Malattie autoimmuni sistemiche

Il ruolo della vitamina D nelle malattie autoimmuni (Rassegna)
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LA VITAMINA D E | SUOI PRO-ORMONI

La 1,25-diidrossivitamina D5 [1,25(0OH),D,] o calcitriolo
rappresenta il substrato biochimico su cui si basa il siste-
ma endocrino D, la cui funzione piu conosciuta & la rego-
lazione dellomeostasi del calcio e la formazione delle
ossa’. Deriva da un precursore circolante, la 25-idrossivi-
tamina D; [25(0OH)D;] o calcifediolo?, forma ancora inatti-
va dell'ormone sintetizzato nel fegato dal’enzima 25a-
idrossilasi CYP2R1, la cui produzione & regolata con un
meccanismo a feed-back. La 25(OH)D; & veicolata in cir-
colo dalla proteina legante la vitamina D (DBP) e la sua
trasformazione in 1,25(0OH),D5 avviene principalmente nel
rene, dove e filtrata dal glomerulo e riassorbita dalle cellu-
le dei tubuli prossimali renali, mediante endocitosi megali-
na-mediata, e di nuovo idrossilata da parte dell'enzima 1a-
idrossilasi CYP27B134. La produzione renale di
1,25(0H),D; & strettamente regolata dai livelli plasmatici di
paratormone (PTH), calcio e fosforo e la sua concentrazio-
ne svolge azioni endocrine sistemiche come la regolazio-
ne del metabolismo osseo, 'aumento del riassorbimento
renale del calcio, il trasporto intestinale del calcio, la rego-
lazione della pressione sanguigna e la secrezione di insu-
linal.

Altri tipi di cellule possiedono il corredo enzimatico per
produrre I'ormone attivo in loco: la 1,25(0OH), D, extrare-
nale sembra agire in primo luogo come fattore
autocrino/paracrino con specifiche funzioni cellulari, come
l'inibizione della proliferazione, la promozione della diffe-
renziazione, la regolazione della risposta immune®s.
L'enzima 1a-idrossilasi & presente in almeno 10 diversi
tessuti oltre che nel tubulo prossimale del rene (Tab. 1),
ma la sua regolazione nei siti extrarenali &€ molto diversa e
coerente con le funzioni autocrine/paracrine che
1,25(0OH),D; svolge in situs-15.

La sintesi e catabolismo di 1,25(OH),D; sono sotto il
controllo di fattori locali, citochine e fattori di crescita, che
ottimizzano i livelli di ormone per specifiche azioni cellula-
ri, attraverso meccanismi ancora sconosciuti4. La
1,25(0H),D; svolge la sua azione legandosi ad un recet-
tore tessutale, il recettore della vitamina D (VDR), membro
della superfamiglia dei recettori steroidei, che agisce come
fattore di trascrizione di un gene bersaglio4.

La presenza di VDR in tessuti che non partecipano
allomeostasi minerale ha portato alla scoperta di una
miriade di altre funzioni controllate dall'ormone D (Tab. 2).
La capacita di 1,25(0OH),D; di inibire la crescita e promuo-
vere la differenziazione di certi tipi cellulari ha suggerito
che il sistema endocrino D possa avere un ruolo molto
importante nella prevenzione dei tumori, nella regolazione
del sistema immunitario e nella modulazione di altri siste-
mi endocrini; questo ruolo € stato recentemente dimostra-
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to da studi osservazionali, che hanno associato una
carenza di vitamina D con il cancro, malattie autoimmuni,
ipertensione e diabete e hanno rilevato che tale ormone
pud agire in alcuni tessuti anche con meccanismo autocri-
no e/o paracrino6.17,

Il catabolismo di 25(OH)D; e 1,25(OH)D; in acido cal-
citroico, biologicamente inattivo e solubile in acqua ¢ effet-
tuato dall’enzima 24a-idrossilasi (CYP24A1), espresso
quasi ubiquitariamente. La stessa 1,25(0OH),D; € un indut-
tore molto forte dell’espressione di 24a-idrossilasi, attra-
verso la presenza di 2 sequenze di elementi che rispondo-
no alla vitamina D (VDRE) nel promoter di questo gene,
cosi da indurre il suo stesso catabolismo. Questo feed-
back negativo serve come controllo interno per evitare
eccessivi livelli di 1,25(0H),D;418.19,

Se l'azione piu conosciuta della vitamina D riguarda il
metabolismo osseo, oggi & chiaro che tale ormone & in
grado di svolgere altre funzioni: funge da immunoregolato-
re con prospettive terapeutiche per le malattie autoimmu-
ni e da anti-proliferativo per il trattamento della psoriasi e
delle neoplasie, e contribuisce a prevenire le malattie car-
diovascolarizo.

