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Tutti dicono che il cervello sia l'organo piu complesso del corpo umano, da
medico potrei anche acconsentire. Ma come donna vi assicuro che non vi e

niente di pit complesso del cuore, ancora oggi non si conoscono i suoi
meccanismi. Nei ragionamenti del cervello c'e logica, nei ragionamenti del

cuore ci sono le emozioni.

Rita Levi Montalcini
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RIASSUNTO

Negli ultimi 10 anni, la vitamina D ha suscitato un notevole

interesse per i suoi possibili effetti sul sistema cardiovascolare.

Infatti, essa e conosciuta principalmente per il ruolo chiave che
svolge sul metabolismo calcio/fosforo e sul tessuto osseo, ma
ultimamente stanno emergendo nuove funzioni extra-scheletriche e, tra

queste, azioni cardioprotettive, antinfiammatorie ed anti-aterosclerotiche.

Numerosi studi osservazionali hanno mostrato una relazione
inversa fra livelli plasmatici di vitamina D e prevalenza di malattie
cardiovascolari. Tale associazione é stata inoltre validata da studi in vitro
e sull’animale, che hanno individuato numerosi meccanismi

fisiopatologici in grado di rafforzare questa correlazione.

E stato dimostrato che la somministrazione di vitamina D & in
grado di modulare in senso negativo l'attivita del sistema renina
angiotensina aldosterone (RAAS), di migliorare l'attivita del sistema
dell’ossido nitrico, di ridurre gli effetti deleteri dei prodotti di
glicosilazione terminale sull’endotelio e di ridurre i livelli dei mediatori

dell'infiammazione.

E’ sul sistema RAA che abbiamo concentrato la nostra attenzione.



Lo studio ha avuto i seguenti obiettivi:

- verificare l'esistenza di una relazione tra i valori plasmatici di
vitamina D e il sistema RAA in pazienti con ipertensione arteriosa
essenziale;

- valutare gli effetti emodinamici e bioumorali sul RAAS della
somministrazione di colecalciferolo in pazienti ipertesi essenziali e

con ipovitaminosi D.

La popolazione valutata nella nostra indagine & composta da un
gruppo di 26 pazienti con ipertensione arteriosa essenziale.

Di questi, ben 15 sono stati ammessi all'indagine in quanto hanno
mostrato livelli plasmatici di 25(OH)vitamina D < 30 ng/ml.

[ pazienti reclutati, oltre ad essere ipertesi essenziali e
ipovitaminosici, sono liberi da terapie interferenti con il sistema RAA
(inibitori diretti della renina, ACE-inibitori e antagonisti del recettore di
tipo 1 dell’angiotensina II), con il sistema nervoso simpatico (beta-
bloccanti o beta-agonisti e clonidina) o con il metabolismo del calcio e del
fosforo (diuretici).

Lo studio ha previsto la somministrazione di 25000 UI di
colecalciferolo una volta la settimana per otto settimane e un intake di

sodio costante nella dieta per tutta la durata dell’'indagine.



In condizioni basali e alla fine dello studio sono stati valutati i
componenti del RAAS (angiotensinogeno plasmatico, renina, PRA,
angiotensina II, aldosterone e angiotensinogeno urinario), la pressione

arteriosa e i livelli di vitamina D (25(OH)vitamina D).

Dopo la somministrazione di colecalciferolo tutti i pazienti

mostravano valori plasmatici di 25(OH)vitamina D normali.

Alla fine dello studio é stata osservata una riduzione significativa
(p<0,005) della renina plasmatica e dell’aldosterone e un decremento
apprezzabile, seppur non rilevante ai fini statistici di PRA e

angiotensina II.

Nessuna differenza e stata trovata nei valori di angiotensinogeno

plasmatico e urinario.

In conclusione, i nostri dati indicano che nei pazienti con
ipertensione essenziale e con ipovitaminosi D, a dieta costante di sodio e
liberi da terapie interferenti sul RAAS, la stimolazione cronica del

recettore della vitamina D riduce 'attivita del sistema RAA.



INTRODUZIONE

Vitamina D ed Effetti Cardiovascolari

La scoperta dei recettori della vitamina D (VDR) e del sistema
enzimatico per la metabolizzazione della vitamina D a livello
cardiovascolare (CV), unitamente ai risultati di studi epidemiologici ed
osservazioni ricavate su animali, ha permesso di accertare i noti effetti sul
metabolismo calcio/fosforo e sul tessuto osseo e di ipotizzare azioni
cardioprotettive, antinfiammatorie ed anti-aterosclerotiche direttamente

esercitate da questa vitamina.

Studi su modelli animali

I primi studi che evidenziarono un legame tra vitamina D ed
omeostasi CV risalgono a piu di 20 anni orsono. Essi, condotti sull’animale
da esperimento, enfatizzarono l'associazione tra deficit di 25(0OH)D ed
alterazione dei livelli sierici di calcio, fosforo, PTH da una parte e
disfunzione cardiaca (intesa come comparsa di ipertrofia e fibrosi) ed

ipertensione arteriosa dall’altra. !

