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ABSTRACT 

Spontaneous urea dissociation in water solution is a prominent source of protein carbamylation in our body. 

Protein carbamylation is a well-known phenomenon since early seventies. Some years ago, much interest in the 

diagnostic power of carbamylated protein arouse. Recently the target of the researches focused on its potential 

cardiovascular pathogenicity. Some authors claimed that this could be a reason for higher cardiovascular mortality 

in uremic patients. Nutritional therapy, amino acids supplementation and intensive dialysis regimen are some of 

the therapeutic tools tested to lower the carbamylation burst in this population. 
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ABSTRACT 

La dissociazione dell‟urea rappresenta una fonte primaria di carbamilazione proteica all‟interno del nostro 

organismo. E‟ noto dagli anni „70 che questo fenomeno possa avere ripercussioni in campo clinico e terapeutico. 

Nei decenni passati un grande interesse è stato posto circa il potenziale valore diagnostico della carbamilazione 

proteica nei pazienti uremici. Negli ultimi anni è cresciuto soprattutto l‟interesse riguardo alla sua possibile 

patogenicità cardiovascolare che potrebbe spiegare, almeno in parte, l‟aumentato rischio cardiovascolare nei 

pazienti uremici. La terapia nutrizionale, le supplementazioni di amminoacidi e regimi dialitici intensivi 

rappresentano alcune delle armi terapeutiche che sono state testate per contrastare questo fenomeno nei nostri 

pazienti. 
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Biochimica del cianato e della carbamilazione 

Il cianato (acido cianico) è una molecola che deriva dalla dissociazione spontanea in soluzione 

acquosa dell‟urea; la reazione completa porta alla produzione di cianato e ammoniaca e in vitro 

tale reazione è spostata dalla parte della formazione dell‟urea per oltre il 99% (1). Il cianato, 

dunque, è un composto azotato che si produce fisiologicamente nel nostro organismo, ma solo in 

piccole quantità e si pone spontaneamente in equilibrio col suo isomero più reattivo isocianato. 

La concentrazione plasmatica in individui sani di isocianato è di circa 50 nmol/L (1), un valore che, 

tuttavia, è circa mille volte inferiore rispetto a quanto previsto dai parametri cinetici di 

decomposizione dell‟urea. La stessa osservazione è stata fatta nei pazienti uremici, dove la 

concentrazione di isocianato rilevata era sì aumentata (140 nmol/l), ma comunque di gran lunga 

inferiore a quanto atteso (2). La spiegazione di questo fenomeno è che, poiché come detto l‟acido 

isocianico è molto reattivo, parte di questo composto viene consumato come substrato di altre 

reazioni chimiche. In particolare il cianato è in grado di cedere il gruppo “carbamoile” (-CONH2) ad 

una molecola organica e questa reazione è generalmente indicata con il nome di carbamilazione. 

In realtà il termine chimico più appropriato, e raccomandato dalla “International Union of Pure and 

Applied Chemistry”, sarebbe carbamoilazione (3), ma nella gran parte della letteratura scientifica è 

utilizzato il primo termine. 

L‟isocianato può reagire con gruppi aminici, tiolici, carbossillici e fenolici, ma non con i gruppi 

ossidrilici (4); i gruppi amminici, in particolare, legano in maniera covalente e irreversibile l‟acido 

isocianico. La reazione di carbamilazione può interessare il gruppo amminico degli amminoacidi 

liberi o la catena laterale di alcuni amminoacidi (come la lisina) incatenati in peptidi. In 

quest‟ultimo caso si realizza la carbamilazione proteica, un fenomeno chimico di modificazione 

post-traduzionale delle proteine, che fa parte di un gruppo di reazioni non enzimatiche coinvolte 

nell‟invecchiamento molecolare proteico (come, ad esempio, glicazione, ossidazione, 

carbonilazione, acetilazione, ecc). Queste modificazioni post-traduzionali sono tutte caratterizzate 

dalla formazione di legami covalenti e irreversibili con le proteine; i prodotti di queste reazioni 

sono indicati globalmente con la dizione di “Post-Translational Modification-Derived Products” 

(PTMDPs) (5, 6). I PTMDPs possono trasformarsi in proteine anomale con un alterato 

funzionamento biologico, soprattutto se si determinano errori del ripiegamento tridimensionale. 