LA REGOLAZIONE DEL SISTEMA ORMONALE D

Il sistema ormonale D € modulato da meccanismi
intrinseci che ne regolano I'attivita e I'efficacia a livello sia
del metabolismo osseo, sia delle altre molteplici funzioni
tessutali. La prima regolazione avviene attraverso lo stret-
to controllo della concentrazione in circolo di 1,25(0OH),Ds,
la cui produzione & modulata in relazione al fabbisogno di
calcio e altri ormoni dell'organismo ed ¢ inibita dallo stes-
so composto attivo. Gli altri fattori regolatori sono: il tra-

Tabella 1

Siti di produzione extrarenale di 1,25(OH),D nell’uomo
Tessuto Riferimento
Colon (6)
Cellule Dendritiche (7)
Cellule Endoteliali )
Cervello 9)
Mammella (10)
Insule Pancreatiche (11)
Ghiandole Paratiroidi (12)
Placenta, decidua (13)
Prostata (14)
Cute (15)
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Tabella 2
Distribuzione tessutale del recettore della vitamina D

Tessuto Adiposo Linfociti T Attivati
Surrene Cuore
Osso Cellule Endoteliali AorticheOsteoblasti

Midollo Osseo Osteoblasti

Cervello Cellule Insule Pancreatiche
Ghiandola Mammaria Paratiroide
Cellule Neoplastiche Parotide
Condrociti Ipofisi
Colon Placenta
Ovaio Prostata
Epididimo Retina
Follicolo Pilifero Cute
Cellule intestinali Stomaco
Cellule Renali Distali Testicolo
Fegato Timo
Polmone Tiroide
Linfociti B Utero

Cellule Dendritiche

Macrofagi

sporto in circolo, la captazione renale, la regolazione di
1a-idrossilasi renale ed extra-renale.

Trasporto in circolo. La 25(0OH)D; si lega con eleva-
ta affinita alla proteina di trasporto (Vitamin D-binding pro-
tein-DBP), i cui livelli plasmatici, 20 volte superiori, condi-
zionano la farmacocinetica del metabolita, in quanto il
composto legato ha un accesso limitato alle cellule bersa-
glio ed € meno suscettibile al metabolismo epatico con
conseguente aumento della sua emivita in circolo2!. DBP
pertanto agisce, oltre che come trasportatore, anche come
modulatore del metabolismo della vitamina D in relazione
alla sua concentrazione ematica, ottimizzandone il catabo-
lismo cellulare e/o regolandone I'attivita biologica, correla-
ta con la concentrazione di ormone libero, proteggendo
cosi i tessuti da livelli tossici di vitamina22. La concentra-
zione di DBP si riduce in corso di malattia epatica, sindro-
me nefrosica e malnutrizione, patologie nelle quali il
rischio di intossicazione da D ¢ elevato, mentre aumenta
durante la gravidanza e in corso di terapia estrogenicas.

Captazione nei tubuli renali. La 25(0OH)D; legata a
DBP viene trasportata attivamente all’interno delle cellule
dell'orletto a spazzola del tubulo prossimale renale, che
contengono 1a-idrossilasi, attraverso un processo di
endocitosi megalina-mediato?3. La megalina fa parte di un
gruppo di proteine complesse localizzate sulla superficie
delle cellule del tubulo renale prossimale, in grado di rias-
sorbire il complesso 25(OH)D5-DBP filtrato dal rene. DBP
€ degradato nei lisosomi e 25(0OH)D; viene veicolata
all'la-idrossilasi, oppure, in base alla concentrazione del-
I'ormone attivo, ritorna in circolo dove si lega di nuovo a
DBP24-26. | livelli di megalina sono aumentati da
1,25(0H),D; e cid costituisce un meccanismo di controllo
positivo nella produzione dell’ormone attivo?7.
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Regolazione di 1a-idrossilasi renale. L attivita di 1o.-
idrossilasi, CYP27B1, & fortemente regolata dall’asse
PTH-Ca-P. Il calcio introdotto con la dieta regola I'enzima
direttamente, attraverso variazioni del calcio serico o per
azione sulle cellule dei tubuli prossimali, e indirettamente
alterando i livelli di PTH: lipocalcemia infatti aumenta i
livelli del’'ormone circolante che & in grado di stimolare
I'1a-idrossilasi2s. Anche la restrizione dietetica del fosfato
accresce l'attivita dell’enzima renale, indipendentemente
dalla concentrazione del calcio e PTH, probabilmente
attraverso l'azione delle fosfatonine, fosfoglicoproteine
della matrice extracellulare, che sono in grado di agire
come mediatori della regolazione del fosfato sull’attivita
dell’enzima e/o sul gene che lo controlla428. Sono conside-
rati regolatori positivi di 1a-idrossilasi anche calcitonina,
ormone somatotropo e somatomedina. L'1,25(OH),D; limi-
ta, con meccanismo di feed-back negativo, i suoi stessi
livelli circolanti attraverso l'inibizione dellinduzione PTH-
mediata dell'attivita del gene promotore29. Anche il prodot-
to del gene Klotho, indotto da 1,25(OH),D,, & ritenuto un
regolatore negativo di 1a-idrossilasiso.

