di due marcatori di 

apoptosi, caspasi-3 e SOD-1. Lo stesso studio ha dimostrato anche che trapianto di mitocon-

dri ha dimostrato riduce lo stress ossidativo, come documentato dalla riduzione dei ROS 

mitocondriali e della produzione di TBARS, nonché dal ripristino del MMP. Inoltre, l’analisi 

dell’attività della catena di trasporto degli elettroni (ETC) e di alcuni enzimi del ciclo di 

Krebs ha documentato effetti protettivi del trapianto di mitocondri sull’attività di ETC e 

sull’attività degli enzimi del ciclo di Krebs, riducendo la disfunzione mitocondriale. 

 

Cellule staminali mesenchimali 
Le cellule staminali (SC) sono cellule non specializzate con capacità di autorinnovamento 

ed in grado di differenziarsi in qualsiasi citotipo dell’organismo. Tra le cellule progenitrici, 

il tipo più studiato negli ultimi decenni è rappresentato dalle cellule staminali mesenchimali 

(MSC), cellule stromali adulte multipotenti con alto potenziale proliferativo derivate da pre-

cursori non ematopoietici (229). Inizialmente isolate nel midollo osseo (BM-MSC), sono 

state successivamente identificate in diversi tessuti fetali ed adulti, tra cui il tessuto adiposo 
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(AD-MSC), il sangue del cordone ombelicale (UC-MSC), la membrana fetale (FM-MSC) e 

la placenta umana (hP-MSC) (230). La loro presenza diffusa rende le MSC la tipologia di 

SC più accessibile e, di conseguenza, la migliore candidata per la ricerca della medicina 

rigenerativa: infatti, le MSC sono state ampiamente investigate per le loro proprietà ripara-

tive, rigenerative ed immunomodulatorie, rivelandosi efficaci nel ridurre il danno renale e 

nel favorire la riparazione del tessuto su diversi modelli animali (231–233). 

Gli effetti delle MSC sono mediati principalmente da segnalazioni paracrine ed eventual-

mente endocrine sulle cellule bersaglio (234,235), tramite la secrezione di fattori di crescita 

e soprattutto di vescicole extracellulari (EV), le quali vengono generate come esosomi dal 

compartimento endosomiale o per gemmazione diretta della membrana plasmatica (236). La 

comunicazione intercellulare avviene attraverso il trasferimento delle molecole bioattive tra-

sportate nelle EV, specialmente mRNA e microRNA (miRNA) che inducono cambiamenti 

nel fenotipo e nella funzione delle cellule bersaglio (237,238). Il fatto che la segnalazione 

sia mediata da mRNA e miRNA è confermato dal fatto che il trattamento delle EV con RNasi 

ne annulla gli effetti. 

In modelli di danno renale da ischemia-riperfusione, la somministrazione di EV derivate da 

MSC ha diminuito il danno tubulare e favorito il recupero della funzione renale (239,240). 

In un modello murino di trapianto renale da DCD, Gatti et al. hanno documentato come le 

EV derivate da BM-MSC infuse si siano accumulate nei glomeruli e nei tubuli lesionati, 

stimolando la proliferazione delle cellule epiteliali tubulari e riducendo l’apoptosi delle cel-

lule renali sopravvissute (240). Le EV derivate da fibroblasti non hanno indotti gli stessi 

effetti, dimostrando come questi siano specifici per le EV derivate da MSC. 

Un altro studio su modello in vitro di deplezione di ATP ha evidenziato il ruolo di specifici 

miRNA trasportati da EV derivate da MSC (miR-148b-3p, miR-410, miR-495, miR-548c-

5p, miR-886-3p) nel proteggere le TEC dall'IRI, tramite la regolazione inibitoria di miRNA 

coinvolti nell'apoptosi, nell'ipossia e nella riorganizzazione del citoscheletro (241). 

Altri studi hanno evidenziato come le EV di BM-MSC possano indurre dedifferenziazione e 

crescita delle TEC tramite l’aumento dell’espressione di HGF (242), nonché prevenire 

l’apoptosi tramite il trasferimento di miR-21 e miR-223 (243,244). 

Molti effetti delle EV derivate da MSC sono legati al metabolismo aerobico: ad esempio, 

possono trasportare complessi respiratori che supportano il metabolismo aerobico quando la 

capacità respiratoria mitocondriale è compromessa (245); possono attenuare il danno mito-

condriale nelle TEC stabilizzando il DNA mitocondriale danneggiato dai ROS (246); 
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possono indurre cambiamenti epigenetici come l'inversione della sovraregolazione degli 

istoni H2 e H2B, tipiche delle cellule apoptotiche (247). 

Zhang et al. hanno documentato che le EV derivate da MSC possono stimolare Nrf-2 e la 

via di ARE (cfr. 1.8), aumentando la capacità di risposta allo stress ossidativo e limitando la 

senescenza cellulare (248,249). 

Un altro aspetto che contribuisce agli effetti riparativi mediati delle EV di MSC è la stimo-

lazione dell'angiogenesi, con aumento della proliferazione tubulare e riduzione della rarefa-

zione capillare, della glomerulosclerosi e della fibrosi tubulointerstiziale. Questo aspetto è 

stato confermato da Zou et al. tramite l’osservazione dell’aumento dell’espressione di VEGF 

e la riduzione dell’espressione di HIF-1a indotti da EV di MSC in un modello murino di 

danno renale da IRI (250). 

Diversi studi hanno documentato l’aumento dell’espressione di VEGF, di Nrf-2 e dei geni 

associati alla via Nrf-2/ARE (251,252); allo stesso tempo, ha dimostrato la riduzione 

dell’espressione di IL-6, FGFR-1, TGF-b1, della transizione epitelio-mesenchimale e della 

polarizzazione dei macrofagi infiltranti il tessuto verso il fenotipo profibrotico M2 

(253,254). 

In letteratura sono presenti studi che suggeriscono come le EV di MSC possano ridurre l’at-

tività del complemento attraverso il trasporto di mRNA codificanti per inibitori specifici del 

complemento, come il fattore H, CD55 e CD59 (255). 

D’altra parte, la somministrazione di SC ha il potenziale di indurre tumorigenesi e maldiffe-

renziamento a causa di diverse ragioni legate alle caratteristiche intrinseche delle cellule 

staminali e ai contesti biologici in cui vengono utilizzate (256). Infatti, le SC hanno capacità 

proliferative e di differenziazione pressoché illimitate che, se inappropriate o non regolate 

correttamente, possono determinare sviluppo di tumori o maldifferenziamento cellulare 

(257). Inoltre, durante il processo di generazione ed espansione delle SC, possono verificarsi 

mutazioni genetiche su oncogeni ed oncosoppressori, nonché modificazioni epigenetiche 

implicate nella tumorigenesi (258). 

In conclusione, la somministrazione di cellule staminali mesenchimali ha mostrato risultati 

incoraggianti nella riduzione del danno renale da ischemia-riperfusione e nello sviluppo di 

fibrosi e potrebbe rappresentare un nuovo approccio terapeutico nella DGF in associazione 

alla perfusione renale, ma i rischi di tumorigenesi e maldifferenziamento devono essere at-

tentamente considerati e controllati. 
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Vescicole extracellulari derivate da cellule progenitrici endoteliali 

Le EPCs rappresentano una popolazione eterogenea di cellule mononuclate CD34+ che ori-

ginano nel midollo osseo e che, dopo stimoli come il danno tissutale, si mobilitano e si diri-

gono verso il sito danneggiato attraverso la circolazione sanguigna (259). Queste cellule 

progenitrici mostrano alcune caratteristiche tipiche delle cellule staminali, come l’espan-

sione clonale e la capacità angiogenica (260). Le EPCs sono implicate in diversi processi, 

tra cui l’omeostasi vascolare, la neovascolarizzazione, la riparazione vascolare, la rigenera-

zione endoteliale e l’angiogenesi (261). Le EPCs esprimono antigeni endoteliali come CD31, 

vWF, eNOS, VE-caderina, VEGFR-2, ICAM-1, integrina α4, CD44 e CD29, tipiche delle 

EPC (262). Alcune di queste molecole, in particolare l’integrina α4 e il CD29 (integrina β1), 

rappresentano i recettori implicati nel riconoscimento delle EVs e della loro internalizza-

zione da parte delle cellule bersaglio, poiché il blocco con anticorpi specifici ne impedisce 

l’internalizzazione. Come descritto per le EVs derivate da MSCs, anche le EVs derivate da 

EPCs inducono effetti sulle cellule bersaglio tramite il trasferimento di RNA (mRNA e 

miRNA), poiché il trattamento con RNasi ne annulla gli effetti protettivi (263). 

Le EPCs possono poi differenziare in cellule endoteliali mature (264), favorendo la neoan-

giogenesi e promuovendo la riparazione dei tessuti (265). Le EPCs rilasciano fattori para-

crini di diverso tipo, come fattori di crescita, citochine e chemochine che influenzano la 

biologia cellulare negli organi danneggiati tramite la regolazione di angiogenesi, prolifera-

zione, migrazione e sopravvivenza, apoptosi e modulazione immunitaria (265,266). Tra que-

sti fattori, sono presenti TNF-α, TNFR-2 e TNFR-1, TRAIL, PDGF, Wnt, VEGF, TGF-β, 

FGF-2, IGF-1 ed EGF, nonché grandi quantità RNA (mRNA e miRNA) con attività regola-

toria: Tutti questi fattori vengono tipicamente rilasciati all’interno di EVs (267), come già 

descritto per le MSCs. 

In modelli murino sperimentali di glomerulonefrite da anticorpi contro Thy-1.1, caratteriz-

zata da proliferazione mesangiale e perdita endoteliale, la somministrazione di EVs derivate 

da EPCs ha dimostrato avere un ruolo riparativo sui glomeruli danneggiati (268,269). Le 

cellule endoteliali e mesangiali riceventi mRNA dalle EV sono risultati essere codificanti 

per gli inibitori del complemento Fattore H, CD55 e CD59, con effetti di riduzione dell’apop-

tosi delle cellule mesangiali e della deposizione di C5b-9/C3 (270). Sebbene il modello di 

glomerulonefrite sperimentale non sia sovrapponibile a quello della DGF, risultati sovrap-

ponibili in termini di protezione delle EVs derivate da EPCs sono stati osservati in corso di 

IRI renale (271).  
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Cantaluppi et al. ha riportato gli effetti positivi di miR-126 e del miR-296 rilasciati dalle 

EVs di EPCs umane in un modello murino di IRI. Infatti, è stato osservato come le EVs si 

localizzino nei capillari peritubulari e nelle cellule tubulari, stimolino la proliferazione cel-

lulare e riducano l’apoptosi e l’infiltrazione leucocitaria. Le EVs di EPCs hanno anche effetti 

protettivi contro la progressione verso il danno renale cronico, in quanto associate a minore 

rarefazione capillare, glomerulosclerosi e fibrosi tubulo-interstiziale. Questi effetti positivi 

non sono stati osservati dopo il trattamento delle EPCs con RNasi, dopo deplezione aspeci-

fica di miRNA e dopo trasfezione delle EPCs con antagomir specifici per miR-126 e miR-

296 (272). 

In ambito trapiantologico, gli effetti protettivi delle EVs derivate da EPCs sono stati esplorati 

nel trapianto di isole pancreatiche. Cantaluppi et al. ha documentato l’aumento della proli-

ferazione, della resistenza all’apoptosi e della crescita endoteliale nelle isole pancreatiche 

trattate con EVs derivate da MSCs. Questi effetti sono stati mediati tramite la via di 

PI3K/Akt, l’aumento di eNOS e le molecole antiapoptotiche e proangiogenetiche CD31 e 

TSP-1. Anche in questo modello il trattamento con Rnasi annulla gli effetti protettivi delle 

EVs derivate da EPC, confermando il ruolo modulatorio degli RNA trasportati nelle EVs 

(273). 

In conclusione, visti gli effetti protettivi della somministrazione di EVs derivate da EPC in 

modelli in vitro ed in vito, nonché modelli trapiantologici, questa strategia potrebbe rappre-

sentare un nuovo approccio terapeutico nella DGF in associazione alla perfusione renale, 

soprattutto considerando l’annullamento degli effetti avversi legati alla terapia con SC intere, 

ovvero l’aumento del rischio di tumorigenesi e di maldifferenziamento. 

 

 

 
 

Fig. 1.13. Produzione di EVs per shedding della membrana plasmatica di EPCs 
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2. Obiettivi dello studio 
Lo scopo generale di questo lavoro è di analizzare la rilevanza clinica complessiva della 

DGF dei pazienti sottoposti a trapianto renale presso la S.C.D.U Nefrologia e Trapianto di 

Rene dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Maggiore della Carità di Novara, con l’obiet-

tivo di definire i seguenti aspetti: 

I. Analisi delle caratteristiche generali della popolazione dei pazienti portatori di tra-

pianto di rene. 

II. Analisi delle caratteristiche generali dei donatori. 

III. Analisi delle caratteristiche generali della popolazione di pazienti che ha sviluppato 

DGF in relazione alla popolazione di pazienti che non ha sviluppato DGF. 

IV. Analisi comparativa ed associativa delle variabili che costituiscono fattori di rischio 

per DGF. 

V. Analisi comparativa della sopravvivenza del rene (death-censored graft survival) e 

del paziente. 

VI. Analisi dei parametri clinico-laboratoristici e valutazione comparativa della funzione 

renale a 6 mesi, 1 anno, 3 anni, 5 anni e 10 anni per la popolazione di pazienti che ha 

sviluppato DGF in relazione a quella dei pazienti che non ha sviluppato DGF. 

 

Insieme allo studio della rilevanza clinica della DGF, il lavoro in questione si prefigge 

l’obiettivo di presentare e valutare i più recenti approcci terapeutici e sperimentali nella pre-

venzione e nel trattamento della DGF e delle sue complicanze per migliorare gli esiti del 

trapianto renale, in particolare: 

I. Utilizzo della perfusione renale ipotermica in associazione a sorbenti. 

II. Infusione di vescicole extracellulari derivate da progenitori endoteliali umani. 
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3. Pazienti, materiali e metodi 
3.1 Pazienti e variabili 

Nello studio sono stati inclusi tutti i pazienti sottoposti a trapianto di rene presso il Centro 

Trapianti dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Maggiore della Carità di Novara, dal 4 

Novembre 1998 al 31 dicembre 2023, su un arco temporale di 25 anni. 

Dell’intera popolazione di 1560 pazienti sono stati valutati i seguenti aspetti (Tab. 3.1): 

• Variabili relative al ricevente, quali età (anni), sesso, BMI, metodica dialitica ed an-

zianità dialitica (mesi), trapianto preemptive, numero del trapianto, diabete mellito. 

• Variabili relative al donatore, quali età (anni), sesso, BMI, diabete mellito, iperten-

sione arteriosa, concentrazione sierica della creatinina (mg/dl), GFR stimato con la 

formula di Cockroft-Gault (ml/min/1,73m2), classificazione come SCD o ECD e 

come DBD o DCD. 

• Variabili legate alla caratterizzazione pretrapiantologica, quali mismatch HLA e DR, 

score istologico secondo Karpinski-Remuzzi, valore percentuale del PRA virtuale. 

• Variabili legate al prelievo ed alla valutazione post-trapiantologica, quali riperfu-

sione, terapia di induzione eseguita, CIT (ore), DGF, tempo necessario alla ripresa 

funzionale, creatininemia (mg/dl), GFR (ml/min/1,73m2) e proteinuria alle dimis-

sioni (g/die), giorni di degenza, presenza di anticorpi specifici antidonatore (DSA). 

• Variabili relative al follow-up (creatininemia, GFR e proteinuria a 6 mesi, 1 anno, 3 

anni, 5 anni e 10 anni) ed a complicanze post-trapiantologiche a breve e lungo ter-

mine, quali rigetto e tipologia di rigetto, fallimento del trapianto e rientro in dialisi, 

decesso. 

 

Tab. 3.1. Riassunto delle variabili considerate nella popolazione 

Ricevente Donatore Pre-trapianto Post-trapianto Follow-up 

Età Età Mismatch HLA Riperfusione Creatininemia 

Sesso Sesso Mismatch DR Induzione GFR 

BMI BMI %vPRA CIT Proteinuria 

Metodica dialitica Ipertensione Score istologico DGF DSA 

Anzianità dialitica Diabete Mellito DSA Ripresa funzione Rigetto 

Preemptive Creatininemia  Creatninemia Fallimento 

Numero trapianto GFR  GFR Decesso 

Diabete Mellito ECD o SCD  Proteinuria  

 DCD o DBD  Degenza  
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La metodica dialitica è rappresentata da emodialisi, dialisi peritoneale o entrambe le moda-

lità; l’anzianità dialitica è espressa in mesi. 

Per la definizione di ECD sono stati adottati i criteri di Crystal City del 2001, ovvero “dona-

tore di età maggiore di 60 anni oppure con età compresa tra 50 e 59 anni con almeno due 

delle seguenti caratteristiche: anamnesi positiva per ipertensione arteriosa, causa di morte 

cerebrovascolare, valori di creatinina sierica maggiori di 1,5 mg/dl. 

La terapia di induzione è rappresentata da anti-IL2R (basiliximab), ATG (Thymoglobuline), 

entrambi i farmaci. 

Per DGF è stata utilizzata la definizione più diffusa ed accettata in letteratura di necessità di 

almeno una seduta emodialitica nei primi 7 giorni postoperatori. 

 

3.2 Definizione delle sottopopolazioni 

Del totale dei 1560 pazienti sottoposti a trapianto renale, per l’analisi della sopravvivenza 

del paziente e del graft sono state identificate le popolazioni di riceventi trapianto da dona-

tore vivente (con 155 pazienti) e da donatore deceduto (con 1.255 pazienti). Dal totale sono 

stati esclusi 150 pazienti, riceventi trapianto dopo il 31/12/2021, limite temporale stabilito 

per l’analisi della sopravvivenza. La popolazione dei riceventi da donatore deceduto è stata 

ulteriormente suddivisa in riceventi da donatore DCD (con 12 pazienti) e da donatore DBD 

(con 1.243 pazienti). Infine, la popolazione dei riceventi da donatore DBD è stata ulterior-

mente suddivisa in riceventi da donatore ECD (con 768 pazienti) e da donatore SCD (con 

528 pazienti) (Fig. 3.1).  

 

 

 
Fig. 3.1. Flowchart di selezione delle sottopopolazioni 

Totale
n = 1.560
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3.3 Analisi istologica 

La biopsia renale pretrapiantologica sul donatore è stata eseguita dai chirurghi prelevatori al 

momento stesso del prelievo secondo i seguenti criteri: 

1. Fino al 31 dicembre 2012, in caso di organi provenienti da donatori con età maggiore 

di 60 anni, oppure da donatori con età minore di 60 anni ma con caratteristiche cli-

niche tali da far supporre la possibile presenza di danno renale, ad esempio iperten-

sione arteriosa, diabete mellito, riduzione della funzionalità renale, proteinuria, di-

mensioni generali dei o della corticale ridotte all’esame ecografico. 

2. Dopo il 1 gennaio 2013, in caso di: 

a. eGFR stimato secondo Cockroft-Gault < 60 ml/min. 

b. Età > 70. 

c. Età compresa tra 60 e 70, se la causa di morte non sia sopravvenuta per trauma 

o se è presente almeno una delle seguenti condizioni: 

i. Spessore ecografico della corticale renale < 1,2 cm 

ii. Diametro longitudinale ecografico dei reni < 10 cm. 

iii. Divergenza di almeno 2 cm tra il diametro longitudinale dei due reni 

all’esame ecografico. 

iv. Ipertensione arteriosa non trattata. 

v. Diabete mellito. 

vi. Tabagismo con consumo di sigarette > 20/die. 

vii. Proteinuria > 30 mg/dl (++ allo stick urinario). 

d. Età < 60 con almeno una delle condizioni di cui sopra. 

 

I campioni istologici sono stati inviati presso l’Anatomia Patologica dell’Azienda Ospeda-

liero-Universitaria Città della Salute e della Scienza di Torino, dove sono stati allestiti i ve-

trini con colorazioni ematossilina-eosina, PAS e tricromica di Masson. L’esame istologico è 

stato eseguito sempre da patologi afferenti a quest’unica struttura, al fine di ridurre la varia-

bilità diagnostica interindividuale. 