I possibili meccanismi fisiopatologici emergevano grazie agli studi
su topi che, resi knockout per il Recettore della Vitamina D (VDR) o per la
la-idrossilasi, contrariamente ai controlli wild-type, sviluppavano

precocemente alterazioni cardiache caratterizzate da fibrosi, deposizione



di collagene, ipertrofia ventricolare sinistra (LVH) ed aumento del

rapporto cuore-peso corporeo. 3

Sicuramente la vitamina D esercita un effetto down-regolatore
diretto sui geni coinvolti nello sviluppo dell’ipertrofia miocardica 4, ma e
sulle sue azioni immuno-modulatorie che si & concentrata I'attenzione di

molti ricercatori. 5

Esse sono state inizialmente dimostrate grazie ad esperimenti condotti su
cellule T naive CD4+. Quest'ultime rispondevano agli attivatori del VDR
sia aumentando la produzione di linfociti Th2, tramite una stimolazione
IL-4 mediata, sia riducendo quella dei linfociti Th1, grazie all'inibizione

della trascrizione dell'IFN-y. 6

La vitamina D € quindi in grado di promuovere I'azione di fattori
antiinfiammatori come I'IL-10 (Th2 mediata) e di inibirne altri pro-

infiammatori, come IL-2, IL-6, TNF-a, INF-y, MMP (Th1 mediata). 7. 8 °

A conferma di quanto detto, studi condotti su colture di fibroblasti
provenienti da topi VDR knockout hanno dimostrato una iperproduzione
di fattori profibrotici (NF-kB, IL-6, TNF-a) non riscontrabili nel topo wild-
type. 10 Inoltre, gli attivatori del VDR sono in grado di down-regolare
'inibitore 1 dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1) su colture di cellule
muscolari lisce di aorta umana !! ed analoghi risultati sono stati ottenuti

da Artaza et al. in cellule mesenchimali multipotenti. 12



La vitamina D agisce anche attraverso altri meccanismi, che
nell'insieme la caratterizzano come un vero e proprio fattore anti-
aterosclerotico. Questo grazie alla sua dimostrata capacita di inibire la
fagocitosi del colesterolo da parte dei macrofagi e quindi la formazione
delle cellule schiumose, di down-regolare la proliferazione e migrazione
delle cellule muscolari lisce e di ostacolare la disfunzione endoteliale in

virtu di capacita antiossidanti (inibizione della perossidazione lipidica).13.

14, 15, 16, 17

Altra funzione ampiamente dimostrata e l'effetto inibitorio che la
vitamina D esercita nei confronti dei processi di calcificazione intimale
vascolare in seguito all'identificazione di VDR anche a livello delle cellule
muscolari lisce vascolari (VSMCs) e la dimostrazione che l'attivazione di
questo recettore € in grado di modificare I'espressione di sostanze
intimamente legate al processo di ossificazione della tonaca media delle
arterie (collagene tipo I, Core Binding Alpha-I, Bone Matrix Protein-2,

Matrix Gla Protein). 18, 19, 20, 21

Un altro meccanismo con cui la vitamina D puo esercitare un
benefico effetto cardiovascolare & rappresentato dalla sua influenza sul

sistema renina angiotensina aldosterone (RAAS).
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Nei topi knockout per il gene VDR vi € un considerevole aumento
del’mRNA della renina con conseguente attivazione del RAAS che risulta

indipendente dai livelli sierici di PTH.

L’'importanza del RAAS nella patogenesi del danno CV é dimostrata da
esperimenti, condotti sullo stesso modello animale, nei quali e stato
osservato che, in seguito alla somministrazione di inibitori del RAAS, il

danno cardiaco tende a regredire completamente. 22 23

In accordo con tali risultati, anche esperimenti condotti in vitro su
cellule juxtaglomerulari hanno dimostrato la capacita da parte della
vitamina D (o di analoghi) di sopprimere direttamente il gene della

renina.22 24

Studi sull’'uomo

Nell'uomo la relazione tra vitamina D e malattie cardiovascolari e
stata inizialmente dimostrata nei soggetti affetti da insufficienza renale
terminale (ERSD), nei quali, come noto, I'assenza di adeguati livelli di
1,25(0H)2D portava allo sviluppo di iperparatiroidismo secondario
(SHPT). 25 Quest’ultima e stata considerata, in prima istanza, il principale
effettore della disfunzione CV frequente in questi pazienti, in virtu di
azioni dirette ipertensivizzanti e di effetti inotropi 2¢ responsabili della

comparsa di aritmie, ipertrofia e fibrosi cardiaca. 27
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A conferma di questo, la somministrazione di varie forme di
vitamina D (1,25(0H):D o analoghi) & stata in grado di ridurre
significativamente l'entita della ipertrofia ventricolare sinistra (LVH) 28 e

della mortalita CV. 29 30

Molti, ma non la totalita, degli studi effettuati su pazienti sottoposti
a paratiroidectomia totale hanno dato risultati sovrapponibili, ragion per
cui sono state supposte azioni protettive non PTH-mediate bensi

esercitate direttamente dalla vitamina D. 31 32

Nel corso degli anni, diversi lavori hanno confermato una
significativa riduzione della mortalita cardiovascolare dei pazienti con
malattia renale cronica (CKD), in dialisi ed in pre-dialisi, a seguito della
somministrazione di attivatori del VDR, indipendentemente dal prodotto

calcio fosforo e/o dai livelli sierici di PTH. 33 34 35

Nonostante le premesse fisiopatologiche e gli studi in vitro
sull’animale e sull'uomo siano indicativi di un effetto positivo della
vitamina D sul sistema CV, I'analisi dei trials randomizzati controllati
(RCT), in questo momento a disposizione, non consente di stabilire con

precisione questo rapporto.