Regolazione di 1a-idrossilasi extra-renale. La regola-
zione di 1a-idrossilasi che si trova nei siti extrarenali (Tab.
1) & molto diversa da quella dell'enzima renale ed in linea
con le funzioni autocrine/paracrine svolte da 1,25(0OH),D5
prodotto localmente, sebbene il gene che controlla I'espres-
sione e l'attivita di 1a-idrossilasi nei tessuti extrarenali sia
identico a quello che lo governa nel rene (locus cromoso-
miale 12q13.1-q13.3)4. Sintesi e catabolismo sono sotto il
controllo di fattori locali, citochine e fattori di crescita, che
ottimizzano i livelli di 1,25(0OH),D5 per specifiche azioni cel-
lulari, attraverso meccanismi non ancora completamente
conosciuti. In particolare, nei macrofagi I'espressione di 1a.-
idrossilasi & stimolata significativamente da segnali immu-
no-mediati da interferone y (IFNy), lipopolisaccaridi e infe-
zioni virali; nelle cellule dendritiche (DC) I'espressione di 1a.-
idrossilasi &€ associata con la maturazione p38 MAPK e NF-
kB- dipendente delle stesse cellule3’.

La produzione locale di 1,25(0OH),D; dipende dai livel-
li dei precursori circolanti e cid potenzialmente spiega I'as-
sociazione tra deficit di vitamina D e malattie autoimmuni
el/o neoplasie, che, non essendo soggetta a un feedback
negativo mediato da 1,25(0OH),D5; come avviene per I'en-
zima renale, non aumenta la concentrazione di ormone
attivo circolante. Dati recenti dimostrano che anche le cel-
lule T esprimono gli enzimi responsabili della produzione
di 1,25(0OH),D432.

L’interazione recettoriale

Il legame di 1,25(OH),D; con un recettore nucleare e/o
con un recettore della membrana plasmatica negli organi
bersaglio genera una appropriata risposta biologica capa-
ce di regolare la trascrizione genica (azione genomica) o
di attivare rapidamente una varieta di segnali di trasduzio-
ne sulla o vicino alla membrana plasmatica (azione rapida
non genomica)33.

Azione genomica. || calcitriolo € uno dei pit importan-
ti regolatori di geni e agisce all'interno della cellula bersa-
glio legandosi direttamente ad un recettore ad alta affinita
(Vitamin D Receptor - VDR), appartenente alla superfami-
glia dei recettori nucleari per gli ormoni steroidei, deputati
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a modulare 'espressione genica delle cellule e presente in
molti tessutis4 (Tab. 2).

Il VDR e composto da una singola catena polipeptidi-
ca di 427 aminoacidi strutturata in 3 domini funzionali:

- C-terminale (ligand binding domain-LBD) che lega
'ormone a livello del suo anello A, contenente il gruppo
1a~idrossilato;

- DNA legante (DNA binding domain-DBD), organizza-
to in 2 moduli zinco-nucleati (zinc finger), responsabili del-
l'interazione ad alta affinita con specifiche sequenze di
DNA delle regioni promotrici del gene bersaglio, chiamate
elementi che rispondono alla vitamina D (VDRE);

- N-terminale, per i processi di trascrizione4.