Lo score istologico assegnato ad ogni rene è quello di Karpinski-Remuzzi (Fig. 3.2). 
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3.4 Fonte di reperimento dei dati 

Per il gruppo dei pazienti seguiti con visita periodica a Novara, in vita e con trapianto fun-

zionante, la principale fonte di dati è rappresentata dalle cartelle dell’ambulatorio post-tra-

piantologico renale della S.C.D.U. di Nefrologia e Centro Trapianti dell’Azienda Ospeda-

liero-Universitaria Maggiore della Carità di Novara. In tali cartelle sono allegate le lettere di 

dimissioni dei ricoveri successivi al trapianto, le comunicazioni con il paziente e con il centro 

di riferimento, i valori degli esami ematochimici più importanti, i referti degli esami stru-

mentali eseguiti nel follow-up, gli aggiornamenti terapeutici e le visite periodiche. Inoltre, 

sono incluse le cartelle di immissione in lista e i risultati degli esami specialistici eseguiti al 

momento dell’immissione in lista e nei successivi controlli.  

Per il gruppo dei pazienti deceduti o rientrati in dialisi, la principale fonte di dati è rappre-

sentata dalle cartelle dell’ambulatorio post-trapiantologico conservate presso l’archivio del 

Centro Trapianti di Novara e le cartelle di ricovero archiviate.  

In caso di dati mancanti, le informazioni sono state reperite tramite i Centri di Dialisi presso 

i quali il paziente è attualmente in carico o tramite il database del Centro Nazionale Trapianti. 

Per l’analisi della sopravvivenza del graft e del paziente sono stati considerati tutti i pazienti 

sottoposti a trapianto renale dal 4 novembre 1998 al 31 dicembre 2021, per un totale di 1406 

pazienti su un arco temporale di 23 anni.  

 

 
Fig. 3.2. Score istologico secondo Karpinski-Remuzzi 
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3.5 Architettura del database ed analisi statistica 

Per la registrazione dei dati è stato costruito un database con il programma Microsoft Excel 

2022, in collaborazione con il servizio di Statistica Medica dell’Università del Piemonte 

Orientale. In tale database, ad ogni paziente corrisponde un record di dati anagrafici, a cui si 

associano in rapporto uno a molti i record dei trapianti eseguiti a Novara. Ad ogni record di 

un singolo trapianto eseguito a Novara, sono collegati in rapporto uno a molti i dati relativi 

alle varie complicanze post-trapiantologiche e del follow-up clinico. 

Dopo essere stati convertiti dal database Excel, i dati sono stati analizzati con il programma 

STATA v18: le variabili continue sono riportate come media e deviazione standard, o me-

diana e scarto interquartile se non distribuite normalmente, mentre le variabili categoriche 

sono riportate come frequenze assolute e percentuali. 

Il livello di associazione tra variabili è stato valutato con il test χ2. 

La differenza di variabili continue tra gruppi è stata valutata tramite il test di Wilcoxon-

Mann-Whitney o il test T di Student.  

L’associazione tra variabili categoriche è stata valutata tramite il modello di regressione lo-

gistico; sono stati calcolati l’odds ratio (OR) ed il relativo intervallo di confidenza al 95% 

(95% IC) per quantificare la forza delle associazioni. 

La sopravvivenza cumulativa è stata calcolata con il metodo di Kaplan-Meier, mentre per il 

relativo intervallo di confidenza al 95% è stata utilizzata la formula di Greenwood. 

Per studiare la relazione tra la sopravvivenza dei pazienti e del graft in associazione alla 

DGF è stata utilizzata l’analisi di regressione univariabile di Cox, o modello dei rischi pro-

porzionali, assumendo che l’Hazard Ratio (HR) sia costante nel tempo e considerando il 

tempo fino al verificarsi dell'evento di interesse. Per la sopravvivenza del paziente l’evento 

di interesse considerato è la morte; per la sopravvivenza del graft è il rientro in dialisi, con 

la morte come dato censurato (death-censored graft survival). 
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3.6 Perfusione renale ipotermica ex vivo con sorbente 

Tre coppie di reni di maiale sono state prelevate, preparate chirurgicamente e sottoposte a 

SCS per un tempo medio di 3h, dopo il quale uno dei due reni di ogni coppia è stato sotto-

posto a perfusione renale ipotermica con macchinario PerLife® (Aferetica, Mirandola, IT).  

La suddivisione dei reni da sottoporre a perfusione è avvenuta come segue: 

1. Il rene della prima coppia è stato sottoposto a HMP standard per 4h. 

2. Il rene della seconda coppia è stato sottoposto a HMP standard per 2h. 

3. Il rene della terza coppia è stato sottoposto a HMP con aggiunta di sorbente (Per-

Sorb®) per 2h. 

I tre reni rimanenti sono stati lasciati in SCS per lo stesso tempo del rene gemello (4h, 2h e 

2h, rispettivamente). Al termine del tempo stabilito per la perfusione e per lo SCS, per i tre 

reni sottoposti a perfusione è stato prelevato un campione di perfusato, sul quale sono stati 

analizzati i livelli di creatininemia e di lattati tramite spettroscopia di massa (LC-MS2). 

Su tutte le coppie è stato eseguito un prelievo bioptico per analisi al microscopio ottico con 

colorazione ematossilina-eosina e valutazione delle componenti glomerulare, tubulare, in-

terstiziale e vascolare. 

Da tutte le coppie sono poi stati raccolti campioni di tessuto destinati all’analisi di: 

1. Espressione dei livelli di mRNA di NGAL, marcatore di danno tubulare, tramite qRT-

PCR. 

2. Attività della catena di trasporto degli elettroni (ETC) e della produzione di ATP, per 

valutare l’attività metabolica. Per misurare il flusso di elettroni dal complesso I al 

complesso III come indice della respirazione mitocondriale, i mitocondri isolati sono 

stati risospesi in 0,2 mL di buffer A (5 mM KH2PO4, 5 mM MgCl2, 5% p/v albumina 

sierica bovina (BSA); pH 7,2) e seguiti da 0,1 mL di buffer B (25% p/v saponina, 50 

mM KH2PO4, 5 mM MgCl2, 5% p/v BSA, 0,12 mM citocromo c ossidato, 0,2 mM 

NaN3, pH 7,5) per 5 minuti a temperatura ambiente per bloccare il complesso IV e 

permettere l'accumulo di citocromo c ridotto. La reazione di riduzione del citocromo 

è stata avviata aggiungendo 0,15 mM di NADH ed è stata seguita per 5 minuti a 

37°C, leggendo l'assorbanza a 550 nm mediante un lettore di micropiastre Packard 

EL340 (Bio-Tek Instruments). I risultati sono stati espressi in nanomoli di citocromo 

c ridotto/min/mg di proteina mitocondriale. I livelli di ATP sono stati misurati con il 

kit di dosaggio bioluminescente ATP (Merck, Darmstadt, Germania) secondo le istru-

zioni del produttore. 
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3. Livelli di attività di enzimi mitocondriali implicati nel ciclo di Krebs, per valutare 

l’attività metabolica cellulare. Gli enzimi analizzati sono stati l’α-chetoglutarato-dei-

drogenasi, la succinato-deidrogenasi, la malato-deidrogenasi e la citrato-sintasi. 

4. Livelli del potenziale di membrana mitocondriale tramite JC1 e livelli di espressione 

del poro di transizione della permeabilità mitocondriale (mPTP), marcatori di disfun-

zione mitocondriale. 8 ⋅ 106 cellule sono state lavate con PBS, staccate mediante 

raschiamento delicato e incubate per 30 minuti a 37°C con 2 μM della sonda fluore-

scente JC-1 (Biotium Inc.), quindi centrifugate a 13.000g per 5 minuti e risospese in 

0,5 mL di PBS. La fluorescenza rossa (λ eccitazione: 550 nm, λ emissione: 600 nm) 

e la fluorescenza verde (λ eccitazione: 485 nm; λ emissione: 535 nm) sono state mi-

surate (Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader, Bio-Tek Instruments) e le unità 

di fluorescenza relative sono state utilizzate per calcolare la percentuale di fluore-

scenza verde (depolarizzata) rispetto alla fluorescenza rossa (polarizzata) dei mito-

condri, considerata un indice dei mitocondri danneggiati. 

5. Livelli di ROS e TBARS mitocondriali, per valutare lo stress ossidativo nel mitocon-

drio. Per quanto riguarda i ROS, la frazione mitocondriale (200 μL) delle TEC dan-

neggiate da IRI è stata trattata per 30 minuti a 37°C con 5 μM della sonda fluore-

scente sensibile ai ROS MitoSOX (Thermo Fisher Scientific). I ROS mitocondriali 

sono stati misurati utilizzando un lettore di micropiastre HT Synergy a 96 pozzetti 

(Bio-Tek Instruments). Le unità di fluorescenza relative sono state convertite in na-

nomoli di ROS/mg di proteina mitocondriale, utilizzando una curva standard ese-

guita con diluizioni seriali di H2O2. Per quanto riguarda i TBARS, il danno ossidativo 

è stato misurato nella frazione mitocondriale (200 μL) delle TEC utilizzando il kit di 

dosaggio per la perossidazione lipidica 4-HNE (Abcam), che misura il 4-idrossi-no-

nenale come indice della perossidazione lipidica. I risultati sono stati espressi in 

nmol/mg di proteina mitocondriale. 

 

 

 
Fig. 3.3 Sorbente PerSorb® e schema di funzionamento con PerLife® 



 54 

3.7 Test in vivo ed in vitro con l’utilizzo di EVs derivate da EPC 

3.7.1 Isolamento e caratterizzazione delle EPC 
Le EPC sono state isolate da cellule mononucleate del sangue periferico di donatori sani 

tramite centrifugazione a densità (Histopaque 1077; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Dopo 

l'isolamento, 8 ⋅ 106 cellule mononucleate/mL di medium sono state piastrate in pozzetti di 

coltura rivestit di fibronectina in endothelial cell basal medium-2 (EBM-2; Clonetics 

Biowhittaker, Walkersville, MD) integrato con FCS al 5%, VEGF, FGF-2, EGF, IGF-1 e 

acido ascorbico. Dopo 3 giorni in coltura, le cellule non adese sono state rimosse mediante 

lavaggio con tampone fosfato salino (PBS) e le cellule sono state coltivate nello stesso ter-

reno fino alla comparsa delle colonie. Dopo aver ottenuto monostrati omogenei con la tipica 

morfologia cobblestone, sono state effettuate la caratterizzazione fenotipica e la valutazione 

funzionale delle proprietà angiogenetiche. Alla citometria a flusso le EPC sono risultate ne-

gativi per CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD20, CD62-E, VEGFR-1, CD14 e CD45 

ma positive per CD34, CD133, Tie-2, VEGFR-3 e VEGFR-2. Le EPC sono poi state carat-

terizzati tramite doppia colorazione per LDL acetilata marcata con 1,1-dioctadecile-3,3,3,3-

tetrametilindocarbocianina e ulex europaeus agglutinina-1. Il fenotipo endoteliale è stato ul-

teriormente confermato mediante Western blot e RT-PCR per l'espressione di marker carat-

teristici delle cellule endoteliali, come Tie-2, VEGFR-2 e VEGFR-3, ma non VEGFR-1. Le 

EPC sono state trasdotte con un lentivettore contenente una CMV-GFP expression-cassette.     

Le cellule 293T sono state transfettate con un sistema lentivirale a 4 plasmidi tramite il me-

todo di precipitazione con CaCl2. I sovranatanti sono stati raccolti 48 e 72 ore dopo la 

transfezione, filtrati e concentrati con 2 ulteriori ultracentrifugazioni. I titoli della prepara-

zione virale sono stati determinati tramite saggio immunoassorbente con enzyme-linked p24 

(ELISA; Alliance, Perkin-Elmer, Wellesley, MA), determinazione del titolo GFP sulle cel-

lule 293T e Taq-man RT-PCR per la determinazione dei genomi provirali trasdotti. Per la 

marcatura genica, dopo 3-4 passaggi in coltura, le EPC sono state piastrate su piastre a 24 

pozzetti in terreno di coltura completo e quindi trasdotti durante la notte con un lentivettore 

contenente CMV-GFP expression-cassette, con un MOI di circa 20. Il terreno di coltura è 

stato sostituito con terreno fresco il giorno successivo. La trasduzione delle EPC è stata con-

fermata con microscopia a fluorescenza e FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting). Per 

questo studio, sono state utilizzate EPC da 10 a 30 passaggi. 
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3.7.2 Isolamento delle EVs 
Le EVs sono state ottenute dai sovranatanti delle EPC coltivati in terreno EBM-2 privo di 

FCS e integrato con BSA allo 0,25%. Dopo centrifugazione a 2000g per 20 minuti per ri-

muovere i detriti, i sovranatanti privi di cellule sono stati centrifugati a 100.000g (Beckman 

Coulter Optima L-90K ultracentrifuge; Beckman Coulter, Fullerton, CA) per 1 ora a 4°C, 

lavati in terreno 199 privo di siero contenente 25 mM di N-2-idrossietilpiperazina-N-2-etan-

solfonico (Sigma-Aldrich) e sottoposti a una seconda ultracentrifugazione nelle stesse con-

dizioni. Per tracciare le EVs con microscopia a fluoresceza o FACS, le EVs sono state mar-

cate con il cromoforo alifatico rosso fluorescente PKH26 (Sigma-Aldrich). Poi sono state 

lavate e ultracentrifugate a 100.000g per 1 ora a 4°C. I pellet delle EVs sono stati messi in 

sospensione in terreno 199 ed il contenuto proteico è stato quantificato con il metodo di 

Bradford (BioRad, Hercules, CA). La contaminazione da endotossine delle EVs è stata 

esclusa con il test Limulus (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) e le EVs sono 

state conservate a -80°C. 

In esperimenti selezionati, le EVs sono state trattate con 1 U/mL di RNasi (Ambion, Austin, 

TX) per 1 ora a 37°C; la reazione è stata fermata con l'aggiunta di 10 U/mL di inibitore di 

RNasi (Ambion) e le EVs sono state lavate mediante ultracentrifugazione. L'efficacia del 

trattamento con RNasi è stata valutata dopo l'estrazione dell'RNA utilizzando il reagente 

TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA) con analisi spettrofotometrica dell'RNA totale estratto 

(non trattato, 3,3 ± 0,2 µg RNA/mg proteina EVs; trattato con RNasi, <0,2 µg RNA/mg 

proteina EVs). Inoltre, l'RNA estratto da EVs trattate e non trattate con RNasi è stato marcato 

con retrotrascrizione guidata da oligo-dT e analizzato su gel di agarosio allo 0,6% per mo-

strare la completa degradazione dell'RNA da trattamento con RNasi. Come controllo, le EVs 

sono state trattate con 1 U/mL di DNasi (Ambion) per 1 ora a 37°C. 

 

3.7.3 NanoTrack Analysis (NTA)-Nanosight 
Diversi preparati di EV ottenuti mediante ultracentrifugazione dei surnatanti delle EPC sono 

stati analizzati con NanoSight LM10 (Nanosight, Amesbury, UK), dotato di Nanoparticle 

Analysis Systems e del software analitico NTA 1.4, per valutare la dimensione e la concen-

trazione delle EV. Le acquisizioni sono state effettuate impostando il livello della telecamera 

a 14 e sono stati registrati tre video di 30 secondi per ciascun campione. Il numero totale di 

EV (NTA/mL) è stato ottenuto moltiplicando il valore fornito dallo strumento per la dilui-

zione per l'analisi per la quantità in ml in cui gli EV sono stati risospesi. 
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3.7.4 Microscopia elettronica a scansione 
Le EVs sono state fissate in fissativo di Karnowski, disidratate in alcol, essiccate su super-

ficie di vetro e ricoperte di oro mediante sputter coating. I campioni sono stati esaminati con 

un microscopio elettronico a scansione Jeol T300 (Tokyo, Giappone). Le immagini sono 

state ottenute tramite elettroni secondari a una distanza di lavoro di 15-25 mm e una tensione 

accelerante di 20-25 kV. 

 

3.7.5 Analisi MACSplex 
Le EVs sono state sottoposte a citometria a flusso multiplex (MACSPlex Exosome Kit, 

umano, Miltenyi Biotech, Auburn, CA, USA) in conformità alle linee guida ISEV. Il kit 

MACSPlex ha permesso di rilevare l'espressione di 39 antigeni di superficie utilizzando di-

versi subset di bead rivestite con anticorpi. Le diverse preparazioni di EV sono state diluite 

in un tampone MACSPlex fino ad un volume finale di 120 µL; successivamente, 15 µL di 

bead di cattura per EV MACSPlex sono state aggiunte direttamente alla sospensione. Per 

rilevare gli EV legati ai bead sono stati aggiunti anticorpi di rilevamento anti-CD9, anti-

CD63 e anti-CD81 coniugati con APC per 1 ora, in rotazione oscillatoria delicata a 450 rpm 

e protetti dall'esposizione alla luce. Dopo l'incubazione, i bead non coniugati sono stati lavati 

tre volte a 3000g per 5 minuti con il tampone MACSPlex; quindi, il sovranatante è stato 

aspirato lasciando 150 µL per ciascun campione per l'acquisizione. L'analisi citometrica a 

flusso è stata eseguita con un citofluorimetro CytoFLEX (Beckman Coulter, Indianapolis, 

IN, USA), registrando circa 5000-8000 eventi. L'intensità media della fluorescenza (MFI) di 

tutti e 39 i marcatori degli esosomi è stata corretta per il background e selezionata in base 

alla rispettiva intensità di fluorescenza. 

 

3.7.6 FACS e microscopia confocale 
Le dimensioni delle EVs sono state confermate con FACScan (Becton Dickinson Bioscien-

ces, San Jose, CA). Lo strumento è stato lavato con una soluzione di risciacquo priva di 

particelle per 15 minuti per eliminare il background. Per l'analisi delle dimensioni sono state 

utilizzate sfere di diverse dimensioni (1, 2, 4 e 6 µm; Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, 

CA) come marcatori dimensionali e l'analisi è stata eseguita utilizzando una scala logarit-

mica per i parametri di forward scatter e side scatter. Il numero di EVs diluite in rapporto 

1:20 è stato analizzato con citometria a flusso con acquisizione di 30 µL in flusso medio per 

20 secondi come descritto da Baj-Krzyworzeka. 
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L'analisi citofluorimetrica è stata eseguita utilizzando i seguenti anticorpi coniugati con 

FITC o PE: CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD20, CD62E, CD14, CD45, CD34, 

CD146 (Dako Cytomation, Copenhagen, Denmark); CD133 (Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany); Tie-2, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 (R&D System, Minneapolis, 

MN); ICAM-1, integrina α4 (Becton Dickinson), integrina αvβ3, integrina α5, integrina α6 

(BioLegend, San Diego, CA); e Ha solubile (Sigma-Aldrich). Come controllo sono state 

utilizzate IgG non immuni di topo coniugate con FITC o PE (Dako Cytomation). L'immu-

nofluorescenza indiretta è stata eseguita su cellule coltivate su vetrini, fissate in paraformal-

deide al 4% contenente saccarosio al 2%. La microscopia confocale è stata eseguita utiliz-

zando un microscopio confocale Zeiss, modello LSM 5 PASCAL (Jena, Germania). L'anti-

corpo anti-antigene HLA-I umano è stato ottenuto da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

CA); l'anticorpo anti-CD31 umano è stato ottenuto da Becton Dickinson. Il colorante 

Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) è stato aggiunto per la colorazione nucleare. 