Le proteine a più lunga emivita, avendo a disposizione un maggior tempo di contatto per le 

reazioni non enzimatiche, sono quelle più facilmente coinvolte in questo tipo di processi. I PTMDPs 

possono anche essere sfruttati in clinica a scopo diagnostico, come ad esempio accade per 

l‟emoglobina glicata A1c (HbA1c) che è da molto tempo comunemente impiegata per il follow up 

del diabete mellito (7). 

 
 

Sorgenti di carbamilazione e metodiche di misurazione 

La dissociazione dell‟urea, come accennato prima, rappresenta una sorgente di cianato e quindi di 

carbamilazione, ma non è l‟unica. Un importante lavoro pubblicato su Nature Medicine nel 2007 

ha evidenziato che le mieloperossidasi (MPO), gli enzimi presenti nei neutrofili e nei macrofagi, 

sono in grado di carbamilare dei substrati in presenza di tiocianato e perossido di idrogeno nei siti 

di infiammazione (8). Questa osservazione ha fatto notevolmente crescere l‟interesse circa il ruolo 

della carbamilazione proteica, dal momento che questo meccanismo non è da considerarsi 

specifico solo dei pazienti uremici ma è condiviso anche dal più grande insieme dei pazienti con 

infiammazione cronica. Nello stesso lavoro si osservava che, se il tiocianato è normalmente 

presente nel plasma derivante da alcuni alimenti (in particolare verdure e mandorle), i suoi valori 

plasmatici sono sensibilmente aumentati nei fumatori. Ciò suggerisce che la carbamilazione 
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proteica possa essere un link che unisce fumatori e uremici per quanto riguarda il rischio 

cardiovascolare, come vedremo tra poco. 

Per valutare quantitativamente la presenza di substrati carbamilati è necessario fare delle 

misurazioni dirette. Sono disponibili numerose metodiche con queste finalità, la più utilizzata 

prevede la misurazione dell‟omocitrullina, una molecola che deriva dalla carbamilazione della 

lisina. E‟ possibile con la “stable-isotope-dilution high performance liquid chromatography” (HPLC) 

associata alla “tandem mass spectrometry” (MS/MS), misurare la quota di omocitrullina legata a 

proteine, dopo idrolisi acida delle proteine stesse. In questa maniera si ottiene una misura 

attendibile dell‟intera quota del cosiddetto “carbamylation burst” (8, 9). Altre metodiche utilizzate 

misurano specifiche proteine carbamilate, come emoglobina, albumina, LDL. L‟emoglobina 

carbamilata (cHb), ad esempio, è stata utilizzata come marker di carbamilazione e, sebbene sia 

meno accurata dell‟omocitrullina, diversi studi ne hanno dimostrato delle potenziali utilità come 

marker dei livelli ematici di urea (9). Uno studio ha valutato i livelli di cHb in pazienti ricoverati per 

insufficienza renale acuta (IRA) con creatinina superiore a 5,7 mg/dl e pazienti con valori di 

creatinina simili ma noti per avere insufficienza renale cronica (IRC) in fase di stabilità. I risultati 

dello studio hanno evidenziato come i livelli di cHb fossero chiaramente più alti nel gruppo di 

pazienti affetti da IRC, riflettendo il diverso tempo di esposizione agli alti valori di urea. Inoltre nel 

gruppo di pazienti con IRA, quelli che avevano mostrato di avere delle riacutizzazione di IRC, e 

quindi presentavano una componente cronica di riduzione della funzione renale, avevano valori 

più alti di cHb rispetto agli altri. L‟analisi statistica dei risultati indicava come non solo la cHb avesse 

un potenziale di predittività positiva e una specificità molto elevata nella discriminazione tra danno 

acuto e danno cronico, ma che fosse anche utile nel fornire informazioni circa la componente di 

cronicità del danno in corso di IRA (10). Un altro studio ha confermato questi risultati evidenziando 