Il VDR regola la trascrizione del DNA in mRNA, effet-
tuata dalla RNA polimerasi Il, che migrando nel citoplasma
trasduce l'informazione ai ribosomi per la sintesi protei-
cas3s. Attraverso 4 fasi successive in cui VDR lega
1,25(0OH),D5 nel dominio LBD, tale reazione induce cambi
conformazionali nel recettore che favoriscono il legame
eterodimerico con il recettore dell’acido retinoico X (RXR)
a livello di LBD e la traslocazione nel nucleo; il nuovo com-
plesso 1,25(0OH),D,;-VDR/RXR si lega, mediante il DBD, a
sequenze specifiche di VDRE e causa modifiche confor-
mazionali del DNA genomico36.37. Infine VDR recluta pro-
teine nucleari co-attivatrici e/o co-repressive383 che lo
aiutano a modulare la trascrizione genica40-47; I'equilibrio
finale tra co-attivatori e co-repressori determina il control-
lo della trascrizione genica in presenza di stimoli fisiologi-
ci o patologici“e.

Le azioni genomiche della D si distinguono in classiche
e non classiche (Tab. 3). Riguardo le prime, il sistema
endocrino D agisce come attore essenziale nell'interazio-
ne tra rene, 0sso, paratiroide e intestino per mantenere i
livelli di calcio extracellulare entro i limiti di normalita. Tra
le azioni genomiche non classiche, la recente scoperta di
VDR nelle cellule del sistema immune ed il fatto che
numerose di queste cellule posseggono il corredo enzima-

Tabella 3
Azioni genomiche della vitamina D

tico per produrre 'ormone hanno indicato che esso svolge
importanti proprieta immunoregolatorie4.32.

Regolazione della risposta immune

La 1,25(0OH),D; modula il sistema immune determi-
nando effetti regolatori diretti sulle funzioni dei linfociti B e
T e influenzando il fenotipo e la funzione delle cellule pre-
sentanti I'antigene (APC) e delle DC, promuovendo pro-
prieta tollerogeniche che favoriscono l'induzione dei T
regolatori (Treg) al posto dei T effettoris0. Questa regola-
zione € mediata dall’azione della vitamina D su fattori di
trascrizione nucleare come NF-AT e NF-kB o per diretta
interazione con VDRE nelle regioni promotrici dei geni
delle citochine. La vitamina & prodotta dagli stessi macro-
fagi e dalle cellule DC, T e B, e pertanto € capace di con-
tribuire fisiologicamente, attraverso VDR espresso nel loro
nucleo, alla regolazione autocrina e paracrina sia dell'im-
munita innata che di quella adattivaso-51. Questo stretto
controllo della produzione dell’ormone da parte delle cellu-
le dello stesso sistema immune, innato e adattativo, con-
ferma la rilevanza del sistema endocrino D nella modula-
zione della risposta immune nei soggetti sani e nei malati.

Potenziamento della risposta del sistema immune
innato. La risposta immune innata implica I'attivazione di
Toll-Like Receptor (TLR), recettori transmembrana depu-
tati al riconoscimento dei patogeni, nei polimorfonucleati,
monociti, macrofagi, come pure nelle cellule epiteliali (epi-
dermiche, gengive, intestino, vagina, vescica e polmone)
che scatenano la risposta immune innata nell’ospites2. La
1,25(0H),D4 rappresenta il legame chiave tra I'attivazione
dei TLR e la risposta antibatterica del sistema immune
innato, soprattutto in corso di infezione tubercolare dove &
in grado di indurre la produzione di un peptide antimicrobi-
co, la catelicidina, che & codificato da un gene primario
che risponde ed & fortemente regolato da D33. Questo sug-
gerisce che una quantita sufficiente di ormone attivo con-

Azioni genomiche classiche

* Mantenimento dei livelli di calcio extracellulare entro i limiti di normalita

* Aumento dell’assorbimento intestinale di calcio e fosforo dalla dicta

* Regolazione dello sviluppo e mantenimento della mineralizzazione dell’osso

* Modulazione della funzione della ghiandola paratiroide

+ Riassorbimento del calcio nel tubulo prossimale attraverso la simultanea soppressione di 1 o-idrossilasi e stimolazione di 24-idrossilasi

Azioni genomiche non classiche

* Inibizione della crescita cellulare

» Regolazione dell’apoptosi

+ Controllo della differenziazione cellulare

* Modulazione della risposta immune

+ Prevenzione della trasformazione neoplastica
+ Controllo del sistema renina-angiotensina