La forma e le dimensioni delle EVs sono state valutate mediante microscopia elettronica a 

trasmissione e tecnologia Nanosight (Nanosight, Londra, UK). L'espressione degli antigeni 

sulle EVs è stata studiata con FACS utilizzando anticorpi diretti contro CD14, CD34, 

CD42b, L-selectina, P-selectina, CD154 (Dako, Copenhagen, Denmark), integrina α4 (Bec-

ton Dickinson, San Jose, CA), integrina αvβ3, integrina α6 (BioLegend, San Diego, CA) e 

HLA-I e -II (Santa Cruz Biotechnology). L'estrazione dell'RNA dalle EVs è stata effettuata 

utilizzando il kit di isolamento mirVana (Ambion). L'RNA è stato analizzato utilizzando il 

bioanalizzatore Agilent 2100 (Agilent Tech, Santa Clara, CA). I livelli di espressione dei 

miRNA sono stati analizzati utilizzando il kit Applied Biosystems TaqMan MicroRNA As-

say Human Panel Early Access (Applied Biosystems, Foster City, CA) per profilare 365 

miRNA mediante qRT-PCR (E-MEXP-2956, European Bioinformatics Institute). Tutte le 

reazioni sono state eseguite utilizzando uno strumento di PCR in tempo reale Applied Bio-

systems 7900HT equipaggiato con una piastra di reazione a 384 pozzetti. I livelli di espres-

sione dei miRNA sono stati analizzati mediante qRT-PCR in un sistema StepOne Real Time 

(Ambion): 200 ng di RNA sono stati retrotrascritti e il DNA complementare è stato utilizzato 

per rilevare e quantificare specifici miRNA all'interno di EPC, fibroblasti e EVs derivati da 

entrambi i tipi cellulari mediante qRT-PCR utilizzando il kit miScript SYBR Green PCR 

(Qiagen, Valencia, CA). In esperimenti selezionati, le EVs sono state etichettate con il colo-

rante fluorescente rosso PKH26 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) o trattate con 1 U/mL di 

RNasi (Ambion) e successivamente bloccate con 10 U/mL di inibitore di RNasi (Ambion). 
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3.7.7 Espressione genica e proteica degli inibitori del complemento nelle EV 
derivate da EPC 
L'espressione di Fattore H, CD55 e CD59 sia nelle EPC che nelle EV è stata studiata con 

FACS, western blot e microscopia confocale. L'RNA è stato estratto dalle EPC e dalle EV 

utilizzando il kit di isolamento mirVana (Ambion, Austin, TX) e analizzato con l'Agilent 

2100 Bioanalyzer (Agilent Tech. Inc., Santa Clara, CA). Il contenuto di acidi nucleici delle 

EV è stato studiato mediante analisi GUAVA FACS utilizzando arancio di acridina (Sigma 

Aldrich, St Louis, MO) . La RT-PCR è stata eseguita con il kit di trascrizione inversa ad alta 

capacità (Applied Biosystems, Foster City, CA). I primer oligonucleotidici specifici per se-

quenza sono stati progettati utilizzando Primer Express (Applied Biosystems); Fattore H 

umano: forward, 5′-TTACTGGGATCACATTCATTGCA-3′; reverse, 5′-

TGGCAGGCAACGTCTATAGATTT-3′; CD55 umano: forward, 5′-

TTGAAGAGTTCTGCAATCGTAGCT-3′; reverse, 5′-CTGTAACCTGGACGGCACT-

CAT-3′; CD59 umano: forward, 5′-TCTTCTGCCATTCAGGTCATAGC-3′; reverse, 5′-

TGGTAATGAGACACGCATCAAAA-3′. L'espressione relativa dei diversi mRNA è stata 

rilevata mediante il metodo SYBR green utilizzando l'analisi di quantificazione relativa Ct 

(Ct = Ct target – Ct control). In esperimenti selezionati, le EV sono state marcate con il 

colorante fluorescente rosso PKH26 (Sigma Aldrich) o trattate con una dose elevata (1 

U/mL) di RNasi (Ambion) per 1 ora a 37°C. Il bioanalizzatore e la qRT-PCR sono stati 

utilizzati per valutare il contenuto totale di RNA e la presenza di mRNA selezionati (Fattore 

H, CD55 e CD59) e microRNA (miR-126, miR-296) in EV non stimolate o trattate con 

RNasi. Le EV isolate da fibroblasti umani sono state utilizzate come controllo in tutti gli 

esperimenti. 

 

3.7.8 Modello di IRI 
Ratti maschi Wistar (peso corporeo di 250 g) sono stati anestetizzati utilizzando una camera 

di induzione con isoflurano e somministrazione intraperitoneale di ketamina (100 mg/kg). 

Un'iniezione sottocutanea di 1-2 ml di soluzione fisiologica è stata somministrata per sosti-

tuire la perdita di liquidi durante la procedura chirurgica. Dopo un'incisione addominale me-

diana, il rene destro è stato rimosso con una tecnica subcapsulare. L'arteria e la vena renale 

sinistra sono state occluse utilizzando una pinza vascolare non traumatica applicata attra-

verso l'ilo del rene per 45 minuti. Gli animali sono stati divisi nei seguenti gruppi: (1) normali 

(non trattati); (2) operati in sham (nefrectomia destra); (3) IRI (nefrectomia destra + clam-

paggio del peduncolo renale sinistro); (4) IRI + EVs di EPC (nefrectomia destra + 
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clampaggio del peduncolo renale sinistro + iniezione ev di 30 mg di EVs); (5) IRI + RNasi 

EVs di EPC (nefrectomia destra + clampaggio del peduncolo sinistro + iniezione ev di 30 

mg di EVs di EPC pretrattate con 1 U/ml di RNasi); (6) IRI + siRNA Dicer EVs di EPC 

(nefrectomia destra + clampaggio del peduncolo renale sinistro + iniezione ev di 30 mg di 

EVs derivati da EPC ingegnerizzati per knock-down Dicer mediante siRNA); (7) IRI + 

siRNA Control EVs di EPC (nefrectomia destra + clampaggio del peduncolo renale sinistro 

+ iniezione ev di 30 mg di EVs ingegnerizzati con un siRNA irrilevante); (8) IRI + Antago-

miR-126/296 EVs di EPCs (nefrectomia destra + clampaggio del peduncolo renale sinistro 

+ iniezione i.v. di 30 mg di EVs derivati da EPC trasfettati con antagomiR anti-miR-126 e 

anti-miR-296); e (9) IRI + EVs di fibroblasti (nefrectomia destra + clampaggio del pedun-

colo renale sinistro + iniezione ev di 30 mg di EVs derivate da fibroblasti coltivati). Per tutti 

i gruppi, le EVs sono state diluite in soluzione salina allo 0,9% e iniettati nella vena caudale 

immediatamente dopo IRI. Sei animali per ogni gruppo sono stati sacrificati al giorno 2 ed 

al giorno 7. I reni sono stati rimossi per istologia e immunoistochimica. Per l'istologia renale, 

sezioni di reni in paraffina spesse 5 mm sono state colorate di routine con ematossilina/eo-

sina o tricromica di Masson (Merck, Darmstadt, Germania). I cast ialini luminali e la perdita 

cellulare (denudazione della membrana basale tubulare) sono stati valutati in campi non so-

vrapposti (fino a 28 per sezione) utilizzando un obiettivo 40x (campo ad alta potenza) per 

valutare il punteggio di AKI. Il numero di cast e profili tubulari che mostrano necrosi è stato 

registrato in modalità cieca. La proliferazione è stata valutata nei ratti iniettati con bromo-

deossiridina mediante anticorpi monoclonali anti-bromo-deossiridina (Dako) o anti-antigene 

nucleare delle cellule in proliferazione (Santa Cruz Biotechnology). Il test TdT-mediated 

dUTP nick end labeling (Chemicon International, Temecula, CA) per il rilevamento delle 

cellule apoptotiche è stato eseguito secondo le istruzioni del produttore. L'infiltrazione leu-

cocitaria è stata valutata mediante colorazione con anticorpi anti-monociti (Chemicon Inter-

national) o anti-granulociti (Serotec, Oxford, UK). La colorazione immunoperossidasi è 

stata eseguita utilizzando un anticorpo anti-mouse HRP (Pierce, Rockford, IL). L'analisi al 

microscopio confocale è stata eseguita su sezioni congelate per la localizzazione di EVs 

etichettate con PKH26 all'interno dei reni dopo colorazione con un anticorpo anti-laminina 

(Sigma-Aldrich) o anti-antigene delle cellule endoteliali del ratto-1 (Serotec). Inoltre, sono 

state eseguite colorazioni specifiche in immunoistochimica per le frazioni C5b9 (MAC) e 

C3 del complemento e per i rispettivi inibitori, Fattore H, CD55 (DAF) e CD59. 

Campioni di sangue per la misurazione della creatinina sierica e dei BUN sono stati raccolti 

prima a 2 e 7 giorni dopo IRI. Le concentrazioni di creatinina sono state determinate 
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utilizzando un analizzatore di creatinina Beckman II (Beckman Instruments, Fullerton, CA). 

Il BUN è stato valutato in sangue eparinizzato utilizzando un analizzatore di chimica auto-

matizzato Beckman Synchrotron CX9 (Beckman Instruments) 

 
3.7.9 Colture cellulari di cellule tubulari endoteliali (TEnC) ed epiteliali 
(TEpC) 
Le TEnC e le TEpC primarie sono state ottenute utilizzando filtri con diverse mesh per eli-

minare i glomeruli. Le cellule isolate sono state coltivate in pozzetti rivestiti di gelatina con 

VEGF (Lonza, Basilea, Svizzera). Dopo tre passaggi in coltura, le cellule sono state ulterior-

mente separate mediante smistamento cellulare magnetico utilizzando un anticorpo anti-

CD31 accoppiato a sfere magnetiche (sistema MACS, Miltenyi Biotec, Auburn, CA) e ca-

ratterizzate per i marcatori endoteliali (CD31, CD105 e fattore von Willebrand). 

 

3.7.10 Studi in vitro 
Le TEnC e le TEpC sono state coltivate per 24 ore in una camera umidificata ermetica, 

riempita con una miscela di gas contenente 5% CO2, 94% N2 e 2% O2 a 20 atm, 37°C. Sono 

poi state piastrate su piastre a sei pozzetti ed incubate con diverse dosi di EVs marcate con 

PKH26 per 2 ore. L'internalizzazione delle EVs è stata valutata mediante microscopia con-

focale (Zeiss LSM 5 PASCAL, Jena, Germania) o FACS. 

Le TEnC e le TEpC sono state poi coltivate su piastre a 24 pozzetti e incubate con 250 µg/mL 

di 2,3-bis-(2-metossi-4-nitro-5-solfenil)-2H-tetrazolio-5-carbossanilide (XTT) (Sigma Al-

drich). I campioni sono stati analizzati in un lettore ELISA automatizzato a una lunghezza 

d'onda di 450 nm per valutare il danno citotossico. 

Le TEnC e le TEpC sono state sottoposte al test TUNEL (Chemicon Int.) e analizzate al 

microscopio a fluorescenza per rilevare le cellule apoptotiche, colorate di verde in 10 campi 

microscopici non consecutivi. 

Dopo l'incubazione con diversi tipi di EVs, l'RNA totale è stato estratto dalle cellule per 

eseguire la RT-PCR per il Fattore H, CD55 e CD59. Le cellule sono state colorate con anti-

corpi specifici diretti contro C5b-9 (Santa Cruz o Dako, rispettivamente), C3, Fattore H (Ab-

cam), CD55 o CD59 (Becton Dickinson): le cellule sono state quindi incubate con anticorpi 

anti-IgG secondari coniugati con fluoresceina-isotiocianato o ficoeritrina ed esaminate me-

diante immunofluorescenza e FACS. 
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4. Risultati 
4.1 Analisi delle caratteristiche generali della popolazione 

L’analisi dell’intera popolazione dei pazienti sottoposti a trapianto renale è stata eseguita per 

le seguenti variabili: età, sesso, BMI, metodica dialitica ed anzianità dialitica, trapianto pree-

mptive, diabete mellito, numero del trapianto (Tab 4.1; Tab 4.2; Tab 4.3). L’età media al 

trapianto è risultata essere 51,4 ± 12,7 anni; il sesso più frequente nella popolazione è risul-

tato essere quello maschile (64,3%) ed il BMI medio è risultato essere 23,9 ± 3,4. L’anzianità 

dialitica media è risultata essere 55,2 ± 57,2 mesi. Il trapianto preemptive è stato eseguito 

nel 6,7% del totale dei trapianti. Il 6,9% della popolazione soffre di diabete mellito. 

 

 

La metodica dialitica più frequente nella popolazione è risultata essere l’emodialisi (67,8%), 

seguita dalla dialisi peritoneale (14%), da entrambe le metodiche (10%) e da nessuna meto-

dica (8%). 

 

 Totale (n = 1560) % 

Età (y) 51,4 ± 12,7  

Sesso M 978 64,3 

Sesso F 543 35,7 

BMI 23,9 ± 3,4  

Anzianità dialitica (m) 55,2 ± 57,2  

Preemptive 103 6,7 

Diabete Mellito 105 6,9 

 

Tab 4.1. Caratteristiche generali della popolazione di riceventi 

Metodica dialitica Totale (n = 1560) % 

Nessuna 122 8 

Emodialisi 1032 67,8 

Dialisi peritoneale 214 14 

Entrambe 153 10 

 

Tab. 4.2. Metodica dialitica nella popolazione di riceventi 
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La maggior parte della popolazione è costituita da riceventi primo trapianto (88,3%), mentre 

solo l’11,7% è rappresentato da riceventi di trapianto successivo al primo. 

 

 

Numero del trapianto Totale (n = 1560) % 

1 1.343 88,3 

> 1 178 11,7 

Tab. 4.3. Numero di trapianto: primo trapianto o successivi 
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4.2 Analisi delle caratteristiche generali dei donatori 

L’analisi della popolazione dei donatori è stata eseguita per le seguenti variabili: età, sesso, 

BMI, diabete mellito, ipertensione arteriosa, concentrazione sierica della creatinina, GFR 

stimato con la formula di Cockroft-Gault, classificazione come ECD o SCD, classificazione 

come DCD o DBD (Tab. 4.4). L’età media dei donatori è risultata essere 55 ± 15,8 anni, più 

alta rispetto alla popolazione dei riceventi; il sesso maschile e quello femminile hanno la 

stessa frequenza nella popolazione dei donatori (49,5% e 50,4%, rispettivamente). Il BMI 

medio è risultato essere 25 ± 3,8.  Il 5,1% dei donatori soffre di diabete mellito, il 40,5% di 

ipertensione. La creatininemia media è risultata essere 0,87 ± 0,42 mg/dl, mentre l’eGFR 

medio 99,6 ± 44,5 ml/min/1,73m2. 

I donatori deceduti sono stati nella maggior parte dei casi DBD (97,6% del totale dei dece-

duti), mentre i DCD sono risultati esserne la minor parte (2,1%). Più della metà dei donatori 

DBD è risultata essere ECD (57,6% dei DBD), mentre poco meno della metà è risultata 

essere SCD (42,4%). 

 

 

 

 Totale (n = 1560) % 

Età (y) 55 ± 15,8  

Sesso M 754 49,5 

Sesso F 767 50,4 

BMI 25 ± 3,8  

Diabete Mellito 79 5,1 

Ipertensione 616 40,5 

Creatininemia (mg/dl) 0,87 ± 0,42  

eGFR (ml/min/1,73m2) 99,6 ± 44,5  

ECD 768 57,6 

SCD 566 42,4 

DCD 32 2,1 

DBD 1.334 97,6 

 

Tab. 4.4. Caratteristiche generali dei donatori 
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4.3 Analisi delle variabili legate alla caratterizzazione pretrapiantologica 

L’analisi delle variabili legate alla caratterizzazione pretrapiantologica è stata eseguita sulle 

seguenti variabili: mismatch HLA, mismatch DR, score istologico secondo Karpinski-Re-

muzzi (Tab. 4.5; Tab. 4.6) e valore percentuale del PRA virtuale, il cui valore medio è risul-

tato essere 15,9 ± 30. Nella maggior parte dei casi il punteggio di mismatch HLA tra donatore 

e ricevente è risultato essere 3 (33,4%), 4 (30,6%) e 2 (22,4%); meno frequenti sono risultati 

gli altri punteggi. Il punteggio mismatch DR è risultato essere di 1 nella metà dei casi 

(50,5%), seguito da 0 (40,1%) e 2 (5,7%). 

 

 

Totale (n = 1560) Mismatch HLA % Mismatch DR % 

0 19 1,2 611 40,1 

1 93 6,1 768 50,5 

2 341 22,4 87 5,7 

3 509 33,4   

4 466 30,6   

5 72 4,7   

6 21 1,3   

Tab. 4.5. Mismatch HLA e Mismatch DR 

 

Del totale dei donatori biopsiati (49,4% dei donatori), gli score bioptici più frequenti sono 

risultato essere 2 (17,7%) e 3 (12,7%); meno frequenti gli altri, in particolare 5 (0,2%). 

 

Score Karpinski Biopsia (n = 752, 49,4%) % 

0 27 1,8 

1 87 5,7 

2 270 17,7 

3 194 12,7 

4 47 3 

5 3 0,2 

 

Tab. 4.6. Score istologico secondo Karpinski nella popolazione di donatori sottoposti a biopsia renale 
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4.4 Analisi delle variabili legate al prelievo ed alla valutazione post-tra-
piantologica 

L’analisi è stata eseguita sulle seguenti variabili: terapia di induzione eseguita, CIT, DGF e 

necessità di dialisi, tempo necessario per il recupero della funzione renale, creatininemia, 

eGFR e proteinuria alle dimissioni, giorni di degenza, presenza di anticorpi specifici antido-

natore (DSA) ad un anno dal trapianto (Tab. 4.7; Tab. 4.8).  

Il valore medio di CIT è risultato essere 18,7 ± 5,6 ore e la riperfusione è stata applicata nel 

2,8% dei casi. La DGF si è sviluppata nel 23% della popolazione. Il tempo medio necessario 

al recupero della funzione renale è risultato essere 4,4 ± 6,5 giorni, mentre la degenza media 

22,8 ± 16,9 giorni.  

Il valore medio di creatininemia è risultato essere 1,95 ± 0,82, quello dell’eGFR 45,9 ± 19 e 

quello della proteinuria 0,46 ± 0,47. 

Il 33,7% dei pazienti a cui sono stati valutati i DSA (34% del totale della popolazione) è 

risultato esserne negativo entro 1 anno dal trapianto, mentre l’1,7% positivo. 

 

 

 

 

 

 Totale (n = 1560) % 

CIT (h) 18,7 ± 5,6  

Riperfusione 43 2,8 

DGF 351 23 

Tempo di recupero funzionale (g) 4,4 ± 6,5  

Creatininemia (mg/dl) 1,95 ± 0,82  

eGFR (ml/min/1,73m2) 45,9 ± 19  

Proteinuria (g/die) 0,46 ± 0,47  

Giorni di degenza 22,8 ± 16,9  

DSA negativi 512 33,7 

DSA positivi 26 1,7 

 

Tab. 4.7. Variabili legate al prelievo e post-trapiantologiche 
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La maggioranza dei pazienti trapiantati (78,8%) ha ricevuto come terapia di induzione anti-

IL2R (basiliximab), mentre la minor parte ATG (18,47%); solo al 2,63% sono stati sommi-

nistrati entrambi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Terapia di induzione Totale (n = 1560) % 

Anti-IL2R 1.199 78,8 

ATG 281 18,47 

Entrambe 40 2,63 

 

Tab. 4.8. Terapia di induzione eseguita 
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4.5 Analisi delle variabili relative al follow-up ed alle complicanze 

L’analisi delle variabili relative al follow-up è stata eseguita su: creatininemia, GFR e pro-

teinuria a 6 mesi, 1 anno, 3 anni, 5 anni e 10 anni (Tab. 4.9) (Fig. 4.1; Fig. 4.2; Fig. 4.3); 

l’analisi delle complicanze post-trapiantologiche a breve e lungo termine è stata eseguita su: 

espianto chirurgico, rigetto e tipologia di rigetto, fallimento del trapianto e rientro in dialisi, 

decesso (Tab. 4.10; Tab. 4.11). 

La durata media del trapianto è risultata essere 98,2 ± 68,4 mesi. 

 

 

 

 

 

 

 

Totale (n = 1560) 6 mesi 1 anno 3 anni 5 anni 10 anni 

Creatininemia 1,69 ± 0,6 1,66 ± 0,6 1,61 ± 0,6 1,63 ± 0,6 1,68 ± 0,7 

eGFR 49,8 ± 18,8 51,8 ± 27,9 53,2 ± 21 54,8 ± 24 50,8 ± 21 

Proteinuria 0,26 ± 0,4 0,29 ± 0,6 0,35 ± 0,6 0,39 ± 0,7 0,42 ± 0,7 

 

Tab. 4.9. Variabili del follow-up. La creatininemia è espressa in mg/dl; l’eGFR è espresso in 

ml/min/1,73m2; la proteinuria è espressa in g/die 

 

Fig. 4.1. Andamento dei valori medi della cretininemia in mg/dL nel tempo 
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Fig. 4.2. Andamento dei valori medi di eGFR espresso in ml/min/1.73m2 nel tempo 

 

Fig. 4.3 Andamento dei valori medi della proteinuria espressa in g/die nel tempo 
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Il rigetto ha complicato il 13,5% dei trapianti. Il 4,2% dei pazienti ha sviluppato rigetto acuto 

(31,2% del totale dei rigetti), l’8,7% di tipo cronico (64% del totale dei rigetti) e l’1,1% sia 

acuto che cronico (8,7% del totale dei rigetti). 