come la cHb rappresenti non solo una discriminante tra IRA e IRC ma anche un indizio per “datare” 

l‟insorgenza dell‟IRA. Si è osservato, infatti, che la cHb incrementava, come atteso, con il 

trascorrere del tempo di esposizione ad alti valori di urea plasmatica, e quindi forniva informazioni 

sulla durata dell‟IRA (11). Inoltre nel paziente emodializzato, dove i livelli di urea oscillano con le 

sedute emodialitiche, la cHb rappresenta un marker fedele dei livelli di urea medi cui il paziente è 

esposto (12). 

 
 

Esempi di effetti biologici della carbamilazione proteica 

Negli anni „70 l‟urea fu utilizzata come agente terapeutico nell‟anemia falciforme. In questa 

malattia la presenza di una mutazione genetica puntiforme determina una sostituzione 

amminoacidica (acido glutammico con valina) in un punto della catena beta dell‟emoglobina. Ciò 

comporta una precipitazione in fibrille dell‟emoglobina all‟interno del globulo rosso con 

conseguente alterazione morfologica delle emazie, la cosiddetta falcizzazione. Sperimentalmente 

l‟urea era in grado di prevenire e addirittura invertire questo processo di falcizzazione e uno dei 

meccanismi d‟azione proposti fu la carbamilazione dell‟emoglobina S da parte dell‟isocianato 

derivante dall‟urea (13, 14). Per questo motivo, successivamente, fu suggerito di utilizzare 

direttamente il sodio cianato come agente terapeutico (15). Tuttavia questa molecola manifestò 

numerosi effetti collaterali, tra cui lo sviluppo di cataratta e neuropatia periferica (14). Si è chiarito 

in seguito che la cataratta era secondaria alla carbamilazione del α-cristallina, cui conseguiva 

l‟opacamento del cristallino. Oggi è noto che le modificazioni post-traduzionali delle proteine, tra 

cui la carbamilazione, contribuiscono in modo sostanziale allo sviluppo della cataratta correlata 

all‟invecchiamento (16). 

Negli anni successivi diversi studi hanno osservato come la carbamilazione interferisse con l‟attività 

enzimatica ed ormonale delle proteine. Ad esempio l‟insulina carbamilata ha un‟affinità 
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consistentemente ridotta per il proprio recettore (17, 18), mentre l‟eritropoietina (EPO) 

carbamilata, in vitro, perde la capacità di stimolare la produzione di globuli rossi (19). A questo 

proposito è stato osservato che dopo 3 mesi dall‟inizio del trattamento emodialitico i livelli di 

albumina carbamilata (cAlb) correlavano positivamente con la resistenza all‟eritropoietina (EPO), 

calcolate come EPO resistance index (20). 

E‟ stato anche proposto che la carbamilazione possa essere coinvolta nella patogenesi della 

malattia di Alzheimer, essendo in grado di promuovere l‟associazione in polimeri della proteina tau 

(21). 

Una recente e importante acquisizione è stata anche fatta nel campo della patogenesi dell‟artrite 

reumatoide, dove la carbamilazione della lisina ad omocitrullina nel tessuto sinoviale è risultata in 

grado di indurre una risposta infiammatoria T-mediata molto più spiccata della citrullinazione 

dell‟arginina, nonostante gli anticorpi anti proteine citrullinate siano tra i marker principali di 

questa patologia. In base a queste osservazioni anticorpi contro le proteine carbamilate sono stati 

evidenziati in molti pazienti affetti da questa patologia (22). 

Un‟altra interessante segnalazione riguarda l‟amiloidosi secondaria a malattie infiammatorie 

croniche, una patologia in cui è ancora necessario chiarire quali fattori favoriscano la deposizione 

del materiale proteico, essendo questo fenomeno non costante in tutti i pazienti. E‟ stato notato in 

un recente studio che la carbamilazione nella regione N-terminale della proteina SAA murina ne 

aumenta notevolmente le proprietà amiloidogeniche in colture cellulari e pertanto questo 

fenomeno potrebbe giocare un ruolo anche in vivo (23). 