+ Controllo della secrezione insulinica

+ Controllo della funzione muscolare

» Controllo del sistema nervoso
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tribuisce a diminuire la suscettibilita all’infezione tuberco-
lare. Altri studi dimostrano che la D consente ai cheratino-
citi di difendere il processo di riparazione delle ferite dalle
infezioni batteriche3254. Inoltre la produzione autocrina di
1,25(0H),D5 da parte di DC €& in grado di programmare
I’'homing delle cellule T associate alla cute, che includono
Treg capaci di contrastare gli effetti pro-inflammatori indot-
ti nel tessuto stesso; I'ormone regola inoltre I'espressione
del recettore per le chemochine epidermiotrofiche CCR10
nelle cellule T attivate, codificato da un gene primario che
risponde alla D, favorendone I'azione tessutaless.

Regolazione delle risposte del sistema immune
adattivo. La 1,25(0OH),D, esercita una azione inibitoria sul
sistema immune adattativo; essa infatti: a) sopprime la
proliferazione e la produzione delle immunoglobuline e
ritarda la differenziazione dei precursori B in plasmacellu-
leS6; b) inibisce la proliferazione dei Th1, capaci di produr-
re IFN > e IL-2 e di attivare i macrofagi®7.58; c) agisce a
livello delle DC/APC favorendo la produzione di IL-4, IL-5
e IL-10 e spostando la differenziazione T a favore del feno-
tipo Th232; e infine d) accresce la quantita dei Treg
CD4+/CD25* che producono IL-10, mediante la quale bloc-
cano lo sviluppo di Th1, e inibisce la secrezione di IL-17
da parte dei T effettoris®.

Queste azioni regolano successive presentazioni di
antigeni ai linfociti da parte del sistema delle APC e di con-
seguenza il reclutamento (favorito da IFNy) e la prolifera-
zione (agevolata da IL-2) dei T effettori.

Inoltre gli agonisti di VDR favoriscono la proliferazione
di DC con proprieta di tolleranza®0:

- arrestando la differenziazione e la maturazione di DC;

- diminuendo I'espressione delle molecole co-stimola-
torie CD40, CD80 e CD86;

- diminuendo marcatamente la produzione di IL-12;

- aumentando la produzione di IL-1061;

- inducendo I'espressione di ILT3 (immunoglobulin-like
transcript 3), una molecola inibitoria associata con l'indu-
zione di tolleranza®2.

Le DC costituiscono un sistema altamente specializza-
to di APC, critico per l'iniziazione della risposta T CD4+;
sono presenti in diversi stadi maturativi in circolo come
pure negli organi linfoidi e non linfoidi, dove esercitano una
funzione di sentinella. Dopo il contatto con I'antigene,
migrano verso le aree T dipendenti dei linfonodi afferenti,
dove possono trasformare i T nativi in Th1. Pertanto le DC
possono essere immunogene, ma anche indurre tolleran-
za, sia nel timo sia in periferia, e possono modulare lo svi-
luppo dei T; in particolare le DC immature sembrano capa-
ci di indurre tolleranza e proliferazione di Treg63.

Studi sperimentali hanno dimostrato che le DC con
proprieta di tolleranza, indotte dagli agonisti di VDR, sono
in grado di indurre la differenziazione di Treg CD4+/CD25+,
capaci di arrestare lo sviluppo del diabete autoimmune60.
Da cio si evince che la sintesi attiva di 1,25(0OH) D5 all’in-
terno delle cellule dendritiche, oltre ad inibire la differen-
ziazione da precursori dei monociti in DC immature, bloc-
ca anche la loro capacita di subire la differenziazione fina-
le in risposta a stimoli di maturazione®4. Lavori recenti
hanno evidenziato che durante i processi infiammatori il
calcitriolo regola negativamente, con meccanismo paracri-
no e attraverso il reclutamento ligando-indotto di deaceti-
lasi istonica, I'espressione del fattore nucleare kB, indi-
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spensabile sia per la differenziazione e maturazione di DC
sia per innescare la risposta inflammatoria; questo spiega
I'effetto inibitorio del’ormone attivo sulla maturazione di
DC e sulla produzione di mediatori proinfiammatoriss.6é. La
1,25(0OH),D; e gli agonisti di VDR esplicano la loro azione
esclusivamente sulle DC di origine midollare, regolando la
loro produzione di citochine e chemochine e modulando la
loro capacita di inibire lo sviluppo di T helper e aumentare
la funzione di Treg60.67,

Gli agonisti di VDR inoltre possono espletare anche
effetti diretti su B e T inibendo selettivamente lo sviluppo
dei Th1 e Th1757.68, oppure inibendo direttamente le cito-
chine di tipo 1 come IL-2 e IFNy®9.