 

 

La complicanza più frequente nella popolazione generale è risultata essere il decesso 

(22,9%), seguita dal fallimento con rientro in dialisi (17,2%); meno frequente l’espianto del 

graft (2,3%). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Totale (n = 1560) % 

Rigetto 205 13,5 

Rigetto acuto 64 4,2 

Rigetto cronico 133 8,7 

Entrambi 18 1,1 

 

Tab. 4.10. Rigetto e tipologia di rigetto 

 Totale (n = 1560) % 

Espianto 35 2,3 

Fallimento 262 17,2 

Decesso 349 22,9 

 

Tab. 4.11. Complicanze a breve e lungo termine 
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4.6 Analisi delle dei fattori di rischio di DGF 

L’analisi dei fattori di rischio di DGF (cfr. 1.4) è stata eseguita associando ogni possibile 

rischio, determinato aprioristicamente in base all’evidenza dimostrata dalla letteratura scien-

tifica, alla manifestazione di DGF. Ogni variabile considerabile fattore di rischio per DGF è 

stata quindi analizzata nelle due seguenti sottopopolazioni: riceventi che hanno sviluppato 

IGF (cfr. 1.2) e riceventi che hanno sviluppato DGF. 

Il calcolo dell’Odds Ratio (OR) per il rischio associato alle variabili categoriche del ricevente 

(Tab. 4.12) ha dimostrato che il sesso maschile, il diabete mellito ed il trapianto successivo 

al primo rappresentano tre fattori di rischio indipendenti di DGF, con rischio di rispettiva-

mente 1,3, 1,9 e 2 volte maggiore rispetto al sesso femminile, alla popolazione senza diabete 

mellito ed ai primi trapianti. Il trapianto preemptive è risultato essere un fattore protettivo 

rispetto al trapianto non-preemptive (OR = 0,15). 

 

L’associazione di variabili continue del ricevente e DGF (Tab. 4.13) è stata valutata con il 

test T (età e BMI) ed il test di Wilcoxon-Mann-Whitney (anzianità dialitica). 

L’età media, il BMI medio e l’anzianità dialitica media della popolazione DGF sono tutte 

risultate essere significativamente maggiori rispetto alla popolazione IGF. 

 

 IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) OR p-value IC 95% 

Sesso M 736 (75,3%) 242 (24,7%) 1,3 = 0,039 1-1,6 

Diabete 67 (63,8%) 38 (36,2%) 1,9 = 0,001 1,3-3 

Preemptive 98 (95,2%) 5 (4,8%) 0,15 < 0,0001 0,06-0,3 

Trapianto > 1 115 (64,6%) 63 (35,4%) 2 < 0,0001 1,4-2,8 

 

Tab. 4.12. Fattori di rischio categorici legati al ricevente nelle sottopopolazioni IGF e DGF 

 IGF (n = 1170) DGF (n = 351) p-value IC 95% 

Età (y) 50,6 ± 13 53,9 ± 11,4 < 0,0001 50,8-52 

BMI 23,6 ± 3,4 24,9 ± 3,4 < 0,0001 23,4-23,8 

Anzianità dialitica (m) 50,1 ± 52,4 70,9 ± 67,7 < 0,0001 / 

 

Tab. 4.13. Fattori di rischio continui legati al ricevente nelle sottopopolazioni IGF e DGF 
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L’analisi del rischio di DGF associato all’aumento di età, BMI ed anzianità dialitica nel ri-

cevente è stato eseguito con regressione logistica (Tab. 4.14), che ha rivelato un aumento del 

rischio del 2%, 11% e 5%, rispettivamente, per ogni incremento di unità considerata. Ciò 

corrisponde ad un aumento del 2% del rischio per ogni anno di età, dell’11% per ogni punto 

di BMI e del 5% per ogni mese di anzianità dialitica. 

 

 

Il calcolo dell’OR per il rischio associato alle variabili categoriche del donatore (Tab. 4.15) 

ha dimostrato che il sesso maschile comporta un rischio 1,4 volte maggiore di sviluppare 

DGF; l’ipertensione arteriosa 1,7 volte maggiore; la classificazione del donatore come ECD 

(cfr. 1.4) di 1,7 volte maggiore; la classificazione come DCD (cfr. 1.4) 2,6 volte maggiore. 

Il diabete mellito nel donatore non è risultato essere un fattore di rischio statisticamente si-

gnificativo di DGF, con rischio sovrapponibile ai riceventi da non diabetici (OR = 0,9). 

 

 

 

 

 IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) OR p-value IC 95% 

Età (y) 50,6 ± 13 53,9 ± 11,4 1,02 < 0,0001 1,01-1,03 

BMI 23,6 ± 3,4 24,9 ± 3,4 1,11 < 0,0001 1,08-1,15 

Anzianità dialitica 

(m) 
50,1 ± 52,4 70,9 ± 67,7 1,05 < 0,0001 1-1,11 

 

Tab. 4.14. Rischio di DGF per l’aumento di ogni unità delle variabili continue del ricevente 

 IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) OR p-value IC 95% 

Sesso M 556 (73,7%) 198 (26,3%) 1,4 = 0,004 1,1-1,8 

Diabete Mellito 62 17 0,9 = 0,654 0,5-1,5 

Ipertensione 437 179 1,7 < 0,0001 1,3-2,1 

ECD 555 (72,3%) 213 (27,7%) 1,7 < 0,0001 1,3-2,1 

DCD 18 (56,2%) 14 (43,7%) 2,6 = 0,007 1,3-5,4 

 

Tab. 4.15. Fattori di rischio categorici legati al donatore nelle popolazioni IGF e DGF 
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L’associazione di variabili continue del donatore e DGF (Tab. 4.16) è stata valutata con il 

test T. L’età media, il BMI medio e la creatininemia media dei donatori nella popolazione 

DGF sono tutte risultate essere significativamente maggiori rispetto alla popolazione IGF. 

L’eGFR medio è risultato essere significativamente minore rispetto alla popolazione IGF. 

 

 

 

L’analisi del rischio di DGF associato all’aumento di età, BMI, creatininemia e eGFR del 

donatore è stato eseguito con regressione logistica (Tab. 4.17), che ha rivelato un aumento 

del rischio del 2%, 5%, 46%, -1% rispettivamente, per ogni incremento di unità considerata. 

Ciò corrisponde ad un aumento del 2% del rischio per ogni anno di età, del 5% per ogni 

punto di BMI, del 46% per ogni mg/dl di creatininemia e dell’1% per ogni punto di riduzione 

dell’eGFR.  

 

 IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) p-value IC 95% 

Età (y) 53,9 ± 16,2 58,7 ± 14,2 < 0,0001 54,2-55,8 

BMI 24,9 ± 3,8 25,7 ± 3,8 = 0,0008 24,9-25,3 

Creatininemia 

(mg/dl) 
0,86 ± 0,41 0,93 ± 0,44 = 0,003 0,85-0,9 

eGFR 

(ml/min/1,73m2) 
101,7 ± 46 92,4 ± 38,4 = 0,0007 97,3-101,8 

 

Tab. 4.16. Fattori di rischio continui legati al ricevente nelle sottopopolazioni IGF e DGF 

 IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) OR p-value IC 95% 

Età (y) 53,9 ± 16,2 58,7 ± 14,2 1,02 < 0,0001 1,01-1,03 

BMI 24,9 ± 3,8 25,7 ± 3,8 1,05 = 0,001 1,02-1,08 

Creatininemia 

(mg/dl) 
0,86 ± 0,41 0,93 ± 0,44 1,46 = 0,004 1,12-1,91 

eGFR 

(ml/min/1,73m2) 
101,7 ± 46 92,4 ± 38,4 0,99 = 0,001 0,991-0,997 

 

Tab. 4.17. Rischio di DGF per l’aumento di ogni unità delle variabili continue del donatore 
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Il calcolo dell’OR per il rischio associato alle variabili categoriche del prelievo ha documen-

tato che la riperfusione del rene comporta un rischio 2,47 volte maggiore di sviluppare DGF 

(p = 0,004, IC 95% = 1,33-4,59). 

L’associazione di variabili continue del prelievo e della caratterizzazione pretrapiantologica 

con DGF (Tab. 4.18) è stata valutata con il test T ed il test di Wilcoxon-Mann-Whitney.  

Il CIT medio ed il valore medio di %vPRA della popolazione DGF sono risultati essere 

significativamente maggiori rispetto alla popolazione IGF. Il punteggio medio di mismatch 

HLA e DR non è risultato essere significativamente diverso da quello della popolazione IGF. 

Il rischio di sviluppare DGF legato all’aumentare di ogni unità di CIT è stato calcolato con 

regressione logistica, che ha dimostrato un aumento del rischio del 4% per ogni ora di CIT 

aggiuntiva (OR = 1,04, p < 0,0001, IC 95% = 1,91-1,06). 

 

Il calcolo dell’OR per il rischio di sviluppare DGF associato alla terapia di induzione ha 

documentato un aumento del rischio rispetto alla non somministrazione di induzione; in par-

ticolare, l’utilizzo di anti-IL2R comporta un rischio 2 volte maggiore, l’utilizzo di ATG 3,1 

volte maggiore e l’utilizzo di entrambi 11,2 volte maggiore (Tab. 4.19). 

 

 IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) p-value IC 95% 

CIT 18,3 ± 5,5 19,7 ± 5,9 = 0,0002 18,4-19 

MM HLA 3,06 ± 1,23 3,03 ± 1,03 = 0,66 / 

MM DR 0,63 ± 0,59 0,67 ± 0,58 = 0,2 / 

%vPRA 14,4 ± 28,5 21,8 ± 34,5 = 0,01 13,6-18,1 

 

Tab. 4.18. Fattori di rischio continui legati al prelievo ed alla caratterizzazione pretrapiantologica nelle sot-

topopolazioni IGF e DGF 

Induzione IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) OR p-value IC 95% 

Anti-IL2R 879 (75,1%) 235 (67%) 2 = 0,043 1,02-3,9 

ATG 199 (17,1%) 82 (23,4%) 3,1 = 0,002 1,52-6,2 

Entrambe 16 (13,7%) 24 (68,4% 11,2 < 0,0001 4,51-28 

 

Tab. 4.19. Rischio di DGF per l’aumento di ogni unità delle variabili continue del donatore 
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4.7 Analisi delle variabili dipendenti da DGF e del follow-up 

L’analisi delle variabili continue considerate aprioristicamente come dipendenti dall’insor-

genza di DGF è stata eseguita con il test T (Tab. 4.20). 

La concentrazione sierica media della creatinina alle dimissioni, il tempo medio necessario 

per il recupero di una funzionalità renale soddisfacente ed il tempo medio di degenza sono 

risultati essere significativamente maggiori nella popolazione DGF rispetto alla popolazione 

IGF. Il eGFR alle dimissioni è risultato essere significativamente minore nella popolazione 

DGF rispetto alla popolazione IGF. 

La proteinuria alle dimissioni non ha dimostrato avere differenze significative tra le due po-

polazioni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 IGF (n = 1170) DGF (n = 351) p-value IC 95% 

Creatininemia (mg/dl) 1,76 ± 0,64 2, 58 ± 1 < 0,0001 0,9-0,72 

eGFR (ml/min/1,73m2) 49,4 ± 19,2 34,3 ± 12,8 < 0,0001 12,9-17,2 

Proteinuria (g/die) 0,46 ± 0,47 0,48 ± 0,49 = 0,566 0,44-0,49 

Tempo di recupero fun-

zionale (g) 
1,9 ± 2 12,4 ± 9,2 < 0,0001 4-4,7 

Giorni di degenza 19 ± 13 35,7 ± 21,5 < 0,0001 21,9-23,7 

 

Tab. 4.20. Variabili dipendenti dall’insorgenza di DGF nelle sottopopolazioni IGF e DGF 
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L’analisi delle variabili continue nel tempo (6 mesi, 1 anno, 3 anni, 5 anni, 10 anni) consi-

derate aprioristicamente come dipendenti da DGF è stata eseguita con il test T (Tab. 4.21). 

I valori medi della creatininemia nella popolazione DGF sono risultati essere significativa-

mente maggiori a tutti i tempi considerati rispetto alla popolazione IGF (Fig. 4.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Creatininemia IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) p-value IC 95% 

6 mesi 1,6 ± 0,55 2,02 ± 0,68 < 0,0001 1,66-1,73 

1 anno 1,57 ± 0,58 1,95 ± 0,72 < 0,0001 1,62-1,7 

3 anni 1,55 ± 0,6 1,85 ± 0,69 < 0,0001 1,57-1,65 

5 anni 1,58 ± 0,6 1,82 ± 0,63 < 0,0001 1,58-1,67 

10 anni 1,61 ± 0,61 1,97 ± 0,98 = 0,0004 1,6-1,77 

 

Tab. 4.21. Valori medi di creatininemia nelle sottopopolazioni IGF e DGF 

 

Fig. 4.4. Andamento dei valori medi della creatininemia espressa in mg/dl nel tempo nelle sottopopolazioni 

IGF e DGF 
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I valori medi di eGFR nella popolazione DGF sono risultati essere significativamente minori 

a tutti i tempi considerati rispetto alla popolazione IGF (Fig. 4.5) (Tab. 4.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

eGFR IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) p-value IC 95% 

6 mesi 51,5 ± 18,8 43,9 ± 17,5 < 0,0001 48,5-51 

1 anno 53,6 ± 29,9 45,3 ± 17,7 = 0,0003 49,9-53,7 

3 anni 54,5 ± 21,1 48,6 ± 21,1 = 0,0017 51,7-54,7 

5 anni 56 ± 24,9 50,1 ± 22,5 = 0,0108 52,9-56,6 

10 anni 51,4 ± 21,4 48,6 ± 23,7 = 0,0366 48,3-53,3 

 

Tab. 4.22. Valori medi di eGFR nelle sottopopolazioni IGF e DGF 

 

Fig. 4.5 Andamento dei valori medi di eGFR espresso in ml/min/1,73m2 nel tempo nelle sottopopolazioni 

IGF e DGF 
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I valori medi di proteinuria nella popolazione DGF non sono risultati significativamente dif-

ferenti rispetto alla popolazione IGF (Fig. 4.6) (Tab. 4.23). 

 

 

Il calcolo dell’OR per quantificare il rischio di insorgenza di rigetto ha rivelato che la popo-

lazione DGF ha un rischio di 1,8 volte maggiore rispetto alla popolazione IGF (p < 0,0001, 

IC 95% = 1,3-2,5).  

L’analisi associativa della durata generale del trapianto nelle sottopopolazioni IGF e DGF 

(valori medi di 102,2 ± 68,7 e 84,2 ± 65,5 mesi, rispettivamente) è stata eseguita con il test 

T, che ha rivelato una durata significativamente maggiore nella popolazione IGF (p < 0,0001, 

IC 95% = 94,6-101,6). 

Proteinuria IGF (n = 1.170) DGF (n = 351) p-value IC 95% 

6 mesi 0,26 ± 0,42 0,27 ± 0,27 = 0,918 0,24-0,29 

1 anno 0,29 ± 0,68 0,29 ± 0,34 = 0,980 0,25-0,33 

3 anni 0,34 ± 0,64 0,37 ± 0,63 = 0,628 0,30-0,40 

5 anni 0,38 ± 0,76 0,44 ± 0,63 = 0,455 0,33-0,46 

10 anni 0,37 ± 0,68 0,59 ± 0,99 = 0,568 0,32-0,51 

 

Tab. 4.23. Valori medi di proteinuria nelle sottopopolazioni IGF e DGF 

 

Fig. 4.6 Andamento dei valori medi della proteinuria espressa in g/die nel tempo nelle sottopopolazioni 

IGF e DGF 
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4.8 Analisi della sopravvivenza dei pazienti 

L’analisi della sopravvivenza cumulativa dei pazienti secondo Kaplan-Meier è stata eseguita 

sulla popolazione generale dei sottoposti a trapianto renale nel periodo 4/11/1998-

31/12/2021 (Fig. 4.7) e sulle sottopopolazioni selezionate (cfr. 3.2), considerando anche le 

suddivisioni secondo la variabile DGF o IGF. Per ogni analisi sono riportate le percentuali 

di sopravvissuti a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nella popolazione di riferimento. 

L’analisi della sopravvivenza della popolazione generale dei riceventi trapianto ha documen-

tato sopravvivenze di 98,5%, 93,1%, 80%, 60% e 43,3% (Tab. 4.24). 

 

 

 

Fig. 4.7. Sopravvivenza della popolazione generale dei trapiantati 

 % IC 95% 

1 anno 98,5 97,7-99 

5 anni 93,1 91,6-94,3 

10 anni 80 77,3-82,4 

15 anni 60 55,9-63,8 

20 anni 43,3 37,6-48,9 

 

Tab. 4.24. Sopravvivenza della popolazione generale a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni 
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L’analisi comparativa della sopravvivenza dei pazienti delle popolazioni IGF e DGF ha do-

cumentato una sopravvivenza significativamente maggiore nel gruppo IGF a tutti i tempi 

considerati (Fig. 4.8) (Tab. 4.25). Il rischio di DGF per la sopravvivenza del paziente è stato 

calcolato con il modello di Cox-Breslow, che ha documentato un Hazard Ratio (HR) di 1,86 

(p < 0,0001; IC 95% = 1,48-2,34). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.8. Sopravvivenza delle popolazioni IGF (0) e DGF (1) 

 IGF, % IC 95% DGF, % IC 95% 

1 anno 99,1 98,3-99,5 96,3 93,4-97,9 

5 anni 94,1 92,4-95,5 89,4 85,1-92,5 

10 anni 82,1 79,2-84,7 72,3 65,7-77,8 

15 anni 64,5 59,5-68,1 45,1 36,3-53,5 

20 anni 49,4 42,8-55,7 19,9 10,5-31,4 

 

Tab. 4.25. Sopravvivenza a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni IGF e DGF 



 80 

L’analisi comparativa della sopravvivenza dei pazienti nelle sottopopolazioni dei riceventi 

da donatore vivente (LD) e da donatore deceduto (DBD e DCD) ha documentato una so-

pravvivenza significativamente maggiore per la popolazione dei riceventi da LD a tutti i 

tempi considerati (Fig. 4.9) (Tab. 4.26).  

Il rischio sulla sopravvivenza di ricevere un rene da donatore deceduto rispetto al vivente è 

stato calcolato con il modello di Cox-Breslow, che ha documentato un HR di 2,48 (p = 0,011; 

IC 95% = 1,22-5,01). 

 

 

 

Fig. 4.9. Sopravvivenza delle popolazioni di riceventi da LD e da DBD/DCD 

 LD, % IC 95% DBD/DCD, % IC 95% 

1 anno 99,3 95,1-99,9 98,4 97,5-99 

5 anni 96 89,4-98,5 92,8 91,1-94,2 

10 anni 88,5 74,9-94,99 79,3 76,5-81,8 

15 anni 83,3 64,7-92,6 59 54,9-62,9 

20 anni / / / / 

 

Tab. 4.26. Sopravvivenza a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni di riceventi da 

LD e da DBD/DCD. La sopravvivenza a 20 anni dei riceventi da DBD/DCD è omessa, poiché non è possi-

bile il confronto con il dato dei riceventi da LD (tempo massimo = 18 anni) 
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L’analisi della sopravvivenza dei pazienti nelle sottopopolazioni dei riceventi da donatore 

standard-criteria (SCD) e da donatore expanded-criteria (ECD) ha documentato una soprav-

vivenza significativamente maggiore per la popolazione dei riceventi da SCD a tutti i tempi 

considerati (Fig. 4.10) (Tab. 4.27). Il rischio sulla sopravvivenza di ricevere un rene da ECD 

rispetto a SCD è stato calcolato con il modello di Cox-Breslow, che ha documentato un HR 

di 3,98 (p < 0,0001; IC 95% = 3,12-5). 

 

 

 

 

 

Fig. 4.10. Sopravvivenza delle popolazioni di riceventi da SCD e da ECD 

 SCD, % IC 95% ECD, % IC 95% 

1 anno 98,6 97,2-99,3 98,4 97,1-99,1 

5 anni 97,8 96,1-98,7 88,8 86,1-91,2 

10 anni 90 86,7-92,5 69,7 65,2-73,6 

15 anni 78,8 73,9-83 37,4 31,3-43,5 

20 anni 60,6 52,3-68 17,9 10,3-27,1 

 

Tab. 4.27. Sopravvivenza a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni di riceventi da 

SCD e da ECD 
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L’analisi della sopravvivenza dei pazienti nelle sottopopolazioni dei riceventi da donatore 

vivente (LD), da donatore deceduto IGF e da donatore deceduto DGF ha documentato una 

sopravvivenza significativamente maggiore per la popolazione dei riceventi da LD a tutti i 

tempi considerati (Fig. 4.11) (Tab. 4.28). Il rischio sulla sopravvivenza di ricevere un rene 

da donatore deceduto IGF e DGF rispetto a LD è stato calcolato con il modello di Cox-

Breslow, che ha documentato HR di 2,1 (p = 0,038; IC 95% = 1-4,2) e 3,8 (p < 0,0001; IC 

95% = 1,8-7,8), rispettivamente. 