 
 

Carbamilazione proteica come fattore di rischio cardiovascolare 

Uno degli aspetti più interessanti della carbamilazione proteica è quello che riguarda la sua 

associazione con le malattie cardiovascolari. Secondo alcuni autori la carbamilazione potrebbe 

fornire almeno una parte della risposta sul perché aumenti il rischio cardiovascolare negli uremici, 

a parità di fattori di rischio tradizionali (24). 

Negli anni recenti le osservazioni sul ruolo delle MPO nei siti flogistici, come detto in precedenza, 

ha indotto a pensare che la carbamilazione proteica possa giocare un ruolo più ampio, ad esempio 

nei fumatori, ed ha aumentato l‟interesse anche da parte di chi non si occupa nello specifico di 

malattia renale cronica. 

 
 

Studi sperimentali 

Uno dei meccanismi più studiati riguarda la carbamilazione delle lipoproteine, in particolare il 

potenziale ruolo pro-aterogeno delle LDL carbamilate (cLDL). E‟ noto che l‟aterogenesi è un 

fenomeno complesso in cui giocano un ruolo fondamentale: il danno endoteliale, l‟infiltrazione di 

macrofagi e cellule infiammatorie, la modificazione delle apolipoproteine, in particolare delle LDL, 

la proliferazione delle cellule muscolari lisce con produzione di matrice extra-cellulare; le cLDL 

sembra possano essere implicate in vari di questi processi. E‟ stato evidenziato, in vitro, che le cLDL 

perdono affinità rispetto alle LDL normali (nLDL) per il recettore presente sui fibroblasti (25) e ciò 

ridurrebbe la clearance plasmatica di queste lipoproteine come è stato dimostrato nel plasma di 

coniglio (26). Uno studio ha dimostrato come, in vitro, le cLDL ma non le nLDL siano in grado di 

indurre danno su endociti di coronarie umani e di stimolare la proliferazione delle cellule muscolari 

lisce della parete vascolare (27), due degli eventi chiave dell‟aterosclerosi. Questi fenomeni sono 

comuni anche ad altre LDL modificate come quelle ossidate e glicosilate. Le cLDL, inoltre, inducono 

disfunzione endoteliale attraverso l‟espressione di radicali liberi dell‟ossigeno (ROS) per attivazione 
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della NADPH-Ossidasi, in questo modo si riduce la biodisponibilità del monossido d‟azoto (NO) 

essenziale per la funzione endoteliale (28). Le cLDL sono anche in grado di legare il recettore 

scavengers dei macrofagi, altro evento significativo nell‟aterosclerosi (29, 30). 

Non solo le cLDL ma anche la carbamilazione delle HDL sembra poter giocare un ruolo 

nell‟aterosclerosi. Le HDL carbamilate (cHDL) sono risultate tossiche per le cellule endoteliali (31) e 

non attivano altrettanto efficacemente la LCAT (lecitina-colesterolo acetil transfersasi) che è uno 

dei principali enzimi attraverso cui le HDL attivano dei pathway antinfiammatori (9, 32). La 

carbamilazione delle HDL riduce anche l‟efflusso di colesterolo dalla cellula; a ciò consegue 

sperimentalmente l‟accumulo di colesterolo e la formazione di gocce lipidiche all‟interno dei 

macrofagi (32); inoltre le cHDL sono state rinvenute all‟interno di lesioni aterosclerotiche 

nell‟uomo (32). 

Infine la carbamilazione del collagene presente nella matrice extracellulare ne stimola il 

rimodellamento attraverso l‟attivazione dei monociti; questi, rilasciando la metalloproteinasi-9, 

inducono riassorbimento della matrice e ciò può favorire la rottura delle placche aterosclerotiche 

(33). 

