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ABSTRACT

L'interesse nella determinazione del numero di nefroni del rene risale agli anni ’60, quando e stato messo
a punto dal gruppo di Neal Bricker un importante metodo di laboratorio per la stima ex vivo del numero
totale di nefroni nei reni. Con gli anni sono stati elaborati vari metodi per stimare nel modo piu preciso
possibile il numero di nefroni anche nel vivente. Tali metodi moderni si servono di dati quali la densita
glomerulare, la percentuale di glomeruli in sclerosi calcolate da campioni bioptici e il volume renale.
Questo ultimo puo essere misurato mediante risonanza magnetica o TAC o mediante particolari
metodologie ecografiche. Dal momento che la riduzione del numero di nefroni funzionanti &
strettamente connessa con un aumento del rischio di progressione di malattia renale (soprattutto nei
pazienti con proteinuria [20]) e di ipertensione, la sua introduzione nella pratica clinica potrebbe
permettere una piu precisa stratificazione del rischio evolutivo nei pazienti con malattia renale e una
migliore comprensione dei meccanismi che contribuiscono alla perdita di nefroni funzionanti.

PAROLE CHIAVE: numero di nefroni, biopsia renale, malattia renale cronica
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Introduzione

L'interesse nella determinazione del numero di nefroni del rene risale agli anni ‘60, quando
Damadian, Shawayri e Bricker misero a punto il primo metodo di laboratorio per la determinazione
del numero di nefroni nei reni [1]. L'unita funzionale del rene, il nefrone, varia in numerosita fra
varie specie, con caratteristiche che sono determinate da un adeguato sviluppo fetale [2]. Nell’'uomo
il numero complessivo di nefroni varia a seconda della stima: da 850.000 nefroni [3] a 1.429.000 [4],
con variazioni in base all’etnia [5]. L'effetto del genere (maschile/femminile) sul numero di nefroni
€ meno evidente: in alcuni modelli murini (topi B6) le femmine hanno piu nefroni dei maschi, mentre
in altri ceppi (C3H) non vi sono differenze fra i due sessi [6]. Inoltre, variazioni nel numero di nefroni
sono state associate a diverse condizioni cliniche come l'ipertensione: gli adulti ipertesi hanno infatti
una media di 702.000 nefroni, inferiore a quella di soggetti normotesi con una media di 1.429.000

[4].

In corso di malattia renale cronica si verifica una perdita della funzione renale dovuta al danno di
singoli nefroni e una ipertrofia ed iperfiltrazione dei nefroni residui. Quest’ultimo fenomeno puo
causare danno ai nefroni superstiti. Un possibile meccanismo dovuto all’iperfiltrazione consiste in
un maggior fabbisogno energetico dei nefroni superstiti, una inadeguatezza dell’apporto vascolare
con ipossia, ischemia, acidosi [7] (Figura 1).

Conoscere il numero di nefroni di un soggetto e rilevante alla luce della correlazione tra basso
numero di nefroni alla nascita e un aumentato rischio di malattia renale cronica e ipertensione [7, 8],
aggravato da uno stile di vita sedentario [9]. Inoltre, I'obesita, insieme ad altre condizioni alla base
di lesioni renali acute o croniche, provoca una riduzione del numero di nefroni funzionanti e di
conseguenza progressione della malattia renale [10]. Anche il diabete determina un deterioramento
progressivo della massa nefronica [11].
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Con l'eta il numero di nefroni diminuisce e questo € uno dei meccanismi che determina la
diminuzione della funzione renale eta-dipendente [12]. Sulla base di una serie di autopsie, il tasso di
perdita di nefroni per rene é stato stimato a circa 6.800 nefroni per rene all’anno [13]. Da un ulteriore
studio effettuato su donatori viventi di rene, il tasso di perdita di nefroni risulta essere di circa 6.200
nefroni per rene all’anno con una velocita di perdita che aumenta con I'eta [14].

Numerose condizioni, oltre all’obesita, portano ad un ridotto numero di nefroni. Forme congenite
di basso numero di nefroni sono causate da basso peso alla nascita, sesso femminile (anche se, come
discusso, questo dato non é replicato in modelli animali), bassa statura da adulti, reni ipoplasici,
nascita pretermine, ridotta crescita intrauterina [15, 16]. Tutte le forme di malattia renale cronica
(inclusa quella diabetica) si associano a una perdita di nefroni. Altri aspetti, invece, come
I'ipertensione hanno una relazione causa-effetto meno chiara, poiché se I'ipertensione causa danno
glomerulare, & anche noto che un ridotto numero di nefroni pud causare ipertensione.

