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Nefropatia associata al SARS-CoV-2: cosa sappiamo finora

Aris Tsalouchos?, Maurizio Salvadori?

*Azienda Usl Toscana Centro, S.0.S. Nefrologia e Dialisi, Ospedale SS. Cosma e Damiano, Pescia, Pistoia - Italia
Professore di Nefrologia, gia Direttore Nefrologia e Trapianto, Azienda Ospedaliera Careggi, Firenze - Italia

SARS-CoV-2 associated nephropathy: what we know so far

Acute kidney injury (AKI) is a frequent complication of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) attributable to i) hypotension and decreased kidney perfusion secondary to hemodynamic or hemostatic
factors, ii) drug-induced nephrotoxicity, iii) cytokine storm syndrome related to sepsis. However: i) early new-on-
set proteinuria and hematuria in many patients, ii) the identification of SARS-CoV-2 viral load in precisely defined
kidney compartments, iii) ultrastructural evidence of direct viral infection of the kidneys, and most importantly,
iv) morphological alterations associated to cytopathic action induced by the virus support the existence of SARS-
CoV-2 associated nephropathy. In addition, collapsing glomerulopathy reported in African American patients with
underlying APOL1 kidney risk alleles and SARS-CoV-2 infection is the evidence of a distinct form of SARS-CoV-2

associated nephropathy, the APOL1-SARS-CoV2-associated nephropathy.
Keywords: APOL1-SARS-CoV2-associated nephropathy, SARS-CoV-2, SARS-CoV-2-associated nephropathy

Introduzione

La prima segnalazione ufficiale di casi di polmonite di
origine sconosciuta, successivamente attribuibili al Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) &
avvenuta il 31 dicembre 2019 nella citta di Wuhan, capoluogo
della provincia cinese dell’Hubei (1). In data 11 marzo, I'Or-
ganizzazione Mondiale della Sanita (OMS) ha dichiarato lo
stato di pandemia, dopo che, nelle precedenti due settimane,
il numero di casi di SARS-CoV-2 al di fuori della Cina € aumen-
tato di 13 volte e il numero di paesi colpiti e triplicato (piu di
118.000 casi in 114 paesi e di 4291 persone decedute) (2).

Al momento dell’invio del’articolo (11 giugno), con la pan-
demia in corso, i casi confermati nel mondo sono 7.221.717 e
i morti 411.818 con 34.167 di questi in Italia (3).

| coronavirus sono una vasta famiglia di virus, ma solo sei
(HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-0C43, HCoV-KU1, MERS-CoV,
SARS-CoV) erano precedentemente noti per la capacita di
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infettare 'uomo; quindi, il SARS-CoV-2 ¢ il settimo (4). Il SARS-
CoV-2, insieme al SARS-CoV e al MERS-CoV, € un ceppo virale
della specie SARS-related coronavirus, membro del genere
Betacoronavirus, sottogenere Serbecovirus (5).

Andersen et al. (6) hanno proposto due possibili scenari
riguardanti le origini di selezione naturale del SARS-CoV-2,
poste temporalmente prima del salto di specie dall'animale
all'uomo e dopo, non escludendo, pero, una terza ipotesi: la
selezione naturale del SARS-CoV-2 in colture cellulari e/o in
modelli animali durante i passaggi in laboratorio (6).

La trasmissione interumana del SARS-CoV-2 avviene prin-
cipalmente attraverso il contatto con le goccioline del respiro
(droplets) di persone infette (7). Tuttavia, I'isolamento del virus
nelle feci e in liquidi biologici (8), perfino nel liquido perito-
neale di pazienti infetti (9), non escluderebbe rari casi di conta-
gio attraverso materiale biologico diverso dalle droplets.

La sintomatologia, dopo un periodo di incubazione che
varia fra i 2 e i 14 giorni (10,11), puo essere estremamente
variabile, da lieve a grave. Nell’80% dei casi, i soggetti infetti
sono asintomatici, pauci-sintomatici e con sintomatologia
lieve caratterizzata da febbre, mal di gola, tosse secca, con-
giuntivite, stanchezza, diarrea, anosmia/iposmia e, in alcuni
casi ageusia (12). Il 15-20% dei pazienti, a distanza circa di
1 settimana dalla comparsa dei primi sintomi, progredisce
verso una malattia piu grave caratterizzata inizialmente da
dispnea ingravescente, manifestazione clinica di polmonite
interstiziale e, infine, SARS, con necessita di ventilazione mec-
canica (13,14).