 
 

Studi clinici 

La concentrazione plasmatica di cLDL, come atteso, è effettivamente maggiore nei pazienti 

emodializzati rispetto ai controlli sani (27), ma quale sia il valore clinico di questo dato è la 

domanda cui hanno tentato di rispondere alcuni studi. In un lavoro condotto su 96 pazienti con IRC 

(eGFR medio 35 ml/min) gli sperimentatori hanno diviso la popolazione in esame in due metà 

rispetto al valore mediano delle cLDL e, dopo un follow up di quasi 5 anni, hanno notato che gli 

eventi cardiovascolari e la mortalità erano significativamente più alti nel gruppo con maggiori livelli 

di cLDL (28). In un altro studio su due popolazioni di complessivamente 1000 pazienti è stato 

osservato come il carico di carbamilazione proteica fosse un potente predittore di eventi 

cardiovascolari, anche dopo aggiustamento per tutti i fattori di confondimento(8). Questi dati sono 

stati confermati in uno studio apparso su JASN e condotto su 347 pazienti in emodialisi cronica; 

dopo 5 anni di follow up i pazienti appartenenti ai due terzili più alti per livelli di carbamilazione 

avevano una mortalità cardiovascolare sensibilmente più alta, anche dopo aggiustamento per tutti 

i fattori di confondimento (34). 

Le più importanti casistiche in questo ambito derivano da sottoanalisi di due trials: il “Die Deutsche 

Diabetes Dialyse Studie (4D study)” e l‟ARMORR study. Il 4D study era stato disegnato per 

investigare la riduzione di rischio cardiovascolare associata alla terapia ipocolesterolemizzante con 

atorvastatina in una popolazione di 1161 pazienti affetti da diabete mellito ed in trattamento 

dialitico. La sottoanalisi, dopo un follow up di 4 anni, ha dimostrato che i pazienti con valori più 

elevati di cAlb presentavano un aumento sia della mortalità globale che di morte cardiaca 

improvvisa e per scompenso cardiaco congestizio (35). Sorprendentemente non c‟era però 

correlazione con lo stroke e l‟infarto del miocardio, come sarebbe stato lecito attendersi. Nello 

stesso studio è stato osservato che sebbene l‟analisi complessiva del 4D study non avesse 

evidenziato vantaggi dell‟abbassamento del colesterolo con atorvastatina nella popolazione in 

esame (il colesterolo in questi pazienti presenta il tipico effetto “U”), effetti vantaggiosi erano 

presenti nei pazienti appartenenti al terzile più basso per livelli di cAlb. Gli autori hanno ipotizzato 

che la carbamilazione delle LDL possa essere un meccanismo che disperde i vantaggi della terapia 

ipocolesterolemizzante in questa popolazione (35). 

La sottoanalisi dell‟ARMORR study (disegnato per investigare i markers predittivi di mortalità in 

187 pazienti in emodialisi) ha confermato che i pazienti con i livelli di cAlb più elevati presentavano 
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un notevole incremento del tasso di mortalità ad 1 anno, anche dopo gli opportuni aggiustamenti. 

E‟ interessante notare come i markers tradizionali dell‟efficacia dialitica collegati all‟urea (urea, 

urea reduction rate e Kt/V) non abbiano dimostrato alcun valore prognostico a differenza della 

cAlb (36). 

 
 

La carbamilazione proteica come target di terapia 

A questo punto il passo successivo è domandarsi cosa succede agli outcomes cardiovascolari e alla 

mortalità se un intervento terapeutico mira a ridurre il carico di proteine carbamilate. Uno studio 

ha osservato che nei pazienti in cui si raggiunge una riduzione del 25% dei livelli basali di cAlb si 

associa un decremento della massa del ventricolo sinistro ed un incremento dei valori di albumina 

totali (37). Il dato sull‟albumina sierica è interessante e suggerisce l‟ipotesi che la carbamilazione 

degli amminoacidi liberi contribuisca allo stato di malnutrizione che colpisce parte della 

popolazione di dializzati perché sottrae questi amminoacidi alla possibilità di essere utilizzati per la 

sintesi proteica. I pazienti in emodialisi presentano livelli plasmatici elevati di amminoacidi 

carbamilati, con valori che possono essere addirittura superiori a quelli degli amminoacidi liberi 

normali (38), i quali a loro volta sono comunque ridotti rispetto ai controlli (39); in questo bilancio 