E’ stato anche dimostrato che 1,25(0OH),D; aumenta la
quantita dei Th2 attraverso un effetto diretto sui CD4 nati-
vi’0, Quindi Th1 e Th2 sono regolati dall’azione degli ago-
nisti di VDR, sia per l'attivazione, come per la differenzia-
zione’1.

La 1,25(0OH),D5 ha effetti potenti e diretti anche sulla
risposta cellulare B determinando induzione di apoptosi ed
inibizione della proliferazione, generazione di cellule B
memoria, differenziazione in plasmacellule e produzione
di immunoglobuliness.

| linfociti B, come i macrofagi, le DC e i T, esprimono |l
VDR e possono sintetizzare I'ormone attivo che puo eser-
citare azioni regolatorie autocrine e paracrine. Il trattamen-
to con agonisti di VDR inibisce la produzione da parte dei
T di IL-17, una citochina proinfiammatoria prodotta da T
patogenetici in diverse malattie autoimmuni organo-speci-
fiche che colpiscono il cervello, il cuore, la sinovia e I'inte-
stino%.72, La produzione di IL-17 & sostenuta da IL-23,
membro della famiglia dell'lL-12, formato da catene p19 e
p40, la seconda delle quali € fortemente inibita da agonisti
di VDRes,

Le DC che inducono tolleranza, prodotte dopo un
breve trattamento con 1,25(0OH),D; o suoi analoghi, porta-
no allo sviluppo di Treg CD4+/CD25+*, capaci di mediare la
tolleranza ai trapianti ed arrestare lo sviluppo di diabete
autoimmune?3. Gli agonisti di VDR non solo favoriscono
l'induzione di Treg ed aumentano la loro attivita inibitoria,
ma possono anche agevolare il loro reclutamento nei siti
inflammatori74.

| METODI DI DOSAGGIO DELLA VITAMINA D

Lidrossilazione della vitamina D nel fegato a livello del
carbonio 25 ha portato allo sviluppo dei primi metodi per
misurare i livelli circolanti di vitamina, utilizzando il legame
competitivo con le proteine vettrici (DBP)75. Il vantaggio di
questi metodi era la capacita di riconoscere contempora-
neamente 25(0OH)D, e 25(0OH)D,, mentre il loro limite prin-
cipale era costituito dal fatto che dosavano anche altri
metaboliti, tra cui la 24,25-diidrossivitamina D, la 25,26-dii-
drossivitamina D, e la 23-lattone vitamina D, presenti nel
siero in quantita inferiore al 10-15% della concentrazione
totale di 25(OH)D2 e biologicamente inattivi’é.

Nel 1985 é stato sviluppato il primo metodo radioimmu-
nologico (RIA) per il dosaggio di 25(OH)D76.77, che ricono-
sceva ugualmente 25(0OH)D, e 25(0OH)D3, ma che, come il
precedente, dosava anche altri metaboliti. Percio i due
metodi (DBP e RIA) sovrastimavano i livelli di 25(OH)D di
circa il 10-20%.
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Solo la tecnica di preparazione dei campioni con cro-
matografia semplice era in grado di rimuovere possibili
interferenze con altri metaboliti della vitamina D e a parti-
re dalla meta degli anni 1970, la cromatografia liquida ad
alta risoluzione (HPLC) & stata applicata al dosaggio della
vitamina D78.

Tale metodo €& considerato attualmente il gold stan-
dard, tuttavia & indaginoso e non & routinariamente utiliz-
zato nei laboratori clinici.

Recentemente lo sviluppo di una tecnica in cromato-
grafia liquida di massa (LC-MS) & stata utilizzata per
dosaggio diretto di 25(OH)D nel siero. Questa analisi
quantitativa, oggi presente in alcuni laboratori, permette di
dosare entrambe le frazioni 25(OH)D, e 25(0OH)D;79-80 e di
fornire il risultato quantitativo espresso dalla somma delle
due molecole.