Limpegno delle basse vie respiratorie non & I'unica com-
plicanza d’organo severa in corso di infezione da SARS-CoV-2.
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Molti organi e apparati vengono coinvolti, determinando una
sindrome da disfunzione mutliorgano (MODS), in buona parte
dovuta alla sindrome da rilascio di citochine (CRS) (14,15).
Tuttavia, serie di autopsie dimostrano che il SARS-CoV-2 ha un
organotropismo che va oltre il tratto respiratorio, includendo
reni, cuore, fegato e cervello (16), anche se non e chiaro se gli
effetti citopatici virali diretti in questi siti contribuiscano alle
complicazioni osservate.

In questo articolo riportiamo i dati epidemiologici e cli-
nici, patofisiologici e, soprattutto, istopatologici che sup-
portano un diretto danno renale da SARS-CoV-2, per poter
parlare di nefropatia associata al SARS-CoV-2 o SARS-CoV-2
nephropathy.

Epidemiologia e clinica del coinvolgimento renale

Dati iniziali hanno suggerito una bassa incidenza (3-9%)
di danno renale acuto (AKI) in pazienti affetti da SARS-CoV-2
(10,13,17,18). Tuttavia, dati piu recenti riportano I'incidenza
di AKI nel 27-37% dei pazienti ospedalizzati (19,20). In un’am-
pia casistica di pazienti (5449), ricoverati con SARS-CoV-2
nella citta metropolitana di New York, I'AKI si e sviluppato nel
37% dei casi (20). Secondo i criteri diagnostici KDIGO (Kindey
Disease: Improving Global Outcomes) (21) per I'AKI, il 47% dei
pazienti ha sviluppato AKI di stadio |, il 22% AKI di stadio Il e il
31% AKI di stadio Il (20).

Il 15% dei pazienti con AKI ha richiesto un trattamento
emodialitico e, di questi, il 97% era gia in ventilazione mec-
canica. LAKI si & sviluppato nel 90% dei pazienti in ventila-
zione meccanica, mentre, nei pazienti non critici, era meno
frequente (22%) (20). Inoltre, I'associazione temporale tra
I'inizio della ventilazione meccanica e lo sviluppo dell’AKI era
molto stretta (il 52% dopo 24 h dall’intubazione) (20).

Lo sviluppo di AKI nei pazienti con SARS-CoV-2 & un fat-
tore di rischio indipendente di mortalita intraospedaliera,
come dimostrato in due casistiche cinesi (18,19). Nell’'ampia
casistica di New York, la mortalita dei pazienti con AKI era del
35%, il 26% dei pazienti € stato dimesso, mentre il 39% dei
pazienti con AKI risultava ancora ricoverato al momento della
pubblicazione dello studio (20). L'analisi multivariata della
casistica di New York ha evidenziato i seguenti fattori come
predittivi indipendenti per lo sviluppo di AKI: eta avanzata,
discendenza africana, diabete mellito, ipertensione, malattie
cardiovascolari, ventilazione meccanica e uso di farmaci vaso-
pressori (20). In questa analisi, gli inibitori del sistema renina-
angiotensina-aldosterone (RAASi) non risultavano predittivi
di AKI (20), confermando il consiglio di molte societa scien-
tifiche e di singoli esperti che il loro utilizzo non deve essere
interrotto per motivi di profilassi (22).

Lesatto meccanismo del coinvolgimento e del danno
renale in corso di SARS-CoV-2 non e chiaro. Meccanismi
postulati includono (23,24): AKI pre-renale in corso di MODS
(soprattutto in pazienti ricoverati in rianimazione e con prece-
dente ridotta riserva funzionale renale), AKl iatrogena da uso
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di farmaci nefrotossici, la sindrome da rilascio di citochine
(CRS), che potrebbe determinare una nefrite tubulo-intersti-
ziale, e, infine, un danno cellulare diretto del virus a livello
tubulare e podicitario.