 

 

Fig. 4.11. Sopravvivenza delle popolazioni di riceventi da LD, da deceduto IGF e da deceduto DGF 

 LD, % IC 95% DBD/DCD 

IGF, % 

IC 95% DBD/DCD 

DGF, % 

IC 95% 

1 anno 99,3 95,1-99,9 98,9 98-99,4 96,5 93,6-98,1 

5 anni 96 89,4-98,5 93,8 92-95,2 89,4 85-92,6 

10 anni 88,5 74,9-94,99 81,5 78,4-84,2 72,1 65,4-77,7 

15 anni 83,3 64,7-92,6 63 58,4-67,3 45 36,2-53,4 

20 anni / / / / / / 

 

Tab. 4.28. Sopravvivenza a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni di riceventi da 

LD, da deceduto IGF e da deceduto DGF. La sopravvivenza a 20 anni dei riceventi da deceduti IGF e da 

deceduti DGF è omessa, poiché non è possibile il confronto con il dato dei riceventi da LD (tempo mas-

simo = 18 anni). 
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L’analisi della sopravvivenza dei pazienti nelle sottopopolazioni dei riceventi da donatore 

SCD-IGF, SCD-DGF, ECD-IGF e ECD-DGF ha documentato una sopravvivenza significa-

tivamente maggiore per la popolazione dei riceventi da SCD-IGF a tutti i tempi considerati 

(Fig. 4.12) (Tab. 4.29; Tab 4.30). Il rischio sulla sopravvivenza di ricevere un rene da dona-

tore SCD-DGF, ECD-IGF e ECD-DGF rispetto a SCD-IGF stato calcolato con il modello di 

Cox-Breslow, che ha documentato HR di 2 (p = 0,001; IC 95% = 1,3-3,2), 4,2 (p < 0,0001; 

IC 95% = 3,2-5,6), 6,1 (p < 0,0001; IC 95% = 4,3-8,4), rispettivamente. 

 

 

 

Fig. 4.12. Sopravvivenza delle popolazioni di riceventi da SCD e ECD in base all’evento DGF 

 SCD IGF, % SCD DGF, % ECD IGF, % ECD DGF, % 

1 anno 98.9 97,2 99,2 96,1 

5 anni 98,1 96,2 90,1 85,2 

10 anni 91,5 83,6 71,5 63,4 

15 anni 81,2 67,8 40,4 29,3 

20 anni / / / / 

 

Tab. 4.29. Sopravvivenza a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni di riceventi da 

SCD e da ECD, in base all’evento DGF. La sopravvivenza a 20 anni è omessa, poiché non è possibile un 

confronto con il dato dei riceventi da ECD DGF (tempo massimo = 19 anni) 
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 SCD IGF,  

IC 95% 

SCD DGF,  

IC 95% 

ECD IGF,  

IC 95% 

ECD DGF,  

IC 95% 

1 anno 97,4-99,5 91,7-99,1 97,9-99,7 91,9-98,1 

5 anni 96,3-99 90-98,5 86,9-92,5 78,7-89,8 

10 anni 88-94 73,6-90 66,4-76 54,1-71,3 

15 anni 75,8-85,5 53,3-78,5 32,9-47,8 19,1-40,2 

20 anni 55,8-72,7 17,9-54,4 12,5-33,6 / 

 

Tab. 4.30. Intervalli di confidenza al 95% in riferimento alla Tab 4.26 



 85 

4.9 Analisi della sopravvivenza dei graft 

L’analisi della sopravvivenza cumulativa dei graft secondo Kaplan-Meier è stata eseguita 

sulla popolazione generale dei sottoposti a trapianto renale nel periodo 4/11/1998-

31/12/2021 (Fig. 4.13) e sulle sottopopolazioni selezionate (cfr. 3.2), considerando anche le 

suddivisioni delle popolazioni secondo la variabile DGF o IGF.  

Per ogni analisi sono riportate le percentuali di graft funzionanti a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 

15 anni e 20 anni nella popolazione di riferimento. 

L’analisi della sopravvivenza dei graft della popolazione generale dei riceventi trapianto ha 

documentato sopravvivenze di 97,8%, 92,3%, 81,2%, 70,1% e 59,4% (Tab. 4.31). 

 

 

 

Fig. 4.13. Sopravvivenza del graft nella popolazione generale 

 % IC 95% 

1 anno 97,8 96,9-98,5 

5 anni 92,3 90,7-93,7 

10 anni 81,2 78,6-83,6 

15 anni 70,1 66,4-73,6 

20 anni 59,4 53,5-64,8 

 

Tab. 4.31. Sopravvivenza del graft a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni 
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L’analisi comparativa della sopravvivenza dei graft nelle popolazioni IGF e DGF ha docu-

mentato una sopravvivenza significativamente maggiore nel gruppo IGF a tutti i tempi con-

siderati (Fig. 4.14) (Tab. 4.32).  

Il rischio di DGF per la sopravvivenza del graft è stato calcolato con il modello di Cox-

Breslow, che ha documentato un Hazard Ratio (HR) di 2,21 (p < 0,0001; IC 95% = 1,7-2,85). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.14. Sopravvivenza del graft nelle popolazioni IGF (0) e DGF (1) 

 % IGF IC 95% % DGF IC 95% 

1 anno 99,1 98,3-99,5 93,3 89,8-95,6 

5 anni 94,7 93,1-95,9 83,9 78,9-87,7 

10 anni 84,6 81,8-87 69,3 62,5-75 

15 anni 74,4 70,2-78,1 55,1 46,6-62,8 

20 anni 62,5 55,4-68,8 48,4 37,9-58,2 

 

Tab. 4.32. Sopravvivenza del graft a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle popolazioni IGF e 

DGF 
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L’analisi comparativa della sopravvivenza del graft nelle sottopopolazioni dei riceventi da 

donatore vivente (LD) e da donatore deceduto (DBD e DCD) ha documentato una sopravvi-

venza significativamente maggiore per la popolazione dei riceventi da LD a tutti i tempi 

considerati (Fig. 4.15) (Tab. 4.33).  

Il rischio sulla sopravvivenza di ricevere un rene da donatore deceduto rispetto al vivente è 

stato calcolato con il modello di Cox-Breslow, che ha documentato un HR di 2 (p = 0,04; IC 

95% = 1-3,9). 

 

 

 

Fig. 4.15. Sopravvivenza del graft nelle popolazioni IGF (0) e DGF (1) 

 LD, % IC 95% DBD/DCD, % IC 95% 

1 anno 99,3 95,7-99,9 97,8 96,9-98,5 

5 anni 96,5 90,6-98,7 92 90,2-93,4 

10 anni 86,7 74,3-93,3 80,8 78,1-83,3 

15 anni 86,7 74,3-93,3 69,4 65,5-72,9 

20 anni / / / / 

 

Tab. 4.33. Sopravvivenza del graft a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni di 

riceventi da LD e da DBD/DCD. La sopravvivenza a 20 anni dei riceventi da DBD/DCD è omessa, poiché 

non è possibile il confronto con il dato dei riceventi da LD (tempo massimo = 18 anni) 
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L’analisi della sopravvivenza del graft nelle sottopopolazioni dei riceventi da donatore stan-

dard-criteria (SCD) e da donatore expanded-criteria (ECD) ha documentato una sopravvi-

venza significativamente maggiore per la popolazione dei riceventi da SCD a tutti i tempi 

considerati (Fig. 4.16) (Tab. 4.34). Il rischio sulla sopravvivenza di ricevere un rene da ECD 

rispetto a SCD è stato calcolato con il modello di Cox-Breslow, che ha documentato un HR 

di 2,04 (p < 0,0001; IC 95% = 1,5-2,6). 

 

 

 

 

 

Fig. 4.16. Sopravvivenza del graft nelle popolazioni di riceventi da SCD e da ECD 

 SCD, % IC 95% ECD, % IC 95% 

1 anno 98,4 97-99,1 97,5 96-98,4 

5 anni 94 91,6-95,76 90,6 88-92,7 

10 anni 87,6 84,2-90,3 74,4 69,9-78,3 

15 anni 78,2 73,4-82,2 59,3 52,6-65,4 

20 anni 66,8 59,6-73,1 46,2 31,4-59,8 

 

Tab 4.34. Sopravvivenza del graft a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni di 

riceventi da SCD e da ECD 
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L’analisi della sopravvivenza del graft nelle sottopopolazioni dei riceventi da donatore vi-

vente (LD), da donatore deceduto IGF e da donatore deceduto DGF ha documentato una 

sopravvivenza significativamente maggiore per la popolazione dei riceventi da LD a tutti i 

tempi considerati (Fig. 4.17) (Tab. 4.35). Il rischio sulla sopravvivenza di ricevere un rene 

da donatore deceduto IGF e DGF rispetto a LD è stato calcolato con il modello di Cox-

Breslow, che ha documentato HR di 1,6 (p = 0,155; IC 95% = 0,83-3,19) e 6,8 (p < 0,0001; 

IC 95% = 1,72-6,8), rispettivamente. 

 

 

Fig. 4.17. Sopravvivenza delle popolazioni di riceventi da LD, da deceduto IGF e da deceduto DGF 

 LD, % IC 95% DBD/DCD 

IGF, % 

IC 95% DBD/DCD 

DGF, % 

IC 95% 

1 anno 99,3 95,7-99,9 99 98,1-99,5 94,2 91-96,3 

5 anni 96,5 90,6-98,7 94,4 92,6-95,8 84,2 79,2-88,1 

10 anni 86,7 74,3-93,3 84,2 81,5-86,8 70 63,2-75,7 

15 anni 86,7 74,3-93,3 73,6 69,3-77,4 55,7 47,5-63,4 

20 anni / / / / / / 

 

Tab. 4.35. Sopravvivenza a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni di riceventi da 

LD, da deceduto IGF e da deceduto DGF. La sopravvivenza a 20 anni dei riceventi da deceduti IGF e da 

deceduti DGF è omessa, poiché non è possibile il confronto con il dato dei riceventi da LD (tempo mas-

simo = 18 anni). 
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L’analisi della sopravvivenza del graft nelle sottopopolazioni dei riceventi da donatore SCD-

IGF, SCD-DGF, ECD-IGF e ECD-DGF ha documentato una sopravvivenza significativa-

mente maggiore per la popolazione dei riceventi da SCD-IGF a tutti i tempi considerati (Fig. 

4.18) (Tab. 4.36; Tab 4.37). Il rischio sulla sopravvivenza di ricevere un rene da donatore 

SCD-DGF, ECD-IGF e ECD-IGF rispetto a LD stato calcolato con il modello di Cox-

Breslow, che ha documentato HR di 1,9 (p = 0,003; IC 95% = 1,25-2,99), 1,8 (p < 0,0001; 

IC 95% = 1,38-2,6), 3,9 (p < 0,0001; IC 95% = 2,75-5,53), rispettivamente. 

 

 

 

Fig. 4.18. Sopravvivenza del graft di riceventi da SCD-IGF, SCD-DGF, ECD-IGF e ECD-DGF 

 SCD IGF, % SCD DGF, % ECD IGF, % ECD DGF, % 

1 anno 99,1 95,6 99 93,2 

5 anni 95,5 86,8 93,8 81,4 

10 anni 90 77,6 78 43,9 

15 anni 80,7 68,1 64,7 45,1 

20 anni / / / / 

 

Tab. 4.36. Sopravvivenza del graft a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni nelle sottopopolazioni di 

riceventi da SCD e da ECD, in base all’evento DGF. La sopravvivenza a 20 anni è omessa, poiché non è 

possibile un confronto con il dato dei riceventi da ECD DGF (tempo massimo = 19 anni) 
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 SCD IGF,  

IC 95% 

SCD DGF,  

IC 95% 

ECD IGF,  

IC 95% 

ECD DGF,  

IC 95% 

1 anno 97,7-99,6 89,7-98,1 97,7-99,6 88,6-96 

5 anni 93,1-97,1 78,7-91,9 91,1-95,7 74,4-86,7 

10 anni 86,4-92,6 67,4-84,9 72,9-82,3 55-72,2 

15 anni 75,5-84,9 55,7-77,7 56,6-71,7 22-56,5 

20 anni / / / / 

 

Tab. 4.37. Intervalli di confidenza al 95% in riferimento alla Tab 4.26 
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4.10 Analisi dell’efficacia della perfusione renale  

L’analisi dei livelli di creatinina e dei lattati nei campioni di perfusato raccolti a 4h ore per 

il primo rene in HMP standard ed a 2h per i reni in HMP senza e con PerSorb®, ha documen-

tato valori di creatinina e di lattati minori nei reni perfusi per 2h rispetto ai reni perfusi per 

4h; inoltre, i valori del rene in HMP con PerSorb® sono risultati minori rispetto al rene in 

HMP standard (Fig. 4.19). 

L’esame istologico eseguito con colorazione ematossilina-eosina (Fig. 4.20) ha documentato 

una sovrapposizione dei segni classici di danno tubulare (necrosi, vacuolizzazione isometri-

ca, infiltrato infiammatorio, presenza di casts, etc.) tra reni non perfusi e quelli perfusi in 

ipotermia indipendentemente dalla presenza del sorbente. Tuttavia, è possibile che una dif-

ferenza in termini istologici possa essere osservata con altri staining specifici, ad esempio 

per valutare alterazioni tipiche di senescenza e disfunzione mitocondriale. 

  
Fig. 4.19. Valori di creatinina e lattati del perfusato espressi in microM 

 
Fig. 4.20. Esame istologico con colorazione EE di tutti i campioni 
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L’analisi dell’espressione di mRNA di NGAL, marcatore di danno tubulare, è risultata essere 

minore nelle tre coppie di reni perfusi rispetto alle tre coppie di reni perfusi. Inoltre, l’espres-

sione dell’mRNA di NGAL del rene perfuso con PerSorb® è risultata minore rispetto ai reni 

perfusi con HMP standard (Fig. 4.21) 

 

L’analisi del metabolismo mitocondriale dei campioni ha documentato livelli di attività della 

catena di trasporto degli elettroni (ETC) e di ATP (Fig. 4.22) maggiori nei reni sottoposti a 

HMP rispetto a quelli sottoposti a SCS; inoltre, i risultati sono stati maggiori nel rene sotto-

posto a perfusione con PerSorb®. 

 

 

 

Fig. 4.21. Espressione dell’mRNA di NGAL di tutti i campioni 

  
Fig. 4.22. Attività della ETC espressa in nmol red cit c/min/mg prot e livelli di ATP espressi in nmol/mg 

prot in tutti i campioni 
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L’analisi dell’attività degli enzimi mitocondriali del ciclo di Krebs inclusi nello studio, ov-

vero α-chetoglutarato-deidrogenasi (Fig. 4.23), succinato-deidrogenasi (Fig. 4.24), malato-

deidrogenasi (Fig. 4.25) e citrato-sintasi (Fig. 4.26), ha documentato livelli di attività mag-

giori nel rene perfuso con PerSorb® rispetto ai reni non perfusi; lo stesso risultato è stato 

osservato anche rispetto ai reni in HMP standard. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Fig. 4.23. Attività dell’α-chetoglutarato-deidrogenasi 

espressa in nmol NADH/min/mg prot 

Fig. 4.24. Attività della succinato-deidrogenasi 

espressa in nmol FADH2/min/mg prot 

  
Fig.4.25. Attività della malato-deidrogenasi espressa 

in nmol NADH/min/mg prot 

Fig. 4.26. Attività della citrato-sintasi espressa in 

mU/mg prot 
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L’analisi dei livelli di ROS mitocondriali e TBARS mitocondriali per la quantificazione dello 

stress ossidativo nel mitocondrio ha documentato livelli minori nei reni sottoposti a HMP 

rospetto a quelli sottoposti a SCS. Inoltre, lo stress ossidativo è risultato minore nel rene 

sottoposto a HMP con PerSorb® rispetto ai reni trattati con HMP standard (Fig. 4.27). 

 

 

L’analisi del potenziale di membrana mitocondriale (cfr. 1.6) eseguita con JC1 e l’analisi 

dell’espressione del poro di transizione di permeabilità mitocondriale (mPTP) come marca-

tori di disfunzione mitocondriale hanno rivelato livelli minori di entrambi nei reni sottoposti 

a HMP rispetto a quelli sottoposti a SCS. Inoltre, il rene perfuso con PerSorb® ha dimostrato 

valori minori rispetto ai reni in HMP standard (Fig. 4.28). 

 

 

 

  
Fig. 4.27. Livelli di ROS e TBARS mitocondriali espressi in nmol/mg prot in tutti i campioni 

  
Fig. 4.28. Risultati del saggio JC1 espressi in % mitocondri green/red ed espressione di mPTP espressa in 

% di cellule fluorescenti. 



 96 

4.11 Analisi dell’efficacia della terapia biologica con EVs 

Le EPCs e le EVs derivate sono state analizzate con microscopia elettronica, Nanosight, 

FACS, bioanalizzazione degli RNA e dei miRNA con conseguente qRT-PCR degli stessi. 

La microscopia confocale (Fig. 4.29) ha documentato come le EPCs siano in grado di rila-

sciare EVs in condizioni fisiologiche ed in presenza di particolari stimoli, ad esempio l’ipos-

sia. Le immagini ultrastrutturali delle EVs raccolte dopo ultracentrifugazione hanno confer-

mato le dimensioni delle stesse, successivamente valutate anche con Nanosight. 

L’analisi Nanosight ha documentato la presenza di EVs di dimensioni eterogenee apparte-

nenti sia alla famiglia degli esosomi che a quella delle shedding vesicles, o microvescicole. 

La dimensione media delle EVs derivate da EPC è risultata essere 160nm (Fig. 4.30) 

 

 

  
Fig. 4.29. Immagini in microscopia elettronica delle EVs di EPCs 

 

Fig. 4.30. Intensità relativa espressa in concentrazione/ml E6 su dimensioni espresse in nm rilevate 

all’analisi Nanosight 
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L’analisi FACS ha documentato la presenza, sulla superficie delle EVs derivate da EPC, di 

marcatori staminali come CD34 e CD133, marcatori endoteliali come CD31, molecole HLA-

I e HLA-II, nonché diverse molecole appartenenti alla famiglia delle integrrine e delle se-

lectine, necessarie all’internalizzazione delle EVs nelle cellule bersaglio. L’analisi dei di-

versi sottotipi di RNA contenuti nelle EVs derivate da EPCs tramite Bioanalyzer ha docu-

mentato la presenza di piccoli RNA della famiglia dei miRNA, successivamente caratteriz-

zati con qRT-PCR, che ha identificato diversi miRNA con funzione proangiogenetica, proli-

ferativa, antiapoptotica ed antifibrotica (Fig. 4.31; Fig. 4.32). 

 

 

  

 

 

Fig. 4.31. Analisi delle molecole di superficie e degli RNA di EPCs e EVs di EPCs (FACS e Bioanalyzer) 

 

Fig. 4.32. miRNA contenuti in EVs di EPCs raggruppati in base alla funzione 
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Sia le EPCs che le EVs derivate da EPCs esprimono mRNA per gli inibitori del complemento 

Fattore H, CD55 e CD59. In Fig. 4.33 sono riportate le immagini citofluorimetriche e di 

immunofluorescenza per Fattore H, CD55 e CD59 sulle EPCs. Gli stessi inibitori del com-

plemento sono presenti a livello proteico sulle EVs derivate da EPCs, come rivelato dalle 

analisi con western blot e FACS (Fig. 4.34). Di interesse, il pretrattamento delle EVs con 1 

U/ml RNasi ha ridotto i livelli di tutti i sottotipi di RNA presenti nelle EVs, limitandone di 

fatto l’azione biologica. 