Del tutto recentemente sono stati messi a punto meto-
di immunometrici chemiluminescenti, che si basano sul-
I'impiego di anticorpi in grado di dosare contemporanea-
mente 25(OH)D, e Dj; questi ultimi, implementati su ana-
lizzatori automatici ad elevata capacita analitica, sono
sempre piu utilizzati nei laboratori clinicig?.

| due gruppi di metodi, immunometrici e cromatografi-
ci, sembrano presentare una buona concordanza di risul-
tati e una ridotta variabilitas?.

LA CARENZA E L'INSUFFICIENZA DI VITAMINA D

La 25(OH)D ¢ il solo metabolita della vitamina D che
viene utilizzato per stabilire se un paziente & carente di
vitamina D, sufficiente o intossicato, poiché & la maggiore
forma circolante di vitamina D e ha una emivita di circa 2-
3 settimane. La 1,25(0OH),D ¢ la forma biologicamente atti-
va, ma la sua emivita in circolo € di solo di 4-6 ore, i suoi
livelli circolanti sono mille volte inferiori a quelli di
25(0OH),D ed in caso di carenza di vitamina sono norma-
lizzati dall’azione del PTH18,82-84,

Non vi &€ consenso assoluto sullintervallo di normalita
per 25(0OH),D. Parte della difficolta a definire un normale
intervallo di riferimento & determinata dalla necessita di
reperire centinaia di soggetti normali. Tuttavia, dal
momento che & ormai riconosciuto che il 30-50% delle
popolazioni sia europea che statunitense sono vitamina D
insufficienti o carenti, I'attribuzione di valori normali di 10-
55 ng/ml risulta del tutto inadeguata8s-88. Chapuy et al.89
hanno riferito che i livelli circolanti di 25(OH),D sono in
funzione dei livelli di PTH. Gli autori hanno osservato che
i livelli di PTH aumentano in seguito ai bassi livelli di vita-
mina D fino ad un plateau che raggiunge il nadir quando la
concentrazione € di 30-40 ng/mL. Un'osservazione analo-
ga é stata fatta da Thomas et al.?0 e Holick82. Sulla base di
queste osservazioni, vi & consenso nel ritenere 20 ng/dL
la soglia per la carenza e 30 ng/dL la soglia per l'insuffi-
cienza, ma tali livelli decisionali non sono ancora stati sot-
toposti ad una rigorosa valutazione critica, sulla base nei
nuovi metodi immunometrici automatizzati del commercio.

VITAMINA D E MALATTIE AUTOIMMUNI
Un rapporto tra deficit di vitamina D e prevalenza di

alcune malattie autoimmuni come il diabete mellito di tipo
1 (DM1), la sclerosi multipla (SM), I'artrite reumatoide
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(AR), il lupus eritematoso sistemico (LES) & stato ampia-
mente dimostrato?1-97. Non solo la vitamina D e suoi ana-
loghi possono prevenire lo sviluppo di malattie autoimmu-
ni, ma possono anche essere utilizzati nel loro trattamen-
to%. La supplementazione di vitamina D infatti ha dimo-
strato di essere terapeuticamente efficace in diversi
modelli sperimentali animali, come I'encefalomielite aller-
gica, l'artrite collagene-indotta, il DM1, la malattia infiam-
matoria intestinale, la tiroidite autoimmune ed il LES®94.

| bassi livelli sierici di vitamina D presenti in pazienti
affetti da patologie autoimmuni potrebbero essere collega-
ti ad altri fattori, oltre che nutrizionali, come la riduzione
dell’attivita fisica, la diminuita esposizione al sole, 'aumen-
to della frequenza dei polimorfismi dei geni VDR e gli effet-
ti collaterali di farmaci assunti®5.96.

Artrite reumatoide. L'AR € malattia autoimmune in cui
il processo infiammatorio € sostenuto da linfociti di tipo
Th1, che provocano l'attivazione e la proliferazione delle
cellule endoteliali e sinoviali, il reclutamento e I'attivazione
delle cellule inflammatorie, la secrezione di citochine e
proteasi da parte dei macrofagi e delle cellule sinoviali
fibroblasto-simili, e la produzione di autoanticorpi®s.