Infatti, se da una parte una recente metanalisi condotta su 6853 pazienti
con CKD ha indicato che la vitamina D é associata, pur modestamente, ad

una riduzione della mortalita per tutte le cause 3¢ e un’altra metanalisi di

12



numerosi trials clinici randomizzati ha individuato una associazione
statisticamente significativa tra supplementazione di vitamina D e
riduzione della mortalita 37, altri lavori molto recenti dimostrano che la
terapia con paracalcitolo non altera i parametri cardiaci in pazienti con

malattia renale cronica. 38
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Vitamina D ed Ipertensione Arteriosa

E’ ormai noto che esiste una correlazione statisticamente
significativa tra ipovitaminosi D ed ipertensione arteriosa 39 40, 41, 42, 43
sebbene i risultati dei diversi studi osservazionali a disposizione risultino

conflittuali.

Una relazione di causa-effetto € supposta sulla base di evidenze
sperimentali e traslazionali che dimostrano un effetto di modulazione

della vitamina D sul RAAS.

Ad esempio, studi condotti su soggetti normotesi e ipertesi rivelano una
relazione inversa tra metaboliti della vitamina D e l'attivita della renina
plasmatica, indipendentemente dai livelli di renina basale o dall’intake di

sodio. 44 45

L’attivazione del sistema RAA e la successiva sintesi
dell'angiotensina II sono note per aumentare il tono vascolare e
determinare una rigidita arteriosa, che puo precedere e contribuire allo
sviluppo di ipertensione; essi sono anche forti predittori di rischio

complessivo CVD. 46

L’evidenza finale indica che la carenza di vitamina D puo
promuovere la disfunzione vascolare e puo sostenere l'attivazione RAAS,

mentre livelli sufficienti possono determinare una inibizione endogena.
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Purtroppo, ad oggi, stabilire I'associazione di causa-effetto esistente
tra la carenza di vitamina D e l'incidenza di malattie cardiovascolari e
cosa complicata, dal momento che bassi livelli di 25(0OH)vitamina D
possono essere una conseguenza dei disturbi cardiovascolari piuttosto

che la causa della malattia.

La “Third National Health and Nutrition Examination” (NHANES III)
ha condotto uno studio sulla relazione tra vitamina D e Ipertensione nel
quale sono stati presi in esame 12644 pazienti dal 1988 al 1994; i risultati
hanno dimostrato come sia la pressione arteriosa sistolica (PAS) sia
quella diastolica (PAD) risultano significativamente aumentate

nell’ambito dei pazienti con valori sierici di 25(OH)D piu bassi (quintile

con 25(0H)D < 16.2 ng/ml). 42

Tra le ricerche fatte a tal riguardo e degna di nota quella diretta da
Forman et al,, uno studio osservazionale della durata di 4 anni su piu di
1800 pazienti di ambo i sessi, nel quale si e riscontrato un significativo
aumento del rischio di sviluppo di ipertensione arteriosa nel gruppo di
pazienti con deficit di 25(0OH)D (< 15 ng/ml) rispetto a quello con valori

nella norma (> 30 ng/ml). 47

Al momento disponiamo solo di due studi prospettici, randomizzati,

controllati.

15



Uno di questi, condotto su 148 donne di eta superiore a 70 anni, ha
evidenziato come nel gruppo di pazienti trattato con vitamina D
(800UI/die) e calcio (1200mg/die) era osservabile una significativa
riduzione dei valori di PAS e della frequenza cardiaca (HR) rispetto a

quello in solo trattamento con calcio (1200 mg/die). 48

Il possibile effetto antipertensivo vitamina D-mediato potrebbe
essere determinato da diversi fattori e tra questi, in modo particolare,
dalla soppressione del PTH e del RAAS, da azioni reno e vasculo

protettive, antinfiammatorie ed antidiabetogene.
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Vitamina D e Danno Vascolare
L’associazione tra ipovitaminosi D e arteriopatia obliterante

periferica e stata riscontrata valutando piu di 4800 pazienti analizzati

nell’ambito dello studio NHANES condotto dal 2001 al 2004.

Da questo studio € emerso come anche piccole differenze dei valori
medi di 25(OH)D condizionino il rischio di manifestazione di patologia,
indipendentemente dall’aggiustamento per eta, sesso, diabete, livello di

colesterolo, pressione arteriosa, utilizzo di statine, CKD.

Inoltre, la prevalenza di arteriopatia aumenta notevolmente se si
considerano i pazienti appartenenti al quintile con valori di vitamina D
minori di 7.8 ng/ml. Di analogo segno sono risultati altri lavori che hanno
preso in esame il rapporto tra livelli sierici di 25(0OH)D ed insorgenza di

ispessimento medio intimale carotideo (IMT). 49

Molti studi, principalmente prospettici ed osservazionali, hanno
analizzato con risultati conflittuali il ruolo dell'ipovitaminosi D nella

comparsa di infarto del miocardio (MI).

Giovannucci et al. 59, valutando prospetticamente per circa 10 anni
una coorte di 1354 pazienti di sesso maschile appartenenti al Professional
Follow-Up Study (HPFS), ha dimostrato come i valori sierici di 25(0H)D

risultassero statisticamente piu bassi nei 454 pazienti colpiti da infarto

17



del miocardio, rispetto ai restanti 900 controlli nonostante

I'aggiustamento per i noti fattori di rischio CV.

L’autore conclude che il deficit di vitamina D sia da considerarsi un
fattore di rischio indipendente dalla comparsa di MI e che valori sierici di

25(0H)D maggiori di 30 ng/ml dimezzino questo rischio.

Altri studi hanno analizzato I'associazione tra ipovitaminosi D e
comparsa di malattia vascolare. Tra questi, € degno di nota quello
condotto su 1739 pazienti, non affetti da patologie CV o da CKD,
appartenenti al Framinghan Offspring e valutati prospetticamente per

5,4 anni.