 

 

 

   

   
Fig. 4.33. Espressione di Fattore H, CD 55 e CD59 nelle EVs di EPCs valutata con FACS ed immunofluo-

rescenza 
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Infine, Fattore H, CD55 e CD59 sono presenti anche a livello genico sia nelle EPCs che nelle 

EVs derivate da EPCs, come confermato dall’analisi con qRT-PCR (Fig. 4.35). Tali risulatti 

suggeriscono la possibilità che le EVs derivate da EPCs trasferiscano orizzontalmente 

mRNA codificanti per gli inibitori del complemento alle cellule bersaglio danneggiate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  
Fig. 4.34. Espressione di Fattore H, CD 55 e CD59 nelle EPCs e nelle EVs di EPCs senza e con RNasi 

specifiche, valutata con western blot o FACS 

   

Fig. 4.35. Espressione di Fattore H, CD 55 e CD59 nelle EPC e nelle EVs di EPCs valutata con qRT-PCR 
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4.11.1 Effetti delle EVs di EPCs su modello di IRI in vivo 
Nel modello murino di IRI (cfr. 3.7.8), l’infusione di EVs derivate da EPCs ha indotto la 

riduzione dell’espressione di C5b-9 (MAC) e C3 del complemento (Fig. 4.36; Fig. 4.37). 

La somministrazione di RNasi specifiche ha annullato gli effetti inibitori delle EVs 

sull’espressione di C5b-9 e C3, definendo un quadro simile a quello osservabile nel gruppo 

sottoposto a IRI. 

 

 

 

 

 

Controllo IRI IRI + EVs IRI + EVs + RNasi 

    
Fig. 4.36. Immagini all’immunofluorescenza dell’espressione di C5b-9 nel gruppo di controllo, nel gruppo 

sottoposto a IRI, nel gruppo sottoposto a IRI ed infusione di EV, nel gruppo sottoposto a IRI, infusione di 

EVs e RNasi specifico 

Controllo IRI IRI + EVs IRI + EVs + RNasi 

    
Fig. 4.37. Immagini all’immunofluorescenza dell’espressione di C3 nel gruppo di controllo, nel gruppo 

sottoposto a IRI, nel gruppo sottoposto a IRI ed infusione di EVs, nel gruppo sottoposto a IRI, infusione di 

EVs e RNasi specifico 
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Gli stessi risultati sono stati confermati alla quantificazione dell’intensità relativa dell’im-

munofluorescenza (Fig. 4.38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  
Fig. 4.38. Intensità relativa dell’immunofluorescenza in tutti i gruppi per C5b-9 e C3 
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Così come la riduzione dell’espressione C5b-9 e C3 del complemento, l’infusione di EVs 

derivate da EPC ha indotto l’aumento degli inibitori del complemento Fattore H, CD55 e 

CD59 (Fig. 4.39; Fig. 4.40; Fig. 4.41). La somministrazione di RNasi specifiche ha annullato 

gli effetti stimolatori delle EVs sull’espressione degli inibitori del complemento Fattore H, 

CD55 e CD59, definendo un quadro simile a quello osservabile nel gruppo sottoposto a IRI. 

 

 

Controllo IRI IRI + EVs IRI + EVs + RNasi 

    
Fig. 4.39. Immagini all’immunofluorescenza dell’espressione di Fattore H per tutti i gruppi 

Controllo IRI IRI + EVs IRI + EVs + RNasi 

    

Fig. 4.40. Immagini all’immunofluorescenza dell’espressione di CD55 per tutti i gruppi 

Controllo IRI IRI + EVs IRI + EVs + RNasi 

    
Fig. 4.41. Immagini all’immunofluorescenza dell’espressione di CD59 per tutti i gruppi 
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Gli stessi risultati sono stati confermati alla quantificazione dell’intensità relativa dell’im-

munofluorescenza (Fig. 4.42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

   
Fig. 4.42. Intensità relativa all’immunofluorescenza in tutti i gruppi per Fattore H, CD55 e CD59 
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4.11.2 Effetti delle EVs di EPCs su colture cellulari in vitro 
Per confermare i dati ottenuti dal modello di ischemia-riperfusione in vivo, cellule endote-

liali isolate dai capillari peritubulari umani (TEnC) e cellule epiteliali tubulari umane (TEpC) 

sono state coltivate in condizione di normossia e di ipossia per valutare l’effetto protettivo 

delle EVs derivate da EPCs.  

L’analisi degli effetti citotossici e dell’attività apoptotica delle cellule TEnC e TEpC è stata 

analizzata con i saggi XTT e TUNEL, rispettivamente. Dopo aver dimostrato l’internaliz-

zazione delle EVs marcate con un fluorocoromo rosso (PKH26) sia nelle TEnC che nelle 

TEpC (Fig. 4.43), è stata osservata la riduzione degli effetti citotossici e del numero di cellule 

apoptotiche dopo la somministrazione di EVs derivate da EPCs, per entrambe le tipologie di 

cellule in condizioni di ipossia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Fig. 4.43. Localizzazione delle EVs marcate con colorante fluorescente rosso nelle 

TEnC e nelle TEpC 
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I saggi XTT e TUNEL sono stati valutati sulle seguenti gruppi: normossia; ipossia; ipossia 

e somministrazione di EVs; ipossia, somministrazione di EVs e RNasi specifiche; ipossia, 

somministrazione di EVs e siRNA (small interfering RNA) di Fattore H, CD55 e CD59; 

ipossia, somministrazione di EV e siRNA di controllo senza attività sugli inibitori del com-

plemento. 

Nelle colture con TEnC, la somministrazione di EV di EPC ha determinato la riduzione degli 

effetti citotossici, definendo un quadro simile a quello delle cellule in normossia. La sommi-

nistrazione di EVs di EPC e specifiche RNasi o siRNA ha annullato gli effetti protettivi delle 

EV, definendo un quadro simile a quello delle cellule in ipossia. La somministrazione di EV 

e siRNA di controllo ha definito un quadro sovrapponibile alla somministrazione di sole EV. 

Allo stesso modo, la somministrazione di EV ha determinato la riduzione del numero di 

cellule apoptotiche, definendo un quadro simile a quello delle cellule in normossia. La som-

ministrazione di EV e specifiche RNasi o siRNA ha annullato gli effetti protettivi delle EV, 

definendo una situazione simile a quella delle cellule in ipossia. La somministrazione di EV 

e siRNA di controllo ha invece definito un quadro sovrapponibile alla somministrazione di 

sole EV (Fig. 4.44). 

Risultati del tutto analoghi sono stati osservati nelle colture con TEpC (Fig. 4.45). 

XTT TUNEL 

  
Fig. 4.44. Risultati dei saggi XTT e TUNEL per valutare gli effetti citotossici e l’apoptosi nelle TEnC 

XTT TUNEL 

  
Fig. 4.45. Risultati dei saggi XTT e TUNEL per valutare gli effetti citotossici e l’apoptosi nelle TEpC 
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Sia sulle colture TEnC che sulle colture TEpC è stata eseguita l’analisi dell’espressione di 

mRNA codificanti per Fattore H, CD55 e CD59 con qRT-PCR. 

Per le colture TEnC la qRT-PCR ha rilevato un aumento di espressione di mRNA per tutti e 

tre gli inibitori del complemento considerati; lo stesso aumento non è stato osservato per il 

gruppo trattato con somministrazione di EV e specifiche RNasi, dove l’espressione di mRNA 

è rimasta sovrapponibile a quella osservata nel gruppo in ipossia (Fig. 4.46). 

Gli stessi risultati sono stati confermati alla quantificazione relativa degli mRNA (Fig. 4.47). 

 

 

 

Fattore H CD55 CD59 

   
Fig. 4.46. Espressione degli mRNA codificanti per Fattore H, CD55 e CD59 in qRT-PCR in TEnC 

   

   

Fig. 4.47. Quantificazione relativa degli mRNA di Fattore H, CD55 e CD59 nelle colture TEnC espresso 

in n = 2(-ΔCt) 
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Risultati del tutto analoghi sono stati osservati nelle colture con TEpC (Fig. 4.48; Fig. 4.49). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fattore H CD55 CD59 

   
Fig. 4.48.  Espressione degli mRNA codificanti per Fattore H, CD55 e CD59 in qRT-PCR in TEpC 

 
 

  

 
  

Fig. 4.49. Quantificazione relativa degli mRNA di Fattore H, CD55 e CD59 nelle colture TEpC espresso 

in n = 2(-ΔCt) 
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Sia per le colture TEnC che per quelle TEpC è stata valutata l’espressione di C5b-9 con 

immunofluorescenza, che ha rivelato in entrambi i casi una riduzione dell’espressione nel 

gruppo trattato con EV rispetto al gruppo non trattato. L’aggiunta della specifica RNasi ha 

annullato gli effetti protettivi delle EV, definendo un quadro simile al gruppo in ipossia (Fig. 

4.50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ipossia Ipossia + EV Ipossia + EV + RNasi 

   

   
Fig. 4.50. Espressione di C5b-9 in immunofluorescenza nelle colture TEnC (sopra) e TEpC (sotto) 
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L’analisi FACS è stata eseguita sia sulle colture TEnC che sulle colture TEpC per valutare 

l’espressione delle componenti C5b-9 e C3 del complemento e degli inibitori del comple-

mento Fattore H, CD55, CD59. 

L’analisi dell’espressione di C5b-9 e C3 nelle TEnC ha documentato una riduzione 

dell’espressione nel gruppo trattato con EV rispetto al gruppo non trattato. L’aggiunta di 

specifiche RNasi e siRNA ha annullato gli effetti protettivi delle EV, definendo un quadro 

sovrapponibile al gruppo ipossico, mentre l’aggiunta di siRNA di controllo ha determinato 

effetti sovrapponibili a quelli osservati nel gruppo trattato con sole EV (Fig. 4.51). 

 

 

Risultati del tutto analoghi sono stati osservati per le TEpC (Fig. 4.52). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.51. Percentuale di TEnC positive alla fluorescenza per C5b-9 e C3 rilevato all’analisi FACS 

 

Fig. 4.52. Percentuale di TEpC positive alla fluorescenza per C5b-9 e C3 rilevato all’analisi FACS 
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L’analisi dell’espressione di Fattore H, CD55 e CD59 nelle TEnC ha documentato un au-

mento dell’espressione nel gruppo trattato con EV rispetto al gruppo non trattato. L’aggiunta 

di specifiche RNasi e siRNA ha annullato gli effetti protettivi delle EV, definendo un quadro 

sovrapponibile al gruppo ipossico, mentre l’aggiunta di siRNA di controllo ha determinato 

effetti sovrapponibili a quelli osservati nel gruppo trattato con sole EV (Fig. 4.53). 

 

Risultati del tutto analoghi sono stati osservati per le TEpC (Fig. 4.54). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.53. Percentuale di TEnC positive alla fluorescenza per Fattore H, CD55 e CD59 rilevato all’analisi 

FACS 

 

Fig. 4.54. Percentuale di TEpC positive alla fluorescenza per Fattore H, CD55 e CD59 rilevato all’analisi 

FACS 
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5. Discussione 
5.1 Descrizione generale della popolazione 

L’analisi epidemiologica dell’intera popolazione dei trapiantati presso il Centro Trapianto 

Renale dell’A.O.U. Maggiore della Carità di Novara (n = 1560) ha fornito un gran numero 

di dati ed informazioni cliniche e laboratoristiche, la cui interpretazione permette da una 

parte di valutare in modo esauriente l’attività del Centro Trapianto Renale negli anni, dall’al-

tra di quantificare il rischio di sviluppare DGF in base ai diversi fattori di rischio riconosciuti 

in letteratura e di sviluppare complicanze in base alla DGF. 

L’analisi descrittiva della popolazione generale ha documentato che la maggior parte dei 

trapianti eseguiti è risultata essere il primo trapianto del paziente (88,3%), mentre solo una 

piccola parte di pazienti è stata sottoposta a trapianto successivo al primo (11,7%). Questo 

dato è incoraggiante, poiché ridurre il numero di pazienti che necessitano di un trapianto 

successivo al primo permette di gestire in modo più efficace le risorse, sia trapiantologiche 

che ospedaliere, liberando posti in lista d’attesa e consentendo a più pazienti di beneficiare 

del trapianto renale che, pur non essendo considerato una terapia salvavita e non consentendo 

di raggiungere una sopravvivenza sovrapponibile al soggetto sano, ha dimostrato essere as-

sociato ad una sopravvivenza del paziente maggiore rispetto alla dialisi (cfr. 1). 

L’età media dei riceventi è risultata essere 51,4 ± 12,7 anni, confermando che la fascia più 

frequentemente sottoposta a questo tipo di intervento è quella adulta. 

Il sesso dei riceventi è risultato più frequentemente essere quello maschile (64,3%); ciò po-

trebbe essere legato alla prevalenza maggiore di patologie che costituiscono fattori di rischio 

di nefropatia, come l’ipertensione arteriosa, nel sesso maschile. 

Il BMI medio dei riceventi è risultato essere 23,9 ± 3,4, rivelando che in media la popola-

zione dei riceventi al momento del trapianto è normopeso. 

L’anzianità dialitica media dei riceventi dializzati è risultata essere 55,2 ± 57,22 mesi (circa 

4 anni); il dato temporale è accettabile, ma va ricordato che un obiettivo fondamentale tra-

piantologia è rappresentato dalla riduzione dell’attesa necessaria per ricevere il trapianto, 

visto che questo comporta non solo una riduzione dei costi del sistema sanitario, ma anche 

un importante miglioramento della qualità di vita dei pazienti. 

La metodica dialitica più frequente è risultata essere l’emodialisi (67,8%), seguita dalla dia-

lisi peritoneale (14%); la grande differenza è probabilmente dovuta al fatto che la dialisi 

peritoneale può essere considerata solo in pazienti selezionati, in quanto richiede un’impor-

tante educazione del paziente ed una gestione della dialisi autonoma. 
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Il diabete mellito è risultato essere presente nel 6,9% della popolazione; poiché tale patologia 

rappresenta un fattore di rischio di nefropatia cronica sia sul rene nativo che sul rene trapian-

tato (oltre ad un gran numero di altre complicanze sistemiche), la riduzione maggiore possi-

bile della sua incidenza rappresenta un obiettivo fondamentale della trapiantologia e della 

medicina moderna in generale. 

L’età media dei donatori è risultata essere 55 ± anni; questo dato intermedio viene giustifi-

cato dal fatto che la causa di morte nella maggior parte dei donatori è rappresentata dal 

trauma e dall’evento cerebrovascolare, che sono più frequenti rispettivamente nella popola-

zione giovane e nella popolazione anziana. Il sesso maschile e femminile sono risultati essere 

ugualmente frequenti nella popolazione dei donatori, mentre il BMI è risultato essere di 25 

± 3,8, documentando che il donatore medio è sovrappeso. Il diabete mellito è risultato essere 

presente nel 5,1% dei donatori, mentre l’ipertensione si è rivelata di gran lunga più frequente 

(40,5%). 

La grande maggioranza dei donatori è risultata essere costituita da donatori deceduti in morte 

cerebrale (DBD, 97,6%), mentre solo una piccola parte è risultata essere costituita da dona-

tori deceduti in morte cardiaca (DCD, 2,1%). La ristrettezza del numero dei donatori DCD 

è giustificata da una parte dal fatto che spesso i reni di questi donatori, a causa della cessa-

zione della circolazione, incorrono in danni ischemici non trascurabili e, di conseguenza, 

vengono più frequentemente giudicati non idonei al trapianto; dall’altra dal fatto che l’uti-

lizzo di donatori DCD è iniziato, nel Centro Trapianto Renale dell’A.O.U. Maggiore della 

Carità di Novara, abbastanza recentemente (2018). 

La popolazione dei donatori è risultata essere divisa in SCD e ECD in modo abbastanza 

uniforme (rispettivamente 42,4% e 57,6%). L’alto numero di donatori ECD è una conse-

guenza della sempre crescente richiesta di reni per il trapianto renale, vista l’acquisizione di 

caratteristiche epidemiche della malattia renale cronica (cfr. 1). 

La creatininemia media dei donatori è risultata essere 0,87 ± 0,42 mg/dl, mentre l’eGFR 

medio è risultato essere 99,6 ± 44,5 ml/min/1,73m2; questi valori rivelano come in media la 

funzionalità renale dei donatori sia del tutto accettabile. 

I punteggi di mismatch HLA tra donatore e ricevente sono risultati essere 3 (33,4%), 4 

(30,6%) e 2 (22,4%), mentre il punteggio di mismatch DR è risultato essere 1 nella metà dei 

casi (50,5%); quesi dati sottolineano come lo scenario ideale di assenza di mismatch sia 

abbastanza infrequente, e quanto la terapia immunosoppressiva sia fondamentale nel tra-

pianto. 
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Gli score bioptici più frequenti sono risultato essere 2 (17,7%) e 3 (12,7%). Anche questo 

dato sottolinea come gli organi disponibili per il trapianto non siano spesso ideali e come 

siano quindi fondamentali strategie sempre più efficaci per rendere utilizzabili anche organi 

non ottimali. Una di queste strategie è rappresentata dalla perfusione renale ipotermica; tut-

tavia, questa non è ancora stata adottata come prassi presso diversi centri trapianti, tra cui il 

Centro Trapianto Renale dell’A.O.U. Maggiore della Carità di Novara, dove solo nel 2,8% 

dei trapianti è stato fatto ricorso alla HMP, che viene riservata solo a casi selezionati, come 

organi provenienti da donatori DCD. 

Il CIT medio nel totale dei trapianti eseguiti è risultato essere 18,7 ± 5,6 ore; questo dato è 

accettabile secondo quanto sostenuto dalla maggior parte delle linee guida trapiantologiche, 

che indicano come ottimale un CIT < 24h; tuttavia, va ricordato come la riduzione del CIT 

sia associata a migliore funzione renale nell’immediato periodo postoperatorio ed a migliore 

sopravvivenza del graft a lungo termine. Per questo motivo, la riduzione del CIT rappresenta 

uno degli obiettivi fondamentali della trapiantologia.  

La DGF si è manifestata nel 23% dei pazienti trapiantati. Come il CIT, anche la DGF è 

associata a migliore funzione renale nell’immediato periodo postoperatorio ed a migliore 

sopravvivenza del graft a lungo termine; perciò, anche la riduzione dell’incidenza di DGF 

rappresenta un obiettivo fondamentale del trapianto renale. 

Il tempo medio necessario per il recupero completo della funzione renale è risultato essere 

4,4 ± 6,5 giorni, mentre il tempo medio di degenza è risultato essere 22,8 ± 16,9 rappresen-

tando un tempo accettabile per la gestione clinica del paziente trapiantato, ma che potrebbe 

essere ridotto al fine di migliorare la qualità di vita del paziente e liberare risorse ospedaliere 

per altri pazienti. 

La creatininemia media alle dimissioni è risultata essere 1,95 ± 0,82 mg/dl, mentre l’eGFR 

medio è risultato essere 45,9 ± 19 ml/min/1,73m2, ricordando come il trapianto renale costi-

tuisca in ogni caso un evento traumatico per il graft. 

Per quanto riguarda la terapia di induzione, la maggioranza dei pazienti ha ricevuto anti-

IL2R (78,8%), mentre una minor parte ATG (18,45%), che infatti è riservato a pazienti sele-

zionati con elevato rischio immunologico. 

Il rigetto ha complicato il 13,5% dei trapianti. In particolare, il 4,2% dei pazienti ha svilup-

pato rigetto acuto, l’8,7% rigetto cronico e l’1,1% entrambi. Il rischio di rigetto è intrinseca-

mente legato al concetto di allotrapianto, ma va ricordato come uno degli obiettivi fonda-

mentali della trapiantologia è quello di ridurre al minimo la sua incidenza. 
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La complicanza a breve e lungo termine più frequente è risultata essere il decesso (22,9%), 

seguita dal fallimento del graft con rientro in dialisi (17,2%) e l’espianto del graft (2,3%). 

Anche la riduzione del numero dei fallimenti con rientro in dialisi rappresenta uno degli 

obiettivi fondamentali della trapiantologia, in quanto il mantenimento di un graft funzionale 

mantiene alta la qualità di vita del paziente e permette di sottoporre a trapianto un numero 

maggiore di pazienti. 

La durata complessiva media del trapianto renale è risultata essere 98,2 ± 68,4 mesi (circa 8 

anni), rappresentando un ottimo risultato per l’attività del Centro Trapianto Renale 

dell’A.O.U. Maggiore della Carità di Novara. 

 

5.2 Rilevanza clinica di DGF 

L’analisi della rilevanza clinica di DGF è stata eseguita associando ogni possibile rischio di 

DGF, determinato aprioristicamente in base a quanto riportato dalle principali evidenze della 

letteratura scientifica, con l’insorgenza di DGF; sono stati poi analizzati gli effetti dell’in-

sorgenza di DGF su diverse variabili e sulla sopravvivenza del paziente e del graft. 

Come atteso dall’evidenza presente in letteratura scientifica, l’età, il sesso maschile, il BMI, 

il diabete mellito, l’anzianità dialitica ed il trapianto successivo al primo sono tutti risultati 

essere fattori di rischio indipendenti di DGF. 