è necessario considerare che un ruolo può essere giocato dal trattamento emodialitico che è 

gravato di una certa rimozione di amminoacidi. Il trattamento dialitico, tuttavia, rimuove anche gli 

amminoacidi carbamilati e ciò potrebbe favorire i processi anabolici a patto che gli amminoacidi 

liberi siano opportunamente rimpiazzati. Se questi invece scarseggiano la formazione di cAlb è 

maggiore perché sono presenti meno substrati da carbamilare (40). A questo proposito si è 

ipotizzato che la somministrazione di amminoacidi liberi possa fungere da bersaglio del processo di 

carbamilazione, prevenendo la carbamilazione di substrati proteici più nobili; inoltre le 

supplementazioni potrebbero fornire un supporto nutritivo al paziente che, com‟è emerso da studi 

condotti su larghe coorti di pazienti in emodialisi, è in grado di ridurre la mortalità (41). 

Sperimentalmente la supplementazione di amminoacidi, quali cisteina e istidina, si è rivelata in 

grado di ridurre la carbamilazione delle proteine (36) ed un recente trial ha confermato in vivo 

questi dati. Per 8 settimane 23 pazienti incidenti in emodialisi sono stati trattati con amminoacidi 

per via endovenosa e si è osservata una riduzione di cAlb del 15% rispetto al gruppo di controllo 

(42). 

Un‟altra strategia terapeutica punta ad agire sull‟efficacia dialitica in quanto una maggiore 

rimozione dell‟urea può ridurre la disponibilità di cianato per la carbamilazione. Un recente trial, 

condotto su 33 pazienti emodializzati, ha dimostrato che nel braccio di trattamento sottoposto a 

sedute emodialitiche intensive di 7-8 ore 3 volte alla settimana, era presente una significativa 

riduzione dei livelli di cAlb dopo 1 anno (43). La combinazione di dialisi intensiva e 

supplementazioni con amminoacidi potrebbe rappresentare un approccio ottimale per abbattere il 

carbamylation burst. 

Infine è recentissima la dimostrazione che la terapia nutrizionale è efficace nel ridurre il carico di 

carbamilazione proteica nei pazienti in IRC. Un regime dietetico definito Very Low Protein Diet 

(VLPD), caratterizzato da introito proteico di sole proteine vegetali 0,3-5 g/Kg di peso corporeo/die 

insieme ad una miscela di chetonaloghi, è stato testato in uno studio cross over su 60 pazienti 

contro la dieta libera (Free Diet FD 1 gr di proteine /Kg di peso/die) e la dieta mediterranea (MD 

0,7-0,8 gr di prot/Kg di peso/die). La VLPD, inducendo il consumo di urea per la sintesi di 

amminoacidi essenziali, ha consentito di raggiungere livelli di urea plasmatica molto ridotti con 

conseguente notevole riduzione dell‟omocitrullina. Questo studio ha così suggerito un ulteriore 

potenziale vantaggio di un‟appropriata terapia nutrizionale nel paziente nefropatico, da sommare 

a benefici più consolidati, come quelli sul metabolismo del fosforo e sull‟equilibrio acido-base (44). 
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Conclusioni 

Attraverso questa review abbiamo provato ad illustrare i molti campi di interesse che la 

carbamilazione proteica ha suscitato nel mondo della ricerca nefrologica. Ovviamente negli ultimi 

anni l‟interesse si è focalizzato sull‟aspetto cardiovascolare del problema; anche perché è 

comprensibile che individuare nuovi fattori di rischio cardiovascolari modificabili nella popolazione 

uremica sarebbe di fondamentale importanza. 

Un altro aspetto interessante è che queste osservazioni sulla carbamilazione proteica aggiungono 

un altro capitolo sulla diatriba circa la tossicità dell‟urea. Forse troppo precocemente si è pensato 

di derubricare l‟urea a semplice marker dialitico, in realtà sta diventando opinione comune 

che non tanto l‟urea in sé, ma i suoi effetti “indiretti” (come la carbamilazione proteica e 

l‟alterazione del microbiota) siano molto dannosi per i pazienti nefropatici. 
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