L’analisi multivariata ha provato una correlazione statisticamente
significativa tra valori di 25(0OH)D inferiore a 15 ng/ml ed un aumentato
rischio per comparsa di malattie CV, associazione presente anche dopo

aggiustamento per i noti fattori di rischio CV 51.

Risultati analoghi sono stati ottenuti dallo studio LURIC
(Ludwingshafen Risk and Cardiovascular Helth)>2, che ha analizzato la
relazione tra deficit di vitamina D e mortalita cardiovascolare in una

coorte di 3258 pazienti sottoposti ad angiografia coronarica.

18



Nel corso dei 7,7 anni di follow-up i pazienti con valori sierici di 25(0H)D
piu bassi mostravano una evidente riduzione dei livelli plasmatici di

renina e angiotensina II.

Recentemente, l'Intermountain Heart Collaborative Study, che
includeva piu di 40.000 individui sani, ha dimostrato una correlazione tra
bassi livelli di 25(OH)D ed un aumentato rischio CV in particolare per

scompenso cardiaco ed eventi cerebrovascolari. 53

L’associazione tra deficit di vitamina D ed incidenza di CVD e
particolarmente significativa nell’ambito dei soggetti con CVD conclamata
o con alto rischio di sviluppo di CVD ed inoltre alcuni indicatori
suggeriscono l'ipotesi che tale relazione non segua un andamento lineare

bensi si manifesti per valori di 25(OH)D inferiori a 15 ng/ml. 54

Ad oggi mancano ancora studi di intervento disegnati per valutare
direttamente l'azione della supplementazione di vitamina D sugli

outcome CV e sulla pressione arteriosa.

La maggior parte dei dati a disposizione sono stati ricavati
analizzando studi disegnati per valutare gli effetti muscoloscheletrici
mediati dalla vitamina D e, per tale ragione, molti di questi hanno valutato
I'impatto combinato di vitamina D e calcio. Tale approccio risulta
limitativo in considerazione del possibile ruolo negativo del solo calcio

per quanto concerne I'outcome CV. 55 56
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Nel Women'’s Health Initiative (WHI), comprendente una coorte
prospettica di 36.282 donne in post-menopausa, 18.176 sono state
randomizzate a ricevere 500 mg di calcio addizionati a 200 UI di vitamina
D3 due volte al giorno e confrontate con 18.106 controlli sotto placebo.
Dopo un follow-up di 7 anni non sono state osservate differenze
statisticamente significative tra i due gruppi per quanto concerne lo
sviluppo di infarto del miocardio, angina, by-pass aorto-coronarico o

procedure di rivascolarizzazione percutanee e morte CVD.

Tale studio presentava comunque una serie di limitazioni come, ad
esempio, la mancata misurazione dei livelli basali di 25(OH)D e la bassa

posologia somministrata (solo 400 Ul/die). 57

In letteratura sono al momento disponibili solo due studi che hanno
valutato il ruolo esclusivo della vitamina D sulla comparsa di CVD, per
altro come outcome secondario. Entrambi hanno mostrato nel gruppo
trattato con vitamina D (1000 Ul/die) un trend alla riduzione del rischio

CV, che comunque non raggiungeva la significativita statistica. 5>

Nel complesso i risultati degli studi attualmente a disposizione
sembrerebbero supportare l'ipotesi associativa tra ipovitaminosi D e

rischio CV.

20



Sono comunque necessari ulteriori studi di intervento prospettici
randomizzati per stabilire con certezza I'utilita della supplementazione di

questa vitamina al fine di prevenire o curare malattie CV.

21



STUDIO CLINICO

Background

Numerose osservazioni suggeriscono una stretta relazione tra
vitamina D e malattia cardiovascolare nell'uomo.

[ livelli plasmatici di vitamina D sono inversamente correlati con la
pressione arteriosa 58 e la mortalita cardiovascolare 5% 51 e studi di
intervento indicano che la supplementazione con vitamina D migliora il
profilo di rischio cardiovascolare. 60. 61, 48,62

Inoltre la vitamina D influenza positivamente la progressione della
malattia renale cronica in pazienti con nefropatia diabetica 3 ¢4 e non
diabetica. 65

Uno dei possibili meccanismi che puo essere coinvolto nella
relazione tra livelli di vitamina D, la morbidita e mortalita cardiovascolare
e certamente il RAAS.

Nonostante il fatto che non ci siano dati univoci su una relazione
esistente tra la vitamina D e gli eventi cardiovascolari ¢, il legame tra
questa vitamina e le malattie cardiovascolari e solido.

Infatti studi su animali 242567 ed in vitro% dimostrano chiaramente
che l'attivazione dei recettori della vitamina D inibisce i livelli di mRNA
intra-renale e l’espressione proteica dei componenti chiave del RAAS,

come 'angiotensinogeno e la renina, i recettori della renina ed i recettori

22



di tipo 1 dell’angiotensina II, indipendentemente dal metabolismo del
calcio.

Purtroppo in letteratura non sono disponibili dati sugli effetti da
parte della vitamina D sul RAAS nell'uomo in condizioni normali e
patologiche; tra i pochi studi sugli esseri umani, riportati in letteratura,
nessun effetto soppressivo sul RAAS sistemico e stato trovato in pazienti
acutamente®® o cronicamente®3 trattati con vitamina D.