Numerosi sono stati i progressi, fino ad oggi, sulla determinazione del numero di nefroni. La micro-
TAC con mezzo di contrasto permette, ad esempio, di visualizzare i singoli glomeruli (e quindi contare
i nefroni) [17]. Tuttavia, & possibile avere un’adeguata stima del numero di nefroni conoscendo la
densita di glomeruli da biopsie renali e il volume della corticale renale. Questa ultima & conoscibile
tramite risonanza magnetica [18], ecografia e tomografia computerizzata [19].

Con la risonanza magnetica, il volume renale viene calcolato misurando i tre assi del rene, la cui
forma viene approssimata a quella di un ellissoide; per impostazione predefinita vengono misurati i
diametri longitudinale e trasversale del rene, e il volume renale ¢ calcolato applicando la formula di
approssimazione: volume = lunghezza x larghezza x profondita media x 0,5 [18]. Per quanto riguarda
le tecniche ecografiche di calcolo del volume renale, una delle formule utilizzate & I'’equazione
dell’ellissoide (lunghezza x larghezza x spessore x m/6) e un’equazione aggiustata (lunghezza x
larghezza x spessore x 0,674). Tale calcolo & stato validato dal confronto con tecniche di misurazione
del volume renale che si servono della tomografia assiale computerizzata (TC) tramite il conteggio
dei voxel, che & considerato il criterio standard [19].

Partendo dal volume renale che quindi puod essere calcolato anche semplicemente tramite
I’ecografia renale, si puo facilmente ricavare il numero di nefroni, integrando i dati acquisiti con
parametri bioptici quali la densita glomerulare e la percentuale di glomeruli sclerotici [20]. Il nostro
scopo, infatti, € quello di chiarire 'importanza della determinazione di questo parametro e di
proporne l'introduzione nella pratica clinica con il fine di avere un determinante in pil, oltre al
filtrato renale (eGFR) e ai marcatori di danno renale (proteinuria), per una piu precisa stratificazione
del rischio di pazienti affetti da malattia renale.

Storia del calcolo del numero di nefroni

Uno dei pilt antichi metodi per la conta dei nefroni fu messo a punto nel 1965 da Damadian, Shawayri
e Bricker tramite un esperimento condotto su cani, allo scopo di quantificare i nefroni con glomeruli
perfusi che non contribuiscono con il loro filtrato all’urina finale. Questi sfruttarono una tecnica a
doppio marcatore per il rilevamento simultaneo in vivo della perfusione glomerulare e della
filtrazione glomerulare. Come marcatore di perfusione e stato utilizzato I'inchiostro di china mentre
I’emoglobina e stata usata come marcatore di filtrazione. | risultati con il metodo dell’inchiostro di
china in vivo su reni normali sono stati confrontati strettamente con i valori ottenuti nei reni
controlaterali con la tecnica standard di perfusione di ferrocianuro in vitro [1]. Nel 1972, Jean-Piere
Bonvalet, Monique Champion, Frida Wanstok e Gu Berjal ripresero il metodo di Damadian: ratti
sottoposti a un dosaggio letale di anestetico venivano nefrectomizzati, i reni venivano privati della
capsula e successivamente macerati in una soluzione di acido cloridrico (HCI) al 50% a 37° C per 105
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minuti, poi mantenuti in 250 ml di acqua distillata a 4° C per un giorno, prima di effettuare la conta.
Il giorno seguente, ogni rene veniva posto in una fiala che veniva leggermente agitata a mano per
ottenere una sospensione omogenea di glomeruli e frammenti di vasi e tubuli. Aliquote da 1 ml della
sospensione venivano poi riposte in celle di plexiglas, e infine i glomeruli venivano contati con un
microscopio a un ingrandimento di 40x.

Tale metodo e stato utilizzato con lo scopo di valutare se I'aumento del numero di nefroni fosse
responsabile dell’ipertrofia compensatoria che si verificava in ratti nefrectomizzati. | risultati
mostrano che I'aumento del numero di nefroni si verificava solo nei ratti nefrectomizzati nei primi
50 giorni di vita, suggerendo che la nefrogenesi sia conservata nei ratti piu giovani ma non risulta
piu presente nei topi di maggiore eta [21].

I metodo di Damadian [1] per la conta del numero di nefroni & stato rivisitato con un protocollo
sperimentale proposto da un gruppo dell’Universita del Mississippi [22]. Entrambi i metodi si basano
sulla tecnica di macerazione in acidi del tessuto renale. In breve, il rene viene sminuzzato e
degradato mediante una soluzione di acido cloridrico. Questo portera all’isolamento dei glomeruli
che possono cosi essere diluiti in un volume noto, contati in un microscopio capovolto, cosi da
poterne stimare infine il numero totale [22].