Il rischio di DGF aumenta del 2% per ogni anno di età aggiuntivo, dell’11% per ogni punto 

di BMI aggiuntivo e del 5% per ogni mese di anzianità dialitica aggiuntivo. Questo è legato 

al fatto che tutte le variabili considerate sono associate, tra le altre cose, ad un aumento dello 

stato infiammatorio generale del paziente. 

Il sesso maschile ha un rischio 1,3 volte maggiore, il paziente diabetico 1,9 volte maggiore 

ed il paziente che riceve un trapianto successivo al primo 2 volte maggiore di sviluppare 

DGF rispetto al sesso femminile, al paziente sano ed al paziente che riceve il primo trapianto 

di rene. Il trapianto preemptive rappresenta un fattore protettivo da DGF (OR = 0,15), come 

atteso dalla letteratura scientifica; questo è legato al fatto che i pazienti sono più spesso gio-

vani e con meno comorbilità, nonché più spesso riceventi da donatore vivente, a sua volta 

con meno comorbidità e con una funzione renale migliore rispetto al donatore deceduto; 

inoltre, il trapianto da vivente non prevede un periodo di ischemia fredda, limitando i danni 

da ischemia e riperfusione del graft. 

Come atteso dall’evidenza presente in letteratura scientifica, l’età del donatore, il sesso ma-

schile nel donatore, il BMI del donatore, l’ipertensione arteriosa nel donatore, la 
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classificazione come ECD e come DCD, l’aumento di creatininemia e la riduzione 

dell’eGFR nel donatore, sono tutti risultati essere fattori di rischio indipendenti di DGF. 

Il rischio di DGF aumenta del 2% per ogni anno di età del donatore aggiuntivo, del 5% per 

ogni punto di BMI del donatore aggiuntivo, del 46% per ogni mg/dl di creatininemia del 

donatore aggiuntivo e dell’1% per ogni ml/min/1,17m2 di eGFR in meno. 

Il sesso maschile nel donatore comporta un rischio 1,4 volte maggiore, il donatore iperteso 

1,7 volte maggiore, il donatore DCD 2,6 volte maggiore ed il donatore ECD di 1,7 volte 

maggiore per il ricevente di sviluppare DGF. L’ipertensione costituisce un fattore di rischio 

indipendente di nefropatia cronica, che aumenta la probabilità che il graft abbia una funzio-

nalità minore rispetto al donatore non iperteso. I donatori DCD sono tipicamente donatori in 

cui il danno ischemico del graft è significativamente maggiore a causa della cessazione della 

circolazione, mentre i donatori ECD sono più spesso di età avanzata e con una funzione 

renale peggiore rispetto agli SCD. 

Il rischio di DGF aumenta inoltre del 4% per ogni ora di ischemia fredda aggiuntiva; questo 

è legato al fatto che, nonostante sia posto in ipotermia per rallentarne il metabolismo, il rene 

sviluppa più danni da ischemia, accumula più metaboliti di scarto e subisce reazioni da ri-

perfusione maggiori. Il dato dimostra chiaramente come la diminuzione del CIT rappresenta 

un obiettivo fondamentale della pratica trapiantologica, in quanto permetterebbe di ridurre 

l’incidenza di DGF e migliorare la sopravvivenza a lungo termine del graft e del paziente. 

Il valore percentuale del PRA virtuale, marcatore dello stato di immunità reattiva del rice-

vente, è risultato essere maggiore nella popolazione che ha sviluppato DGF rispetto alla po-

polazione con recupero immediato della funzione renale. Tuttavia, le variabili immunologi-

che considerate (mismatch HLA e mismatch DR) non sono risultate essere significativa-

mente diverse nelle due sottopopolazioni. Questo è dovuto al fatto che, sebbene l’attivazione 

immunitaria giochi un ruolo fondamentale nella patogenesi del danno renale da ischemia ì-

riperfusione, questa è principalmente sostenuta dalle modificazioni patologiche legate 

all’ischemia ed al danno ossidativo indotto dalla riperfusione. 

I pazienti sottoposti a terapia di induzione hanno un rischio maggiore di sviluppare DGF 

rispetto alla popolazione a cui non viene somministrata terapia di induzione; in particolare, 

l’utilizzo di ATG ha rivelato un rischio maggiore rispetto all’anti-IL2R, e l’utilizzo di en-

trambe le terapie un rischio ancora maggiore. Tuttavia, questo risultato potrebbe rappresen-

tare un bias dello studio, in quanto la terapia di induzione viene, nell’attuale pratica clinica 

trapiantologica, somministrata a tutti i pazienti sottoposti a trapianti renale, ed il confronto 

con la popolazione a cui non viene somministrata (già numericamente ristretta) è stato 
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eseguito con pazienti trapiantati agli inizi dell’attività di trapianto del Centro Trapianto Re-

nale dell’A.O.U. Maggiore della Carità di Novara. L’aumento del rischio legato all’utilizzo 

di una terapia di induzione non è tanto legato alla terapia di induzione stessa, quanto alle 

caratteristiche dei pazienti ai quali la terapia di induzione viene somministrata. Infatti, la 

terapia con ATG (o l’associazione ATG e anti-IL2R) viene riservata a pazienti selezionati ad 

alto rischio immunologico, già a rischio di sviluppare DGF anche senza la terapia di indu-

zione. 

Come atteso dalla letteratura, la creatininemia media alle dimissioni e la creatininemia media 

a 6 mesi, 1 anno, 3 anni, 5 anni e 10 anni è risultata essere sempre maggiore nella popola-

zione DGF; l’eGFR medio alle dimissioni e l’eGFR medio a 6 mesi, 1 anno, 3 anni, 5 anni 

e 10 anni è risultato essere sempre minore nella popolazione con DGF rispetto ai controlli 

IGF. Invece, la proteinuria non ha dimostrato differenze significative nelle due sottopopola-

zioni, né alla dimissione né nel tempo. Tuttavia, l’analisi dell’andamento della proteinuria 

nel tempo dimostra come la differenza dei valori della popolazione DGF e della popolazione 

IGF cresca progressivamente, lasciando supporre che la differenza a lungo termine potrebbe 

essere statisticamente significativa (Fig. 4.6). 

Il tempo necessario per il recupero della funzionalità renale ed i giorni di degenza sono ri-

sultati essere maggiori nella popolazione DGF rispetto alla popolazione IGF. Ciò dimostra 

come la diminuzione dell’incidenza di DGF permetterebbe di ridurre i tempi di degenza ed 

i costi del sistema sanitario, permettendo una più efficace gestione delle risorse ospedaliere 

ed aumentando la qualità di vita del paziente. 

 

5.3 Analisi delle sopravvivenze 

L’analisi della sopravvivenza generale del paziente e del graft è risultata essere ottimale e 

sopra la media nazionale, come atteso dai dati rilasciati dal Centro Nazionale Trapianti (Fig. 

1.3). 

L’analisi comparativa della sopravvivenza del paziente e del graft nelle sottopopolazioni 

DGF ed IGF ha dimostrato una sopravvivenza significativamente minore nella popolazione 

DGF, confermando l’evidenza della letteratura che identifica la DGF come un evento pato-

genetico negativo per la sopravvivenza a lungo termine del paziente e del graft. 

L’analisi comparativa della sopravvivenza del paziente e del graft nel trapianto da vivente e 

da donatore deceduto (DBD o DCD) ha documentato una sopravvivenza significativamente 

minore per il trapianto da donatore deceduto. Questo risultato è legato da una parte al fatto 
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che la funzione renale del donatore vivente è statisticamente migliore rispetto al donatore 

deceduto, dall’altra al fatto che sia il donatore che il ricevente nel trapianto da vivente sono 

spesso più giovani e con meno comorbilità. 

I donatori DCD sono stati considerati insieme ai donatori DBD e la sopravvivenza della sola 

sottopopolazione DCD non è stata riportata, in quanto intrinsecamente accompagnata da bias 

per due motivazioni: la prima, i trapianti da DCD rappresentano un numero molto ristretto 

sul totale, poiché spesso vengono scartati ed i loro organi non allocati; la seconda, i trapianti 

da DCD hanno iniziato ad essere eseguiti presso il Centro Trapianto Renale dell’A.O.U. 

Maggiore della Carità di Novara abbastanza recentemente (2018), motivo per cui il periodo 

di osservazione massimo è di 3,5 anni e la sopravvivenza del 100% (nessun evento regi-

strato). Questo risultato falserebbe le analisi comparative della sopravvivenza dei riceventi 

da DCD, che viene riportata in letteratura come significativamente minore rispetto al dona-

tore DBD, mentre risulta essere del 100% in questo studio retrospettivo. 

L’analisi comparativa della sopravvivenza del paziente e del graft nel trapianto da donatore 

SCD e da donatore ECD ha documentato una sopravvivenza significativamente minore per 

il trapianto da donatore ECD, confermando quanto riportato in letteratura. Questo risultato 

è legato al fatto che i donatori ECD sono donatori non ideali, spesso anziani e con funziona-

lità renale ridotta rispetto ai donatori SCD; l’utilizzo di organi di donatori ECD è però ne-

cessario nella pratica trapiantologica per soddisfare la crescente richiesta di organi. 

L’analisi comparativa della sopravvivenza del paziente e del graft nel trapianto da donatore 

vivente, da donatore deceduto con IGF e da donatore deceduto con DGF ha documentato 

una sopravvivenza significativamente minore per il trapianto da donatore deceduto con IGF 

rispetto al trapianto da vivente, nonché una sopravvivenza significativamente minore per il 

trapianto da donatore deceduto con DGF rispetto al donatore con IGF. Questo dimostra che 

anche nella sottopopolazione dei donatori deceduti la DGF rappresenta una complicanza in 

grado di influenzare la sopravvivenza a lungo termine del paziente e del graft. 

L’analisi comparativa della sopravvivenza del paziente nel trapianto da donatore SCD e da 

donatore ECD, ulteriormente suddivisi in base a IGF e DGF, ha documentato una sopravvi-

venza significativamente minore per il trapianto da SCD-DGF rispetto a SCD-IGF, una so-

pravvivenza minore per il trapianto da ECD-IGF rispetto a SCD-DGF ed ancora una soprav-

vivenza minore per il trapianto da ECD-DGF rispetto a ECD-IGF. Questo risultato mette in 

luce il peso delle due variabili indipendenti DGF e donatore ECD nella sopravvivenza a 

lungo termine del paziente. 
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L’analisi comparativa della sopravvivenza del graft nel trapianto da donatore SCD e da do-

natore ECD, ulteriormente suddivisi in base a IGF e DGF, ha documentato una sopravvi-

venza significativamente minore per il trapianto da SCD-DGF rispetto a SCD-IGF, una so-

pravvivenza sovrapponibile per il trapianto da ECD-IGF e da SCD-DGF ed ancora una so-

pravvivenza minore per il trapianto da ECD-DGF. Questo interessante risultato di sovrappo-

sizione tra la sopravvivenza del graft nel trapianto da ECD-IGF e da SCD-DGF dimostra 

come la DGF sia una complicanza che inficia negativamente sulla sopravvivenza del graft 

tanto quanto il ricevere da un donatore ECD. 

L’analisi delle sopravvivenze ha quindi permesso di confermare l’evidenza riportata nella 

letteratura scientifica sull’esperienza trapiantologica di 23 anni del Centro Trapianto Renale 

dell’A.O.U. Maggiore della Carità di Novara, dimostrando come la DGF rappresenti un’im-

portante complicanza trapiantologica con effetti negativi sulla sopravvivenza del paziente e 

del graft. 

 

5.4 Risultati sperimentali sulla perfusione renale ex vivo 

Lo studio preclinico su modello animale della perfusione renale ex vivo con PerSorb® ne ha 

dimostrato l’efficace nella riduzione del danno renale da ischemia-riperfusione, tramite il 

miglioramento della funzione renale, la riduzione del danno tubulare e la riduzione dello 

stress ossidativo legato alla disfunzione mitocondriale. 

L'analisi dei livelli di creatinina e lattati nei campioni di perfusato ha mostrato risultati si-

gnificativi in termini di protezione renale. Infatti, i valori di creatinina e lattati sono risultati 

essere minori nei reni perfusi per 2 ore rispetto a quelli perfusi per 4 ore, suggerendo che 

l’allungamento dei tempi di ischemia fredda potrebbe aver peggiorato il danno ischemico. 

Inoltre, l'uso di PerSorb® durante la HMP ha ulteriormente ridotto i livelli di creatinina e 

lattati rispetto alla HMP standard, dimostrando l’efficacia di PerSorb® nel migliorare l'effi-

cacia della HMP nel ridurre il danno renale. 

L'espressione dell'mRNA di NGAL, un marcatore di danno tubulare, è risultata essere mi-

nore nei reni perfusi rispetto a quelli non perfusi, confermando che la perfusione protegge 

contro il danno tubulare. Inoltre, l'espressione di NGAL è stata ancora più contenuta nei reni 

perfusi con PerSorb® rispetto a quelli sottoposti a HMP standard. Questo dato supporta ulte-

riormente l'ipotesi che PerSorb® offra una protezione aggiuntiva contro il danno renale du-

rante la perfusione. Poiché l’aumento di NGAL è associato alla transizione da AKI a CKD, 
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è possibile supporre che la perfusione con PerSorb® potrebbe ridurre gli effetti profibrotici 

nel danno renale da IRI e quindi diminuire il rischio di sviluppare nefropatia cronica. 

L'analisi del metabolismo mitocondriale ha rivelato che i reni sottoposti a HMP avevano 

livelli di attività della catena di trasporto degli elettroni (ETC) e di ATP maggiori rispetto a 

quelli conservati in SCS, dimostrando che la HMP mantiene una migliore funzione mitocon-

driale nel tessuto renale rispetto alla SCS. Inoltre, i reni perfusi con PerSorb® hanno mostrato 

un ulteriore incremento di questi parametri rispetto ai reni trattati con HMP standard, indi-

cando che PerSorb® migliora l'efficienza energetica mitocondriale durante la perfusione. 

L'attività degli enzimi del ciclo di Krebs, tra cui α-chetoglutarato-deidrogenasi, succinato-

deidrogenasi, malato-deidrogenasi e citrato-sintasi, è risultata essere maggiore nei reni per-

fusi con PerSorb® rispetto a quelli non perfusi e a quelli in HMP standard. Questo risultato 

indica che PerSorb® non solo migliora la funzione mitocondriale generale, ma specifica-

mente aumenta l'attività degli enzimi chiave del metabolismo energetico, fornendo una pro-

tezione metabolica più completa. 

L'analisi dei livelli di ROS mitocondriali e TBARS ha indicato che lo stress ossidativo era 

minore nei reni sottoposti a HMP rispetto a quelli conservati con SCS. Ancora una volta, i 

reni perfusi con PerSorb® hanno mostrato livelli ancora più bassi di stress ossidativo rispetto 

a quelli in HMP standard, suggerendo che PerSorb® può ridurre ulteriormente il danno ossi-

dativo durante la perfusione, migliorando così la sopravvivenza e la funzione del rene tra-

piantato. 

Il potenziale di membrana mitocondriale, misurato con JC1, e l'espressione del poro di tran-

sizione di permeabilità mitocondriale (mPTP) sono stati utilizzati come marcatori di disfun-

zione mitocondriale. I risultati hanno mostrato livelli minori di entrambi i marcatori nei reni 

sottoposti a HMP rispetto a quelli in SCS, indicando una minore disfunzione mitocondriale 

con la HMP. Inoltre, i reni perfusi con PerSorb® hanno dimostrato valori ancora più bassi 

rispetto a quelli in HMP standard, suggerendo che PerSorb® può migliorare ulteriormente la 

stabilità mitocondriale durante la perfusione.  

Poiché in letteratura sono riportati studi che dimostrano come la riduzione di MMP sia un 

predittore del rischio di sviluppare DGF (cfr. 1.6), è lecito supporre che l’utilizzo di perfu-

sione renale con PerSorb®, che protegge dalla riduzione di MMP, potrebbe ridurre l’inci-

denza di DGF ed aumentare quindi la sopravvivenza a lungo termine del paziente e del graft, 

almeno in parte attraverso la riduzione della disfunzione mitocondriale. 

I risultati ottenuti, insieme al fatto che in letteratura sono presenti studi che dimostrano l’ef-

ficacia della perfusione con PerSorb® nella riduzione del danno da ischemia su altri organi, 
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ad esempio durante il trapianto di fegato (cfr. 1.11), suggeriscono che l'uso di PerSorb® du-

rante la HMP potrebbe rappresentare un significativo avanzamento nella conservazione degli 

organi per il trapianto. La capacità di PerSorb® di ridurre i livelli di creatinina e lattati, di-

minuire l'espressione di NGAL, migliorare la funzione mitocondriale e ridurre lo stress os-

sidativo e la disfunzione mitocondriale indica che questa strategia terapeutica potrebbe mi-

gliorare notevolmente gli esiti post-trapianto. 

 

5.5 Risultati sperimentali della terapia biologica in vivo ed in vitro 

L'analisi condotta sulle EV derivate da EPC ha rivelato importanti informazioni sul loro 

ruolo nella modulazione del sistema del complemento in corso di IRI. Le tecniche utilizzate, 

tra cui la microscopia elettronica, Nanosight, FACS e la bioanalisi degli RNA e dei miRNA, 

hanno permesso di caratterizzare dettagliatamente queste vescicole e il loro contenuto mo-

lecolare, fornendo una base per comprendere i meccanismi d'azione delle EV nel contesto 

dell'IRI. 

L'analisi Nanosight ha dimostrato che le EV presentano una dimensione media di 160 nm, 

con una distribuzione di dimensioni che indica una popolazione eterogenea. Questa variabi-

lità dimensionale potrebbe riflettere la presenza di diverse sottoclassi di EV, ciascuna con 

specifiche funzioni biologiche implicate nella patogenesi del danno da ischemia-riperfu-

sione. La bioanalisi dell'RNA contenuto nelle EV ha rivelato la presenza di diversi miRNA 

con attività proangiogenetica, proliferativa, antiapoptotica e antifibrotica, suggerendo che le 

EV derivate da EPC possono contribuire a una vasta gamma di processi rigenerativi e di 

protezione tissutale durante IRI. 

L'espressione di mRNA codificanti per gli inibitori del complemento, tra cui il Fattore H, 

CD55 e CD59, sia nelle EPC che nelle EV derivate, è un’importante evidenza che suggerisce 

l’esistenza di un meccanismo attraverso il quale le EV possono modulare l'attività del com-

plemento in corso di IRI. Il trattamento delle EV con RNasi specifiche ha ridotto significa-

tivamente i livelli di questi mRNA, indicando che l'RNA contenuto nelle EV possiede un 

ruolo cruciale nella capacità delle EV di modulare l’attività complemento. 

Nel modello murino di IRI, l'infusione di EV derivate da EPC ha determinato una riduzione 

dell'espressione di C5b-9 (MAC) e C3 del complemento. Questo effetto inibitorio è stato 

confermato sia dalle analisi in immunofluorescenza sia dalla quantificazione dell'intensità 

relativa dell'immunofluorescenza. La somministrazione di RNasi specifiche ha annullato 

questi effetti, riportando i livelli di C5b-9 e C3 a quelli osservati nel gruppo IRI non trattato 
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con EV. Questi risultati sottolineano l'importanza degli RNA contenuti nelle EV nel mediare 

gli effetti protettivi contro il danno sostenuto dal complemento. 

Inoltre, l'infusione di EV ha aumentato i livelli degli inibitori del complemento Fattore H, 

CD55 e CD59 nel tessuto renale murino post-IRI. Anche in questo caso, il trattamento con 

RNasi specifiche ha annullato gli effetti stimolatori delle EV, evidenziando ulteriormente il 

ruolo cruciale dell'RNA contenuto nelle EV nella modulazione del sistema del complemento. 

I risultati ottenuti suggeriscono che le EV derivate dalle EPC potrebbero rappresentare una 

strategia terapeutica promettente per ridurre il danno tissutale mediato dal complemento in 

condizioni di IRI. La capacità delle EV di ridurre l'attivazione del complemento e di aumen-

tare gli inibitori del complemento potrebbe tradursi in una protezione significativa del tes-

suto ischemico-riperfuso, migliorando gli esiti clinici. 

I risultati documentati in vivo sono stati ulteriormente analizzati in vitro. 

L’analisi degli effetti citotossici e apoptotici condotta tramite saggi XTT e TUNEL ha fornito 

informazioni significative sulla capacità delle EV derivate da EPC di proteggere le cellule 

endoteliali tubulari (TEnC) e le cellule epiteliali tubulari (TEpC) in condizioni di ipossia in 

vitro. La riduzione degli effetti citotossici e del numero di cellule apoptotiche dopo la som-

ministrazione di EV suggerisce un potenziale meccanismo protettivo mediato dalle EV. 