Ad oggi, solo due lavori hanno affrontato questo problema, sia a
medio che a lungo termine, ed entrambi non hanno osservato alcuna
soppressione del RAAS dopo terapia con vitamina D. 63,70, 61

Tuttavia, in entrambi gli studi sopra riportati,®3 6% i pazienti erano
sotto trattamento con inibitori RAAS.

Cosi la vitamina D, alle dosi utilizzate, potrebbe non essere stata in grado
di sopprimere l'incremento compensatorio della renina plasmatica
associata all'uso di bloccanti del RAAS.

Il mancato effetto riportato puo trovare numerose giustificazioni, tra
cui il tipo di paziente studiato ed il protocollo sperimentale utilizzato, ma
potrebbe essere dovuto anche al fatto che lo studio abitualmente eseguito
sul RAAS si basa sulla misura dei parametri circolanti, come la PRA,

renina, ALD ed angiotensina II.
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Un'altra possibilita e che il “fallimento” del beneficio previsto (ossia
inibizione RAAS) possa essere solo apparente e possa effettivamente
verificarsi a livello del RAAS locale (intra-renale), senza influenzare la
circolazione sistemica, come recentemente riportato da Vaidya et al.”?

Sappiamo tuttavia che esistono numerosi RAAS tissutali e, tra questi,
quello renale, che sembra sottostare a meccanismi regolatori diversi e
talvolta divergenti rispetto al RAAS sistemico.

Pertanto un effetto soppressivo sul RAAS da parte della vitamina D
potrebbe anche esercitarsi, ma solo a livello intra-renale, senza
coinvolgere il circolo sistemico e quindi non essere documentabile.

Recentemente pero e stato approntato un nuovo metodo enzimatico
per la determinazione dell’angiotensinogeno plasmatico ed urinario 7273
che, da studi effettuati su pazienti ipertesi’4 e su pazienti con nefropatia
cronica’’, sembra essere uno specifico marker dello stato intrarenale del

RAAS.
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Obiettivi dello studio

v’ Verificare l'esistenza di una relazione tra i livelli plasmatici di
vitamina D e sistema RAA in pazienti con ipertensione arteriosa

essenziale;

v' Valutare gli effetti emodinamici e bioumorali sul RAAS della

somministrazione di vitamina D nei pazienti con ipertensione

arteriosa essenziale e ipovitaminosi D.
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Pazienti e Metodi

Pazienti
Lo studio in oggetto e stato condotto presso il Centro di
Ipertensione Arteriosa (Dipartimento di Medicina Interna) dell'Universita
di Pisa.
[ soggetti sono stati reclutati durante il periodo autunno-inverno, al fine
di ottenere, per quanto possibile, livelli di vitamina D piu omogenei in
seguito alla minore esposizione alla luce solare.
La popolazione valutata € composta da un gruppo di 26 pazienti
ambulatoriali con ipertensione arteriosa essenziale.
Di questi, 11 hanno mostrato livelli plasmatici di vitamina D (25(OH)D)
superiori a 30 ng/ml e per questo motivo sono stati esclusi dallo studio.
I rimanenti 15 pazienti con ipovitaminosi D (25(0H)D <30 ng/ml)
sono stati ammessi all’'indagine.
[ criteri di esclusione applicati sono stati:
» valore di filtrazione glomerulare (eGFR) < 60 ml/min per 1,73 m?
(IRC stadio III-IV NKF);
» ipercalcemia;
» iperfosforemia;
» malattie paratiroidee;

» insufficienza epatica;
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» obesita (indice di massa corporea (BMI) > 30 kg/m? );

» diabete mellito;

» malattia granulomatosa cronica;

» assunzione di farmaci antiipertensivi interferenti con il RAAS
(inibitori diretti della renina, ACE-inibitori e antagonisti del
recettore di tipo 1 dell’angiotensina II), con il sistema nervoso
simpatico (SNS) (beta-bloccanti o beta-agonisti e clonidina) o con il

metabolismo del calcio e del fosforo (diuretici).

Quando i pazienti erano in terapia con questi farmaci (n =13), questi
ultimi venivano sostituiti con i calcio-antagonisti e/o al-bloccanti almeno
un mese prima dell’inizio dello studio.

Tutti i pazienti mantenevano un costante introito di sale nella dieta
(~3 g/di NaCl al giorno).

L’'indagine e stata approvata dal Comitato Etico Locale e ogni
soggetto ha fornito il consenso scritto, dopo aver letto una descrizione

dettagliata del protocollo sperimentale.
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Protocollo

In considerazione del tipo di pazienti reclutati, ovvero con funzione
renale normale, abbiamo ritenuto opportuno utilizzare come attivatore
del recettore della vitamina D il colecalciferolo perché facilmente
trasformabile nella sua forma attiva, 1,25(0H)2vitaminaD.

Inoltre tale farmaco presenta un maggiore profilo di sicurezza e consente
una migliore compliance (assunzione settimanale), al contrario del
calcitriolo o paracalcitolo (assunzione giornaliera).

Al tempo 0 veniva somministrata una dose di 25.000 unita
internazionali (UI) di vitamina D per via orale una volta alla settimana per
otto settimane (dose cumulativa 200.000 UI).

Questo regime posologico e stato adottato al fine di mantenere i

valori di 25(0OH)vitamina D costantemente superiori a 30 ng/ml.
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Misurazioni

Al tempo 0 e al termine dello studio (dopo otto settimane) sono stati

analizzati i seguenti parametri clinico/laboratoristici:

» pressione arteriosa, secondo le recenti linee guida internazionali; 76

» valori plasmatici di creatinina, calcio, fosforo, magnesio, sodio,
potassio, 25(OH)vitamina D, 1,25(OH);vitamina D, paratormone
(PTH);

» livelli plasmatici di angiotensinogeno (AGT), aldosterone (ALD),
attivita reninica plasmatica (PRA), renina e angiotensina II;

» valori di creatinina, albumina e sodio nelle urine delle 24 ore (h),

mentre per AGT un campione di urine spot.