A favore dell’ipotesi del danno virale diretto e, quindi,
della SARS-CoV-2 nephropathy ci sono vari elementi clinici,
prima di quelli istopatologici. Cheng et al. (18), in una casistica
di 701 pazienti, hanno riportato che, all’ingresso in ospedale,
il 44% dei pazienti presentava proteinuria e il 27% microema-
turia. Lo stesso studio ha riportato una bassa incidenza di AKI
intraospedaliero (5%) di questi pazienti, facendo, cosi, sup-
porre, in assenza di dati istologici, che l'alta percentuale delle
anomalie urinarie riscontrate all'ingresso fosse determinata
da un danno glomerulare diretto dal virus (18). Hong et al.
(25), nel loro intento di identificare e valutare I'incidenza del
danno renale precoce in 12 pazienti con SARS-CoV-2, hanno
analizzato le urine dei pazienti riscontrando albuminuria nel
42% dei casi, senza significative alterazioni nei valori di azote-
mia e creatinina plasmatica associate. Il dato, pero, piu signi-
ficativo del danno glomerulare era il riscontro di proteinuria
non selettiva caratterizzata dalla presenza di IgG e transfer-
rina nelle urine, mentre, a indicare il danno tubulare, c’era il
riscontro nelle urine di al-microglobulina (25). A differenza
degli studi precedenti, l'alta percentuale di microematuria
(46%) e di proteinuria (42%) riscontrata nei pazienti con AKI
nell’lampia casistica di New York non puo essere presa in con-
siderazione per un eventuale danno glomerulare, in quanto
gli autori non erano in grado di dire se i pazienti erano porta-
tori di catetere vescicale al momento della raccolta dell’'esame
urine (20). Inoltre, oltre alle anomalie urinarie riscontrate in
molti pazienti nella fase precoce della malattia, il riscontro di
particelle virali (26) e, ancora, di RNA virale (27) nelle urine
di alcuni pazienti € un indicatore indiretto di SARS-CoV-2
nephropathy.

Fisiopatologia dell’organotropismo renale

Il SARS-CoV-2, cosi come il SARS-CoV, entra nelle cellule
del nostro organismo attraverso il legame della sua pro-
teina spike e del recettore cellulare angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2) (28). Il recettore ACE2 non & espresso sol-
tanto sulla membrana cellulare dei pneumociti di tipo 2, ma
€ quasi ubiquitario, essendo stato isolato sulla mucosa orale
e nasale, nel nasofaringe, nell’intero tratto gastrointestinale e
in linfonodi, timo, midollo osseo, milza, fegato, reni, cervello,
vasi e cuore (29,30). In particolare, I'espressione dell’/ACE2
a livello renale risulta essere maggiore che a livello polmo-
nare (31,32). UACE2 & espresso principalmente in sede api-
cale delle cellule tubulari prossimali e, in minor misura, sulla
superficie dei podociti (32).

Si ipotizza che la maggiore tendenza del SARS-CoV-2 a
causare una grave infezione a livello bronchiolo-alveolare,
rispetto ad altri organi e apparati, sia dovuta al fatto che I'infet-
tivita cellulare non dipende soltanto dall’espressione cellulare
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dell’ACE2. U'ingresso del SARS-CoV-2 nella cellula attraverso
il recettore ACE2 é “aiutato” da alcune proteasi situate sulla
superficie cellulare, con probabile maggiore espressione a
livello alveolare, mentre altre proteasi facilitano la diffusione
del virus una volta che questo & penetrato all’interno della
cellula. In particolare, la transmembrane protease serine 2
(TMPRSS2), membro della sottofamiglia Hepsin-TMPRSS, € un
enzima proteolitico transmembrana, che, anche se stechio-
metricamente separato, strutturalmente e funzionalmente fa
parte del recettore ACE2. La TMPRSS2 si lega con la sub-unita
S1 della proteina spike virale e la distacca dalla sub-unita S2.
Tale attivita enzimatica aumenta di quasi 100 volte I'ingresso
del virus nella cellula attraverso il recettore ACE2, in quanto,
a distacco avvenuto, I'unita S2 virale si fonde con la cellula e,
attraverso tale unita, avviene il trasferimento del contenuto
virale nel citoplasma (33-35).

La TMPRSS2 nel rene & maggiormente espressa a livello
delle cellule tubulari distali che nelle cellule tubulari pros-
simali (36-38). Resta, comunque, da determinare se altre
TMPRSS, come le TMPRSS4, 5 e 9, situate a livello delle cel-
lule tubulari prossimali possano mediare I'ingresso cellulare
del SARS-CoV-2.

Le cellule glomerulari endoteliali, che rappresentano la
prima linea di difesa, possono essere direttamente infettate
dal SARS-CoV-2, come, peraltro, & stato dimostrato con l'aiuto
della microscopia elettronica in un paziente trapiantato direne
(39). Successivamente, il virus potrebbe invadere i podociti;
particelle virali sono state identificate nel citoplasma podoci-
tario (40,41) e, infine, passando nello spazio di Bowman, arri-
vano a infettare le cellule tubulari prossimali e distali, come
dimostrato dalla presenza di particelle virali anche a livello
citoplasmatico di cellule tubulari prossimali (41,42).