Sono stati valutati vari gruppi di trattamento: normossia, ipossia, ipossia con somministra-

zione di EV, ipossia con somministrazione di EV e RNasi specifiche, ipossia con sommini-

strazione di EV e siRNA per Fattore H, CD55 e CD59, e infine ipossia con somministrazione 

di EV e siRNA di controllo. I risultati hanno mostrato che la somministrazione di EV in 

condizioni di ipossia ha determinato una riduzione significativa degli effetti citotossici e 

dell’apoptosi sia nelle TEnC che nelle TEpC, riportando la situazione a un quadro simile a 

quello osservato in condizioni di normossia. 

Il trattamento con RNasi specifiche o siRNA per Fattore H, CD55 e CD59 ha annullato gli 

effetti protettivi delle EV, dimostrando che gli RNA contenuti nelle EV sono essenziali per 

mediare questi effetti. L’annullamento degli effetti protettivi da parte di RNasi e siRNA spe-

cifici, ma non da parte di siRNA di controllo, conferma il ruolo modulatorio degli RNA nella 

risposta cellulare all’ipossia. 

La qRT-PCR ha rilevato un aumento dell’espressione di mRNA per Fattore H, CD55 e CD59 

nelle TEnC e nelle TEpC trattate con EV, mentre questo aumento non è stato osservato nei 

gruppi trattati con EV e RNasi specifiche. Questo suggerisce che le EV non solo riducono 

l’attivazione del complemento ma promuovono anche l’espressione di inibitori del comple-

mento, fornendo una doppia protezione contro il danno da complemento. 
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L’analisi dell’espressione di C5b-9 e C3 mediante immunofluorescenza e FACS ha confer-

mato che le EV riducono l’attivazione del complemento nelle TEnC e TEpC. La riduzione 

dell’espressione di queste componenti del complemento nel gruppo trattato con EV rispetto 

al gruppo non trattato supporta ulteriormente l’ipotesi che le EV esercitino un effetto protet-

tivo significativo contro il danno mediato dal complemento. 

L’aggiunta di specifiche RNasi e siRNA ha annullato gli effetti protettivi delle EV, confer-

mando che gli RNA nelle EV sono fondamentali per la modulazione dell’attivazione del 

complemento. Questo risultato è coerente con i dati ottenuti per l’espressione di C5b-9, C3, 

Fattore H, CD55 e CD59, dimostrando un chiaro legame tra gli RNA nelle EV e la loro 

capacità di proteggere le cellule endoteliali e epiteliali tubulari dall’ipossia. 

In conclusione, le EV derivate da EPC mostrano un potenziale significativo come agenti 

terapeutici per la protezione delle cellule endoteliali ed epiteliali tubulari renali dal danno 

indotto da ischemia tramite la riduzione dell’attività del complemento o l’aumento 

dell’espressione di inibitori del complemento come Fattore H, CD55 e CD59.  

La comprensione dettagliata dei loro meccanismi d’azione e l’ottimizzazione delle loro ap-

plicazioni cliniche rappresentano un campo di ricerca promettente che potrebbe avere un 

impatto significativo sulla gestione della DGF nel trapianto renale. 

 

5.6 Nuova strategia per la gestione dell’IRI renale 

Il danno renale che si sviluppa durante il prelievo e la conservazione dell’organo è, come già 

descritto dettagliatamente, un danno di tipo ischemia-riperfusione. L’IRI rappresenta un’en-

tità fisiopatogeneticamente dinamica, nella quale, però, la fase di ischemia e quella di riper-

fusione possono essere considerate almeno in parte separate. Questa divisione è utile dal 

punto di vista della ricerca, per l’identificazione e lo studio di nuove strategie terapeutiche 

che agiscano efficacemente in modo specifico su una delle due fasi. 

Nella fase di ischemia i danni cellulari sono principalmente dovuti alla disfunzione mitocon-

driale ed all’impossibilità di mantenere una corretta omeostasi energetica; per questo motivo, 

l’ipotermia rappresenta una strategia ben nota ed efficace di preservazione d’organo, come 

dimostrato dalla maggior parte della letteratura scientifica in merito.  

Invece, nella fase di riperfusione i danni cellulari sono principalmente dovuti all’aumento 

dello stress ossidativo e della risposta infiammatoria, che sostengono il danno in acuto e 

possono favorire la transizione a danno renale cronico. Questo comporta la riduzione della 

funzionalità del graft ed il rischio di sviluppare complicanze a breve e lungo termine. 
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La prima proposta sperimentale che questo studio intende avanzare è l’introduzione della 

perfusione renale ibrida, ovvero una perfusione inizialmente ipotermica per minimizzare i 

danni legati alla disfunzione mitocondriale e dell’omeostasi energetica, e successivamente 

introdurre progressivamente la perfusione normotermica per migliorare precocemente la 

funzionalità del graft. 

La seconda proposta che si intende avanzare è l’utilizzo di terapie in associazione alla per-

fusione ibrida: in primo luogo, aggiungere sorbenti come PerSorb®, che ha dimostrato risul-

tati preclinici incoraggianti, per sostenere l’attività mitocondriale nella fase di ischemia e per 

ridurre la risposta infiammatoria in entrambe le fasi tramite l’adsorbimento dei mediatori 

proinfiammatori; in secondo luogo, l’utilizzo di terapia biologica tramite trapianto di mito-

condri, somministrazione di MSCs e, soprattutto, somministrazione di EVs derivate da EPC, 

che ha anch’essa dimostrato risultati preclinici incoraggianti nel ridurre la risposta infiam-

matoria ed immunitaria in acuto e ridurre il rischio di progressione a danno cronico. 

Attualmente, non esiste alcuno studio clinico in corso sull’efficacia di questa possibile stra-

tegia, che rappresenta una proposta innovativa potenzialmente rivoluzionaria in ambito tra-

piantologico. Viste le evidenze, questo studio sostiene che debba essere considerata la pos-

sibilità di valutare questa strategia tramite preclinici di conferma e, successivamente, trial 

clinici randomizzati. 

 

5.7 Punti di forza dello studio 

Lo studio retrospettivo include una popolazione di grandi dimensioni ed un tempo di osser-

vazione molto lungo, con un totale di 1.560 pazienti osservati in un arco temporale di 25 

anni (nel caso dell’analisi delle sopravvivenze, 1.406 pazienti osservati per 23 anni). 

Non solo la numerosità della popolazione generale ed il lungo tempo di osservazione, ma 

anche la grande quantità di variabili analizzate all’interno della popolazione (38) e lo studio 

sulla sopravvivenza del paziente e del graft a 1 anno, 5 anni, 10 anni, 15 anni e 20 anni, 

rappresentano importanti punti di forza dello studio. Inoltre, la quasi totalità delle analisi 

statistiche è risultata essere significativa ed ha confermato i dati descritti in letteratura scien-

tifica attesi. Infine, gli studi sperimentali hanno entrambi prodotto risultati positivi promet-

tenti, che potrebbero costituire un punto di partenza di future analisi precliniche ed eventual-

mente trial clinici. 
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5.8 Limiti dello studio  

Il principale limite dello studio clinico è rappresentato dal fatto di essere di tipo retrospettivo 

e basato su una casistica di tipo monocentrico. Pur essendo la numerosità globale dei pazienti 

studiati elevata, alcune sottopopolazioni analizzate, ad esempio la popolazione di riceventi 

da donatori DCD, sono caratterizzate da bassa numerosità, che potrebbe incidere sul calcolo 

della significatività statistica, soprattutto nelle analisi di sopravvivenza comparativa. La pre-

senza di questo limite è stata riportata e discussa ogniqualvolta si sia presentata nel corso 

dello studio. Nonostante questi limiti, i risultati riscontrati in termini di rischio di DGF e di 

sopravvivenza del paziente e del graft sono risultati essere sovrapponibili ai dati presenti 

nella letteratura scientifica internazionale. 

Per quanto riguarda lo studio della perfusione renale ex vivo, nonostante i risultati promet-

tenti è importante considerare che il modello suino studiato in un ambiente controllato po-

trebbe non riflettere pienamente le condizioni cliniche reali. Studi futuri dovrebbero concen-

trarsi su sperimentazioni cliniche per confermare l'efficacia di PerSorb® in corso di IRI in 

pazienti umani. Inoltre, ulteriori ricerche potrebbero esplorare ulteriormente i meccanismi 

molecolari attraverso i quali PerSorb® esercita i suoi effetti protettivi, al fine di ottimizzare 

ulteriormente le condizioni di perfusione e migliorare la conservazione degli organi. 

Un altro limite dello studio è rappresentato dal modello murino utilizzato per l’analisi dell’at-

tività delle EV derivate da EPC che, sebbene utile per una prima fase preclinica, potrebbe 

non riprodurre in modo esaustivo la complessità della risposta umana all'IRI. Studi futuri 

dovrebbero mirare a confermare i risultati dimostrati nel modello murino in modelli precli-

nici più complessi ed eventualmente in studi clinici. Inoltre, l'identificazione dei meccanismi 

molecolari esatti attraverso i quali gli RNA nelle EV modulano il complemento potrebbe 

offrire ulteriori marcatori diagnostici di danno da ischemia-riperfusione e target terapeutici. 

Anche l’utilizzo di modelli cellulari in vitro rappresenta una limitazione, in quanto potrebbe 

non rappresentare pienamente la complessità dell’ambiente in vivo. Gli stessi risultati an-

drebbero confermati in modelli animali ed eventualmente in studi clinici per valutare l’effi-

cacia delle EV derivate da EPC. 

 

 

 

 



 125 

6. Prospettive future 
6.1 Trapianto di mitocondri 

La disfunzione mitocondriale è una caratteristica fondamentale della patogenesi del danno 

renale da IRI (cfr. 1.6). Una possibile strategia terapeutica per ridurre il danno renale in corso 

di DGF e migliorare la sopravvivenza del paziente e del graft potrebbe essere rappresentato 

dal trapianto di mitocondri, che sosterrebbero il metabolismo energetico cellulare del tessuto 

renale riducendone la disfunzione e le lesioni. L’efficacia del trapianto di mitocondri è già 

stata descritta da diversi studi, in particolare nel campo del trapianto di cuore e nell’ischemia 

miocardica (cfr. 1.11.3).  

Come il cuore, anche il rene è un organo caratterizzato da elevata richiesta energetica fun-

zionale, per cui gli l’efficacia osservata nel trapianto di cuore potrebbero risultare utile anche 

nel trapianto di rene. Nel caso del trapianto renale, sia l’infusione che l’iniezione locale di 

mitocondri potrebbero essere strategie di somministrazione valide, poiché da una parte il 

rene è caratterizzato da un’alta attività metabolica ossidativa ed assorbirebbe i mitocondri 

infusi, dall’altra si ha l’accesso diretto al tessuto renale durante l’intervento chirurgico. 

I mitocondri trapiantati potrebbero sostenere la popolazione mitocondriale disfunzionale del 

graft (anche tramite fusione con i mitocondri danneggiati) e ripristinare la produzione di ATP 

mediante fosforilazione ossidativa, permettendo il mantenimento dell'integrità cellulare e 

delle funzioni fisiologiche delle cellule renali. In questo modo potrebbero ridurre i danni 

tissutali legati alla fase ischemica, come la deplezione di ATP e l’accumulo dei suoi catabo-

liti. Inoltre, i mitocondri trapiantati potrebbero contribuire alla riduzione dello stress ossida-

tivo tramite la produzione di enzimi antiossidanti e ridurre la quantità di ROS prodotte du-

rante la fase di riperfusione. La riduzione dei danni durante la fase ischemica e della produ-

zione di ROS durante la fase di riperfusione, nonché la riduzione degli effetti citotossici e 

dei fenomeni apoptotici, potrebbero ridurre di conseguenza l’espressione delle citochine 

proinfiammatorie e delle chemochine responsabili dell’inizio e del mantenimento della ri-

sposta infiammatoria tissutale indotta da IRI. 

In conclusione, sebbene ulteriori studi dovrebbero essere effettuati per valutare l’efficacia 

del trapianto di mitocondri nel trapianto renale, questa strategia terapeutica potrebbe rappre-

sentare una valida frontiera innovativa nel trapianto di rene. 
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6.2 Modulazione del microbioma intestinale 

Un’altra strategia terapeutica innovativa per il trattamento di DGF potrebbe essere rappre-

sentata dalla modulazione del microbioma intestinale. I linfociti T posseggono un importante 

ruolo nella patogenesi dell’AKI (cfr. 1.5) (274) e diversi studi hanno dimostrato che il mi-

crobioma intestinale può influenzare la loro attività (275).  

Recentemente, Gharaie et al. ha documentato come, in un modello murino di danno renale 

da IRI, la modulazione del microbioma intestinale tramite somministrazione di amoxicillina 

ha migliorato il recupero della funzione renale e ridotto la fibrosi(276). Questi stessi risultati 

non sono stati osservati nel gruppo di controllo germ-free (GF), confermando come gli effetti 

protettivi debbano necessariamente essere legati al microbioma. Allo stesso modo, questi 

risultati non sono stati osservati nel gruppo knockout per CD8, mentre sono rimasti validi 

nel gruppo knockout per CD4, lasciando supporre che gli effetti protettivi dell’amoxicillina 

siano mediati, almeno in parte, dai linfociti T CD8+. Il trattamento con amoxicillina ha de-

terminato modificazioni di molteplici popolazioni batteriche intestinali, riduzione 

dell’espressione di geni proinfiammatori e profibrotici, come IL-1β, IL-17, TNF-α e TGF-

1β, riduzione dell’attività di neutrofili e macrofagi, nonché aumento dell’espressione di 

FOXP-3 e di inibitori del checkpoint immunitario, come PD-1. 

Tuttavia, i meccanismi attraverso cui le modificazioni del microbioma indotte da amoxicil-

lina agiscono sull’attività immunitaria e sul miglioramento del danno renale da IRI riman-

gono poco esplorate. 

Gharaie et al. hanno anche osservato che la somministrazione preventiva di amoxicillina 

prima del danno renale acuto non ha determinato gli stessi effetti protettivi; ciò lascia sup-

porre che i meccanismi attraverso cui la modulazione del microbioma intestinale regoli l’at-

tività immunitaria in corso di danno renale da IRI siano ancora da comprendere a fondo. 

Sebbene ulteriori studi preclinici siano necessari per comprendere maggiormente le sue basi 

biologiche e molecolari, la modulazione del microbioma intestinale potrebbe costituire una 

nuova frontiera promettente nel trapianto renale. 
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7. Conclusioni 
Lo studio retrospettivo sulla popolazione dei pazienti trapiantati presso il Centro Trapianto 

Renale dell’A.O.U. Maggiore della Carità di Novara ha permesso di valutare la storia tra-

piantologica generale e confermare l’evidenza riportata nella letteratura scientifica in modo 

approfondito e dettagliato. Questo studio ha incluso un'ampia gamma di pazienti riceventi 

trapianto renale, offrendo così un'analisi completa e rappresentativa dell'attività del centro. 

Sono stati presi in esame numerosi parametri clinici, sia di tipo demografico, sia chirurgico, 

sia del follow-up, la cui interpretazione ha permesso di ricavare e contestualizzare le diverse 

dinamiche che influenzano il successo del trapianto. Tutti i fattori di rischio di DGF descritti 

nella letteratura scientifica sono stati attentamente analizzati ed associati all’evento DGF, 

valutandone l’effetto negativo o protettivo. Tra questi fattori, sono stati inclusi la qualità ed 

il tempo di ischemia fredda del graft, le condizioni preesistenti del donatore e del ricevente. 

Lo studio ha documentato come i risultati siano stati quasi sempre sovrapponibili a quelli 

riportati dall’evidenza scientifica, confermando la validità dei fattori di rischio noti e for-

nendo ulteriore supporto empirico alla letteratura esistente. 

In particolare, l’analisi delle sopravvivenze ha confermato che la DGF rappresenta una com-

plicanza trapiantologica significativa, associata alla riduzione della sopravvivenza a lungo 

termine, sia del paziente che del graft. Questo risultato sottolinea l’importanza di identificare 

e mitigare i fattori di rischio associati alla DGF per migliorare gli esiti del trapianto renale.  

Gli studi preclinici sperimentali presentati hanno fornito entrambi risultati promettenti, of-

frendo nuove prospettive per il miglioramento delle terapie nel trapianto renale.  

La perfusione renale ipotermica ex vivo con l'ausilio di sorbente ha documentato una minore 

disfunzione mitocondriale ed una migliore funzionalità renale a breve termine. Questo ap-

proccio innovativo ha dimostrato di poter preservare meglio la funzione mitocondriale, ri-

ducendo così il rischio di danni cellulari e migliorando la qualità del graft durante il periodo 

critico di conservazione e trasporto. L'efficacia della perfusione renale ipotermica con sor-

bente rappresenta un risultato significativo verso il miglioramento degli esiti del trapianto 

renale, potenzialmente aumentando il numero di reni disponibili e la loro qualità. 

Parallelamente, la somministrazione in vivo ed in vitro di vescicole extracellulari derivate 

da cellule progenitrici endoteliali (EPCs) ha documentato una serie di effetti benefici note-

voli. Queste vescicole extracellulari hanno dimostrato di possedere proprietà inibitorie sulla 

risposta infiammatoria, che spesso caratterizza il trapianto renale. Inoltre, hanno dimostrato 

di avere effetti proangiogenetici, aspetto cruciale per il ripristino della perfusione del graft e 
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la rigenerazione del tessuto renale danneggiato. Gli effetti proliferativi ed antiapoptotici 

delle vescicole extracellulari derivate da EPCs sono stati altresì significativi. Questo aspetto 

è fondamentale per prevenire la perdita cellulare e sostenere il recupero funzionale del rene. 

Inoltre, la riduzione del rischio di progressione verso il danno renale cronico rappresenta un 

altro traguardo importante, poiché l'uso di queste vescicole potrebbe quindi offrire una nuova 

strategia terapeutica per prevenire la cronicizzazione del danno, migliorando la qualità della 

vita dei pazienti e riducendo la necessità di terapie sostitutive come la dialisi o trapianti 

successivi. 

L’aspetto più innovativo e potenzialmente più rivoluzionario proposto dallo studio è quello 

di utilizzare una perfusione renale ibrida, combinando la perfusione ipotermica alla perfu-

sione normotermica, in associazione all'uso di sorbente e alla terapia biologica con vescicole 

extracellulari (EVs). Questo approccio promettente consentirebbe di trovare il giusto equili-

brio tra la riduzione del danno cellulare e il recupero rapido della funzionalità del graft, con 

il duplice risultato di ridurre significativamente il rischio di sviluppare DGF e di aumentare 

la sopravvivenza sia del paziente che del graft nel lungo termine. 

La perfusione renale ibrida sfrutta i vantaggi di entrambe le tecniche di perfusione: infatti, 

l'ipotermia è efficace, nelle fasi iniziali, nel ridurre il metabolismo cellulare e nel minimiz-

zare il danno ischemico durante la conservazione del graft; successivamente, la progressiva 

transizione alla perfusione normotermica determinerebbe il ripristino graduale della tempe-

ratura fisiologica dell’organo, da una parte consentendo una migliore valutazione della fun-

zionalità renale pre-trapianto e dall’altra favorendo la riparazione del tessuto danneggiato. 

L'aggiunta del sorbente aiuta a rimuovere le tossine e i prodotti di scarto accumulati, miglio-

rando ulteriormente l'ambiente interno del graft e sostenendone l’attività metabolica mito-

condriale. Parallelamente, la terapia biologica con EVs derivate da EPCs comporta signifi-

cativi benefici in senso antinfiammatorio, proangiogenetico, proliferativo ed antiapoptotico. 

Questo approccio combinato potrebbe non solo ottimizzare la funzionalità precoce del graft, 

ma anche prolungarne la durata nel tempo, riducendo così la necessità di ulteriori interventi 

medici e migliorando la qualità della vita dei pazienti trapiantati. 

L'implementazione di questi studi risulta cruciale per portare avanti l'innovazione nel campo 

della trapiantologia renale e per offrire nuove speranze ai pazienti affetti da insufficienza 

renale terminale. Si auspica quindi che studi preclinici di conferma vengano condotti per 

validare i risultati promettenti ottenuti finora e che, successivamente, trial clinici randomiz-

zati possano essere approvati per valutare l'efficacia e la sicurezza nell’uomo di questa nuova 

frontiera del trapianto renale. 
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