[ campioni di sangue per il dosaggio dei componenti del RAAS sono

stati prelevati in condizioni di digiuno, al mattino (8:00-9:00), seduti,

dopo almeno 2 ore di ortostatismo.
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Laboratorio

I livelli sierici di creatinina, calcio, fosforo, magnesio, sodio e
potassio sono stati analizzati con metodiche standard.

La concentrazione urinaria di creatinina e dell’albumina e stata valutata
con un DCA 2000 Analyzer.

La stima della filtrazione glomerulare € stata calcolata mediante la
formula MDRD (Modification of diet in renal disease).

Specifici metodi radioimmunologici sono stati utilizzati per la
misurazione dei valori ematici di 25(OH)vitamina D e 1,25 (OH) vitamina
D (DiaSorin Inc., Stillwater, MN, USA; intra-assay rispettivamente di
10,5% e 11,3%; inter-assay rispettivamente di 9,6% e 14,9%,), PRA
(DiaSorin, Saluggia, Italia; intra-assay del 7,6% e inter-assay 9,1%, valori
normali (v.n.) 0,2-5,7 ng/ml/h), ALD (DiaSorin, Saluggia, Italia; intra-
assay 9,7% e inter-assay 11,5%, v.n. 3,5-30,0 ng/dl) e renina attiva
(CisBIO, Bedford, MA, Stati Uniti d'America; intra-assay 1,8% e inter-assay
al 4,0%, v.n. 5,1-59,4 pg/ml ).

[ livelli di PTH plasmatici sono stati valutati mediante dosaggio
radioimmunometrico (RIA) per la determinazione quantitativa del
peptide umano attivo PTH 1-84 (DiaSorin Inc., Stillwater, MN, Stati Uniti
d'America; intra-assay 2,5% e inter-assay 4,4%, v.n. 13-54 pg/ml), anche

la misurazione dell’angiotensina II plasmatica & stata eseguita con
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metodica RIA (Pantec srl, Torino, Italia; intra-assay del 3,1% e inter-assay
al 4,3%, v.n. 5,5-21,3 pg/ml).
Infine la concentrazione plasmatica ed urinaria di AGT é stata saggiata
grazie ad un recente metodo ELISA (Immuno-Biological Laboratories Co.,
Ltd.; intra-assay 5,0% e inter-assay 5,3%, v.n. 28-71 ug/ml in plasma e
7,1-35 ng/ml nelle urine).

Poiché l'escrezione urinaria giornaliera di AGT nell'uomo &
fortemente correlata con il rapporto tra la concentrazione urinaria
dell’AGT e quella della creatinina urinaria (UAGT/UCr), per analizzare tale

rapporto abbiamo raccolto campioni di urina (spot). 77

Analisi statistica

Per I'analisi statistica sono stati impiegati il test t-Student per i dati
appaiati e il test di Wilcoxon per le variabili non parametriche
(componenti RAAS).

La correlazione lineare e stata utilizzata per verificare la relazione
tra le variabili individuali.

[ risultati sono stati espressi come media + SEM e media + DS.

E’ stato considerato statisticamente significativo un P < 0.05.
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Risultati

I pazienti selezionati erano ipertesi essenziali, liberi da farmaci
interferenti con il RAAS ed a dieta controllata di sale e non mostravano
altre comorbidita, ad eccezione di ipercolesterolemia in due casi (trattati
con statine) ed iperuricemia in un paziente.
In condizioni basali, otto pazienti avevano livelli di vitamina D:

» <20 ng/ml (deficit)
e sette pazienti livelli ormonali:

* <30 ng/ml (insufficienza).

Dopo la somministrazione di colecalciferolo e significativamente
aumentata (p <0,001), come atteso, la concentrazione plasmatica di
25(0OH)vitamina D e questo ormone e risultato normalizzato in tutti i casi
(> 30ng/ml).

[ livelli basali di PTH erano nel range della normalita, con valori di
pressione arteriosa diastolica e sistolica ben controllati dalla terapia
somministrata all'inizio dell'indagine.

Questi parametri sono rimasti invariati per tutto lo studio (Tabella 1).

I valori plasmatici di calcio, fosforo, magnesio, sodio, potassio,

creatinina, eGFR e quelli della sodiuria non hanno subito alcuna

variazione significativa. ( Tabella 2 ).

32



Nonostante la dieta con un apporto costante di sale, documentata
da valori della sodiuria delle 24h sovrapponibili (125,8 + 16,1 mEq/24h
vs 126,7 + 12,7 mEq/24h), la misura dei componenti del RAAS al termine
dello studio (Figura 1) ha mostrato una riduzione della renina plasmatica
(13,6 = 3,4 pg/ml vs 24,0 £ 5,9 pg/ml, p <0,05) e dal’'ALD (21,9 £ 3,0
ng/dl vs 31,3 £ 5,55 ng/dl, p<0,05) e una diminuzione, seppur non
significativa, dei livelli di PRA (1,3 £ 0,3 ng/ml/h vs 1,9 + 0,4 ng/ml/h) e
di angiotensina Il (9,4 £ 1,5 pg/ml vs 13,0 £ 2,5 pg/ml).