La diversa incidenza di AKI osservata tra pazienti asiatici
e pazienti di origine occidentale potrebbe essere spiegata da
una maggiore espressione di ACE2 e proteasi della famiglia
TMPRSS a livello renale di soggetti con origine occidentale,
come é stato dimostrato in un recente studio di analisi tra-
scrittomica di 15 campioni di rene umano sano (43).

Istopatologia renale e SARS-CoV-2 nephropathy

| primi dati di istopatologia renale provengono da 26
autopsie di pazienti infetti da SARS-CoV-2 (41). Alla micro-
scopia ottica, tutti i campioni analizzati presentavano necrosi
tubulare acuta (ATN) prossimale di vario grado, caratterizzata
da perdita dell’orletto a spazzola e da degenerazione vacuo-
lare. Occasionali granuli di emosiderina nelle cellule tubulari
erano osservati in 4 pazienti, con presenza di microematuria
e quadro clinico di rabdomiolisi. L'interstizio era indenne da
infiltrazione cellulare. | glomeruli presentavano varie alte-
razioni caratterizzate da segni di nefropatia diabetica in 2
pazienti diabetici e dalla presenza di glomeruli ischemici in
11 pazienti ipertesi. | capillari glomerulari e peritubulari si
mostravano ostruiti da aggregati di eritrociti in assenza di
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piastrine o trombi di fibrina nel loro lume. Alla microscopia
elettronica, erano presenti particelle virali nel citoplasma
delle cellule tubulari prossimali e dei podociti, mentre erano
meno evidenti a livello delle cellule tubulari distali. Sempre
con la microscopia elettronica, nei punti dove erano presenti
particelle virali citoplasmatiche, era possibile osservare una
segmentaria fusione dei pedicelli podocitari e una vacuolizza-
zione e un distacco occasionali dei podociti dalla membrana
glomerulare. Le particelle virali a livello tubulare erano iden-
tificate anche con I'immunofluorescenza indiretta utilizzando
anticorpi diretti contro nucleoproteine comuni tra i betaco-
ronavirus, mentre, con I'immunoistochimica, 'espressione di
ACE2 si mostrava upregolata, in particolar modo nelle sedi
con severa ATN. Nel loro insieme, queste osservazioni dimo-
strano che, in parte, il quadro di ATN e la presenza di protei-
nuria di nuovo riscontro possono essere causati da un danno
virale diretto.

Diao et al. (44), in modo analogo, analizzando post-mor-
tem 6 campioni di tessuto renale, hanno trovato segni di
ATN di vario grado in tutti i campioni. A differenza, pero, con
le osservazioni di Su et al. (41), a livello tubulo-interstiziale
erano presenti infiltrati cellulari in 5 dei 6 campioni analiz-
zati, con 2 di questi di grado severo. All'immunoistochimica,
nella grande maggioranza queste cellule erano dei macrofagi
CD68*, mentre linfociti CD8* erano presenti in grado mode-
rato. Invece, la presenza di linfociti CD4* e di natural killer
CD56" era scarsa. Leffetto citopatico diretto del SARS-CoV-2
e stato osservato in 3 campioni in presenza di sincizi cellulari.
Alla microscopia ottica, i glomeruli non presentavano signi-
ficative alterazioni, a parte segni di glomerulosclerosi focale
segmentaria con immunofluorescenza negativa per depo-
siti di immunoglobuline in 3 pazienti ipertesi. Lindagine di
immunoistochimica ha rilevato, inoltre, I'espressione di anti-
geni del nucleocapside virale limitata a livello citoplasmatico
delle cellule tubulari, in tutti i campioni analizzati. Alcune
delle cellule tubulari, positive per I'espressione di antigeni
del nucleocapside virale, avevano anche perso il loro contatto
con l'epitelio tubulare. Infine, con I'immunoistochimica e
stato possibile evidenziare la presenza di un altro importante
“attore” corresponsabile del danno renale, in quanto l'attiva-
zione della cascata complementare a livello locale ¢ stata rile-
vata da una forte positivita per il membrane-attack complex
(MAC; C5b-9) a livello tubulare di tutti i campioni, mentre una
blanda positivita e stata riscontrata a livello glomerulare in
solo 2 casi. Un limite del lavoro di Diao et al. (44) e stato I'as-
senza di indagine ultrastrutturale. L'importanza della cascata
complementare nella patogenesi sistemica del SARS-CoV-2
viene riportata in una review da Noris et al. (45), mentre
Jhaveri et al. (46) hanno descritto il primo caso di sindrome
uremico emolitica complemento mediata con diffusa necrosi
corticale. Il giorno dopo l'esecuzione della biopsia renale &
stata effettuata una singola dose di eculizumab (900 mg) e
il paziente & deceduto 2 giorni dopo in corso di insufficienza
multiorgano (46).
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Oltre al danno inflammatorio sistemico a carico dei vasi,
determinato dal rilascio di citochine e dall’attivazione della
cascata complementare, le cellule endoteliali rappresen-
tano un target preferenziale del SARS-CoV-2. Varga et al. (39)
hanno per primi dimostrato, con un’indagine ultrastrutturale,
la presenza di inclusioni virali anche in cellule dell’endotelio
glomerulare, oltre ai casi gia descritti a carico delle cellule
tubulari e nei podociti.