Con gli anni sono stati elaborati vari metodi per stimare nel modo piu preciso possibile il numero di
nefroni anche nei viventi [20]. Tali metodi moderni si servono di dati quali la densita glomerulare e
la percentuale di glomeruli in sclerosi, calcolate da campioni bioptici [23], e del volume renale che
puo essere stimato a partire dalla risonanza magnetica con la formula dell’ellissoide che si serve
delle misure dei tre assi dell’organo. Si tratta solo di una delle metodiche effettuate per calcolare il
volume renale e tale formula, anche se molto utilizzata, tende a sottostimare sistematicamente il
volume renale [18]. Un’altra formula che si usa per calcolare il volume renale partendo da risonanza
magnetica e I'ellissoide KV-3, messa a punto da Higashihara nel 2015 con l'intento di avere una
precisa stima del volume di reni policistici: ellissoide-KV3 = 84 + 1,01 x 1t/24 x Lunghezza x (somma
di due misurazioni di larghezza) [24]. Tale calcolo é stato validato dal confronto con tecniche di
misurazione del volume renale che si servono della tomografia assiale computerizzata (TC) ed il
principio di Cavalieri. In pratica, conoscendo la distanza (d) fra le scansioni assiali, si calcola su
ciascuna scansione (i) I'area del rene (Aj), ed il volume viene stimato tramite la seguente formula
(principio di Cavalieri):

V=d*5Ai

Si sommano quindi le aree nelle varie scansioni e si moltiplica il tutto per la distanza fra una sezione
e la successiva [19]. La limitazione di questa metodologia & che richiede I'uso di raggi X, € pili costosa,
e richiede tempo per I'analisi perché & necessario delimitare manualmente il profilo del rene su ogni
immagine. Normalmente almeno dieci immagini sono necessarie per avere una stima valida del
volume renale usando questa tecnica. Inoltre & possibile stimare il volume del rene con I'ecografia
[25], anche se si tratta di una metodica operatore-dipendente e quindi piu difficilmente
riproducibile, ma sicuramente meno dispendiosa per il paziente.

Calcolo del numero di nefroni

L'interesse per il calcolo del numero di nefroni deriva principalmente dall’ evidenza che esistono
diverse condizioni patologiche renali, come la sindrome nefrosica, nell’lambito delle quali il
decadimento della funzione renale & spiegato in larga parte dalla riduzione del numero di nefroni
funzionanti [20]. Per effettuare tale calcolo bisogna conoscere il volume della corticale renale (VRC).
E possibile calcolare questo parametro partendo dal volume renale totale (VRT) misurato tramite
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ecografia usando la formula dell’ellissoide KV-3 proposta da Higashihara nel 2015: ellissoide-KV3 =
84 + 1,01 x /24 x Lunghezza x (somma di due misurazioni di larghezza) [25]. Oltre al VRC &
necessario ricavare dalle biopsie prima il volume dei glomeruli non sclerotici (Vnsg), quindi la densita
del volume di glomeruli non sclerotici (DglomNSG) servendosi del modello stereologico proposto da
Weibel-Gomez nel 1962 [26]. In questo modo e possibile avere una stima di informazioni
tridimensionali partendo dalle immagini istologiche in due dimensioni. Una volta che si € in possesso
del VRC e della DglomNSG, & possibile calcolare il numero totale di nefroni (TNN) con la formula
seguente:

TNN = DglomNSG (n/mm?3) x VRC (mm?3) /1.81 (Figura 2)

dove il denominatore 1.81 rappresenta un fattore di correzione del restringimento subito dal tessuto
istologico per la perdita della perfusione sanguigna [20].

.)_..

VRC DglomNSG

1.81

Numero di nefroni in differenti patologie del glomerulo

La formula descritta e stata utilizzata in una ricerca svolta dal nostro team e pubblicata [20] per
stimare il numero di nefroni in diverse glomerulopatie mediante uno studio pilota trasversale
retrospettivo su un campione di 107 pazienti che hanno effettuato una biopsia renale. | criteri di
inclusione erano: (i) diagnosi istologica di glomerulosclerosi focale e segmentale (GSFS), nefropatia
membranosa (MN), nefropatia diabetica (DN), nefropatia a lesioni minime (MCD), nefropatia da IgM
(IsMN), nefropatia da IgA (IgAN), nefrite lupica; (ii) eta compresa tra 20 e 60 anni. Tramite esame
ecografico dei reni e stato calcolato il VRC sfruttando la formula ellissoide KV-3 e, successivamente,
applicando la formula per il calcolo del numero totale di nefroni riportata di seguito: TNN =
DglomNSG (n/mm?3) x VRC (mm?3) /1.81. Dalle biopsie renali sono stati calcolati il Vnsg e la DglomNSG
con la formula di Weibel-Gomez. | risultati mostrano che (i) il numero totale di nefroni &
inversamente correlato alla pressione sistolica, (ii) nelle malattie caratterizzate da proteinuria, come
la GSFS, MN e la DN, la variazione dell’eGFR ¢ direttamente correlata al numero totale di glomeruli