Dallo studio non sono emerse modificazioni significative dei livelli
plasmatici (42,1 £ 2,1 ug/ml vs 39,0 = 2,5 ug/ml) ed urinari (16,1 + 2,6
ug/g creatinina urinaria vs 14,1 * 2,3 ug/g creatinina urinaria) di AGT.
(Figura 2)

Nessuna correlazione e stata documentata tra i valori plasmatici di
25(0H)D o di 1,25(0H)2D e la pressione arteriosa, i vari componenti RAAS

ed i valori di PTH prima e dopo la somministrazione del farmaco.
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CONCLUSIONI

Nel nostro studio € emerso che negli ipertesi essenziali con
ipovitaminosi D, i quali non assumono farmaci interferenti con il sistema
RAA e con intake costante di sale, la terapia con colecalciferolo e in grado
di influenzare I'attivita del sistema RAA.

Tale risultato e in accordo con altri studi eseguiti su animali 2467 e
in vitro 8, i quali suggeriscono che la vitamina D e in grado di inibire i
livelli intra-renali di mRNA e 'espressione proteica di diverse componenti
del RAAS, come AGT, renina, recettore della renina e del recettore 1
dell’angiotensina II, indipendentemente dal metabolismo del calcio.

A nostra conoscenza, sono riportati in letteratura solo tre studi
condotti sull'uomo, che esplorano questo argomento e in nessuno di essi e
stato osservato alcun effetto sulle componenti circolanti del RAAS.

Gli studi di Sugden et al. ¢! e di de Zeeuw et al. 63 hanno focalizzato
le indagini su pazienti diabetici, con e senza nefropatia, utilizzando come
supplemento di vitamina D, rispettivamente, ’ergocalciferolo ed il
paracalcitolo.

Il nostro gruppo ha progettato uno studio in pazienti ipertesi dopo
somministrazione di calcitriolo o colecalciferolo. 7

Tuttavia negli studi sopra citati i pazienti erano in trattamento con

inibitori del RAAS e la vitamina D pud non essere stata in grado di
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sopprimere l'incremento compensatorio della renina associato
abitualmente all'uso di questi farmaci.

Nella nostra indagine invece i pazienti erano liberi da farmaci e, se
in terapia con antiipertensivi, questi non erano interferenti sul RAAS
(ACE-inibitori o antagonisti del recettore 1 dell’Angll) o sul SNS (beta-
bloccanti o beta-agonisti, clonidina).

Inoltre i nostri pazienti non erano in terapia con diuretici o altri
farmaci influenzanti il metabolismo calcio-fosforo e l'intake sodico era
rimasto costante durante lo studio, come mostrato dalla sodiuria.

Un’altra caratteristica della nostra indagine era che la dose di
vitamina D somministrata era in grado di mantenere i livelli di
25(0OH)vitamina D superiori a 30 ng/ml in tutti i pazienti, come
raccomandato dalle linee guida internazionali. 78

In queste condizioni sperimentali, tutte le componenti circolanti del
sistema RAA nei nostri pazienti con ipovitaminosi D sono diminuite dopo
la somministrazione di colecalciferolo, a valori statisticamente
significativi per la renina attiva e I’ALD.

[ nostri dati sono in parte in accordo con uno studio molto recente,
il quale dimostra che una dose elevata di colecalciferolo negli ipertesi
obesi migliora la risposta del’ALD all'infusione dell’angiotensina II, un
dato che indica un effetto soppressivo del farmaco sul sistema RAA del

tessuto reno-vascolare. 71
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Un’indagine condotta da Vaidya et al. 71 ha riportato tuttavia

risultati apparentemente in contrasto con quelli del nostro studio, non

avendo questi autori osservato alcun cambiamento delle componenti

RAAS, nonostante condizioni sperimentali simili alle nostre.

Tuttavia vi sono alcune differenze tra i due studi, che potrebbero

giustificare tale divergenza:

la nostra indagine e stata condotta su pazienti normopeso e
caucasici, mentre nello studio Vaidya et al. 7! sono stati reclutati
prevalentemente soggetti di razza nera (70%), ipertesi e obesi;
la durata della supplementazione con colecalciferolo e stata
significativamente superiore nel nostro studio rispetto all’altro
(due mesi vs un mese);

i nostri pazienti hanno mantenuto un costante introito di sale
con la dieta (124 mEq/24h) a differenza dello studio di Vaidya
et al. nel quale I'assunzione di sale e stata considerevolmente
piu elevata (330 mEq/24h);

i prelievi nel nostro caso sono stati eseguiti con pazienti in
posizione eretta, mentre nell’altro studio essi sono stati

mantenuti in clinostatismo durante la notte.

L’apporto molto elevato di sale, connesso alla raccolta del sangue in

posizione supina, riferiti dall’altro studio puo aver sostanzialmente
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soppresso di per sé l'attivita del RAAS, oscurando cosi l'effetto della
vitamina D.