In letteratura, per il momento, sono stati descritti 3 case
report (40,47,48) di pazienti di origine africana (2 maschi e 1
femmina) con AKI, proteinuria nefrosica e quadro istopato-
logico di collapsing glomerulopathy. Due dei pazienti erano
portatori dell’allele G1 del gene APOL1 (47,48), cosa che non
si puo escludere anche per il terzo paziente, il quale non ha
effettuato I'indagine genetica (40). Notoriamente, pazienti
portatori degli alleli G1 e G2 del gene APOL1, nella loro
grande maggioranza di discendenza africana subsahariana,
sono suscettibili di CKD e glomerulopatie, come la glomerulo-
sclerosi focale segmentaria (FSGS) e I’'HIV-associated nephro-
pathy, in modo tale che, negli ultimi anni, & diffusamente
utilizzato il termine di APOL1-associated nephropathy (49).
La descrizione di casi di collapsing glomerulopathy in pazienti
con SARS-CoV-2 di origine africana e portatori del allele G1
del gene APOL1 potrebbe, quindi, spiegare perché la discen-
denza africana rappresenti uno dei fattori predittivi indipen-
denti per lo sviluppo di AKI.

Infine, oltre alle caratteristiche istopatologiche renali
appena descritte, la dimostrazione pil convincente del tro-
pismo renale del SARS-CoV-2 viene da Puelles et al. (16), che
hanno per primi quantificato direttamente la carica virale in
campioni tissutali di vari organi provenienti da pazienti dece-
duti. Le cariche virali piu alte erano provenienti da campioni
del tratto respiratorio, mentre valori pil bassi erano riscontrati
arene, fegato, cuore e cervello (16). In particolare, 3 dei 6 cam-
pioni di tessuto renale analizzati hanno mostrato la presenza di
carica virale in tutti i compartimenti anatomici, ma il target pre-
ferenziale del virus era rappresentato dalle cellule glomerulari.

Conclusioni

Il danno renale in corso di infezione da SARS-CoV-2 € mul-
tifattoriale. Lo stato emodinamico precario e I'eta avanzata
di molti pazienti con AKI, insieme allo stato inflammatorio
sistemico come risposta organica all'infezione virale, rap-
presentano le cause principali dell’interessamento renale.
Dall’altra parte, pero, dobbiamo sottolineare il preferenziale
organotropismo che mostra il virus nei confronti del rene. Il
riscontro di RNA virale nelle urine e, soprattutto, in campioni
di tessuto renale provenienti da pazienti deceduti e la prova
certa del tropismo renale, ma non dimostra il suo effetto cito-
patico diretto per poter parlare di SARS-CoV-2 nephropathy.
Segni indiretti di danno citopatico renale rappresentano le
anomalie urinarie, proteinuria e microematuria, nelle fasi
precoci della malattia e il riscontro di particelle virali a livello
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citoplasmatico di cellule tubulari prossimali, cellule endote-
liali glomerulari e podociti. Segni diretti di danno citopatico
e, quindi, di SARS-CoV-2 nephropathy presentano, invece,
le alterazioni morfologiche riscontrate in cellule renali con
inclusioni virali, e queste sono la degenerazione vacuolare,
la presenza di sincizi cellulari, la fusione dei pedicelli podo-
citari e, infine, la presenza di cellule tubulari e di podociti
distaccati dalle loro membrane di sostegno. La presenza di
quadri istopatologici di collapsing glomerulopathy in pazienti
con discendenza africana subsahariana portatori del allele G1
del gene APOL1 ci permette, inoltre, di utilizzare il termine di
APOL1-SARS-CoV-2-associated nephropathy.
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