G Ital Nefrol 2022 - ISSN 1724-5990 - © 2022 Societa Italiana di Nefrologia — Anno 39 Volume 6 n° 7

Ogni riproduzione del presente documento, anche parziale, & vietata senza la preventiva autorizzazione della Societa Italiana di Nefrologia ai sensi della L. n.633/1941


https://doi.org/10.1016/j.ultrasmedbio.2020.03.006
https://doi.org/10.1152/jappl.1962.17.2.343
https://doi.org/10.7717/peerj.7640
https://doi.org/10.7717/peerj.7640

Giornale Italiano di Nefrologia

non sclerotici (NSG); (iii) di contro, nella sindrome nefritica, non abbiamo osservato una correlazione
significativa tra il numero di nefroni e la diminuzione dell’eGFR. Cio lascia quindi ipotizzare che le
alterazioni dell’eGFR che si verificano nelle sindromi nefritiche come la nefropatia da IgA (IgAN) non
possono essere spiegate sulla base del numero di NSG.

Probabilmente, la velocita di filtrazione glomerulare non € modificata in maniera significativa dal
processo di fusione dei pedicelli dei podociti che si verifica tipicamente nelle malattie con
proteinuria: quindi, nella sindrome nefrosica la variazione dell’eGFR dipende principalmente dal
numero di nefroni funzionanti. D’altra parte, la riduzione della funzione renale che si verifica nelle
sindromi nefritiche non pud essere spiegata semplicemente sulla base del numero di NSG e
probabilmente dipende soprattutto dal coinvolgimento dell’asse mesangiale.

Conclusioni

La riduzione del numero di nefroni funzionanti, che pud essere connessa ad una nefrogenesi
incompleta o a fattori ambientali, & strettamente connessa con un aumento del rischio di
progressione di malattia renale (soprattutto nei pazienti con sindrome nefrosica) e di ipertensione
[27]. Generalmente, quando i nefroni vanno incontro a perdita di funzione, i glomeruli dei nefroni
residui subiscono una serie di modifiche disadattative diventando ipertrofici, un processo che puo
portare a un transitorio aumento dell’eGFR ma che, con il tempo, aumenta il rischio di progressione
della malattia renale [8]. Il basso numero di nefroni alla nascita rappresenta quindi un chiaro fattore
di rischio cardiovascolare nella vita adulta, e soprattutto di ipertensione. Tra i fattori che, durante la
vita intrauterina, influenzano la nefrogenesi, ritroviamo fattori genetici e fattori ambientali, tra cui
anche la dieta materna svolgerebbe un ruolo importante [28]. Anche la denutrizione materna,
I'ipossia fetale e il basso peso alla nascita svolgono un ruolo importante nel determinare una
nefrogenesi insufficiente e quindi basso numero di nefroni con aumentato rischio di sviluppare
malattia renale cronica in eta adulta [29].

Dal momento in cui il calcolo del numero di nefroni risulta essere poco dispendioso nei pazienti che
vengono sottoposti a una biopsia renale e a un’ecografia renale, suggeriamo di introdurre nella
pratica clinica il calcolo sistematico in questa popolazione con il fine di avere una piu precisa stima
del rischio di progressione della malattia renale in questi pazienti ed eventualmente mettere in atto
strategie terapeutiche e/o preventive con tempistiche piu adatte in modo di rallentare la
progressione della malattia renale. Una strategia efficace potrebbe essere |'ottimizzazione della
dieta e la riduzione al minimo dei fattori di stress ipossico/tossico nelle donne in gravidanza e nei
bambini all’inizio dello sviluppo postnatale [29].

Le evidenze sulla popolazione adulta affetta da malattia renale cronica e/o ipertensione risultano,
invece, ancora scarse. Sono necessari ulteriori studi per confermare I'efficacia del numero di nefroni
come parametro utile per stratificare il rischio evolutivo in queste popolazioni e per elaborare scelte
terapeutiche adeguate. Infine, sarebbe utile confermare con ulteriori trial clinici che la riduzione del
numero di nefroni € un evento correlato soprattutto al danno podocitario, mentre sembra meno in
relazione con le patologie renali non caratterizzate da sindrome nefrosica, come dimostrato da dati
preliminari sull’argomento [20].
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