Nel loro insieme i nostri risultati confermano quelli di studi che
mostrano una relazione inversa tra PRA 4579, renina plasmatica 8% ed i
livelli di vitamina D in soggetti normotesi e ipertesi e una relazione
negativa tra i livelli di 25(OH)vitamina D e quelli circolanti
dell'angiotensina Il in pazienti con ipertensione essenziale. 81

E' stato ipotizzato che il sistema RAA intrarenale in alcune
condizioni patologiche 82 possa contribuire allo sviluppo o alla
compromissione della funzione renale, indipendentemente dai valori
circolanti del RAAS. Infatti, i meccanismi regolatori del RAAS sistemico e
intra-renale sembrano essere diversi e talvolta divergenti. 71

Alcuni dati ottenuti negli ipertesi 8 e nei pazienti con malattie

renali croniche 7> suggeriscono che 'AGT urinario puo rappresentare uno
specifico marker funzionale del RAAS intra-renale.
Sulla base di questi dati, al fine di studiare il comportamento
dell’angiotensinogeno plasmatico e renale, negli ipertesi in terapia con
colecalciferolo, abbiamo applicato nel presente studio un nuovo sistema
ELISA a sandwich, sviluppato per la determinazione dell’AGT. 72

Questo parametro e risultato del tutto immodificato dalla

supplementazione con vitamina D.
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Pertanto sulla base dei dati in nostro possesso non possiamo
considerare ’AGT urinario un marker specifico di RAAS intra-renale, ma e
piu verosimile che esso derivi, attraverso un processo di filtrazione
glomerulare, dal fegato, la fonte naturale del peptide.

Anche recenti osservazioni sembrano confermare questa ipotesi. 84

Vi sono alcuni limiti dello studio che meritano di essere menzionati.
Per prima cosa, nonostante i soggetti fossero ben selezionati e liberi da
terapie/farmaci interferenti con RAAS, il campione preso in esame e
comunque limitato.

In secondo luogo, il grado di ipovitaminosi D nei nostri pazienti e la
dose di farmaco somministrato possono non essere stati in grado di
mettere in evidenza pienamente gli effetti del colecalciferolo sull’attivita
RAAS.

In conclusione, i nostri dati indicano che nei pazienti con
ipertensione essenziale e con ipovitaminosi D, a dieta costante di sodio e
liberi da terapie interferenti sul RAAS, la stimolazione cronica del
recettore della vitamina D riduce l'attivita del RAAS sistemico, senza

influenzare I'angiotensinogeno urinario.
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TABELLE

Tabella 1. Caratteristiche demografiche dei pazienti.

Livelli plasmatici di 25(0H)D, 1,25(0H)2D e PTH e valori di pressione

arteriosa (media = SE) prima e dopo (otto settimane) la somministrazione

di colecalciferolo.

Parametri
Pazienti n

Genere

Eta media

BMI (kg/m?)
25(0H)D (ng/ml)
1,25(0H)2D (pg/ml)
PTH (pg/ml)

PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

Tempo 0
15

8M (53.3%)
7F (46,6%)

43,6 (22-71)
246 +2,6
18,3+2,8
22,4+ 3,6
47,7 +5,5
137,4+1,8

81,6 +1,8

Settimana 8

38,4 + 3,2

48,6 = 2,3

38,9+6,0

134,8 £ 2,3

81,0+1,6

< 0,001

< 0,001

0,13

0,23

0,73

25(0OH)D: livelli plasmatici di vitamina D; PTH: paratormone; M:

maschio; F: femmina; BMI: indice di massa corporea; PAS: pressione

arteriosa sistemica; PAD: pressione arteriosa diastolica.
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Tabella 1. Parametri sierici e urinari (media + SE) prima e dopo

(otto settimane) la somministrazione di colecalciferolo.

Parametri Tempo 0 Settimana8 | P
Calcio (mg/dl) 9,4+0,12 93+0,11 0,23
Fosforo (mg/dl) 2,6+0,14 29+0,17 0,19
Magnesio (mg/dl) 2,0+0,04 2,0+x0,04 0,70
Sodio (mEq/dl) 141,0+ 0,45 | 140,8+0,14 0,43
Potassio (mEq/dl) 3,9+0,30 4,1+047 0,39
Creatinina (mg/dl) 0,89+0,04 | 085+0,03 | 0,56
eGFR (MDRD) (ml/min/1.73m?) | 944+466 @ 97,1+3,76 0,62
Sodio Urinario (mEq/24h) 126,7 12,7 | 125,8+16,1 | 0,51

eGFR (MDRD): frazione di filtrazione glomerulare.
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FIGURE

Figura 1. I box-plots descrivono gli effetti del colecalciferolo

sulla PRA, renina, Angiotensina II e Aldosterone.
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La misura dei componenti del RAAS al termine dello studio ha mostrato
una riduzione statisticamente significativa della renina plasmatica da 13,6 + 3,4

pg/ml vs 24,0 £ 5,9 pg/ml, p < 0,05.
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[ livelli dell’aldosterone, dopo somministrazione di colecalciferolo, hanno
subito una riduzione statisticamente significativa con valori pari a 21,9 + 3,0

ng/dlvs 31,3 £ 5,5 ng/dl, p <0,05.
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PRA (ng/ml/h)
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[ livelli del PRA mostrano una diminuzione seppur non significativa con

valoridi 1,3 £ 0,3 ng/ml/h vs 1,9 = 0,4 ng/ml/h.
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ANGIOTENSINA II (pg/ml)
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[ valori dell’angiotensina II si modificano come segue 9,4 = 1,5 pg/ml vs

13,0 £ 2,5 pg/ml. Tale riduzione non e statisticamente significativa.
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Figura 1. I Box-plots descrivono gli effetti del colecalciferolo

sull'angiotensinogeno sierico e urinario
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Dallo studio non sono emerse modificazioni significative dei livelli plasmatici di
Aldosterone (42,1 = 2,1 mcg/ml vs 39,0 + 2,5 mcg/ml) ed urinari (16,1 + 2,6

mcg/g creatinina urinaria vs 14,1 + 2,3 mcg/g creatinina urinaria).
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