E’ noto che la carenza di vitamina D si associa ad un
aggravamento della risposta immunitaria Th1 e il suo pos-
sibile ruolo nella patogenesi di AR si basa proprio su prove
che mostrano un’aumentata espressione di VDR su
macrofagi, condrociti e cellule sinoviali delle articolazioni
dei pazienti®o-100,

La relazione tra i polimorfismi del gene VDR e ['inizio
dell'attivita AR & stata dimostrata in uno studio in cui
pazienti con genotipi BB o Bb per VDR avevano piu eleva-
ti indici di qualita di vita (Health Assessment Questionary-
HAQ), VES, dose di corticosteroidi e numero di farmaci
antireumatici assunti rispetto ai pazienti con il solo genoti-
po bb101,

Alcuni lavori hanno dimostrato che l'integrazione con la
dieta e/o la somministrazione orale di vitamina D impedi-
sce lo sviluppo o il ritardo della progressione dell’artrite; il
rischio di sviluppare AR €& inversamente correlato alla
maggiore assunzione di vitamina D102,

In realta non vi & ampio consenso tra gli autori. Infatti,
in un ampio studio prospettico, che ha valutato 186.389
donne tra il 1980 ed il 2002, non & stata evidenziata alcu-
na associazione tra maggiore assunzione di vitamina D e
il rischio di sviluppare AR o LES'03 g, in un altro studio, i
livelli sierici basali di vitamina D in 79 donatori di sangue
non sono stati differenti tra pazienti che hanno in seguito
sviluppato malattia ed il gruppo di controllo'04. Tuttavia, in
pazienti con AR trattati con farmaci tradizionali (Disease
Modifying Antirheumatic Drugs, DMARD) la supplementa-
zione orale con dosi elevate di alfacalcidolo per tre mesi
ha ridotto la gravita dei sintomi nel 89% dei pazienti, il 45%
dei quali ha raggiunto la remissione completa?05.

Altri studi hanno riportato una relazione inversa tra atti-
vita di malattia e concentrazione di metaboliti della vitami-
na D nei pazienti affetti da artriti infammatorie’6 e in con-
dizioni basali € stato osservato un rapporto di proporziona-
lita inversa tra i livelli di vitamina D ed il numero di dolori
articolari, indici di attivita di malattia (Disease Activity
Score-DAS28) e PCR. Per ogni aumento di 10 ng/ml di
livelli sierici di vitamina D il DAS28 si ¢ ridotto di 0,3 punti
ed i livelli di PCR del 25%105.106,
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Lupus eritematoso sistemico. Diversi autori hanno
dimostrato una maggior prevalenza di carenza di vitamina
D nei pazienti con LES rispetto ai soggetti affetti da altre
malattie autoimmuni e rispetto ai soggetti sani07-109,

In uno studio trasversale, Muller et al."10 hanno eviden-
ziato che i livelli di vitamina D sono risultati significativa-
mente inferiori nei pazienti con LES (in media 13 ng/mL)
rispetto ai pazienti con AR (24 ng/mL), osteoartrosi (32
ng/mL), e controlli sani (27 ng/mL). Huisman et al.19®
hanno osservato che il 50% dei pazienti con LES hanno
carenza di vitamina D (< 20 ng/mL)

| pazienti con LES presentano fattori di rischio multipli
per deficit di vitamina D. La caratteristica fotosensibilita
della malattia e la raccomandazione di applicare protezio-
ni solari, sono responsabili di una piu bassa I'esposizione
al sole e di una minore produzione di vitamina D nella
pelle. Il trattamento cronico con corticosteroidi e idrossiclo-
rochina sembrano influenzare il metabolismo della vitami-
na D, anche se i dati non sono ancora cosi chiari ancora.
Inoltre, il grave coinvolgimento renale nella nefrite lupica,
pu¢ influenzare l'idrossilazione di 25(OH)D nel rene.

La piu alta incidenza e la gravita del LES in individui di
origine africana € stata ben documentata. Si ritiene che
questa sia una conseguenza non solo di fattori genetici ma
anche del minore tasso di conversione cutanea seconda-
ria al colore della pelle¢’. E' stato osservato che i livelli cri-
tici di vitamina D (< 10 ng/mL) sono piu comuni nei pazien-
ti con coinvolgimento renale e lesioni cutanee fotosensibi-
li®8. Pure documentata € I'associazione tra livelli sierici di
vitamina D ed il grado di attivita di malattia secondo SLE-
DAI (SLE Disease Activity Index) ed ECLAM (European
Consensus Lupus Activity Measure)110.111,

Thudi et al.’2 hanno dimostrato che la valutazione fun-
zionale di malattia mediante HAQ modificato e VAS ¢ peg-
giore nei pazienti con diagnosi probabile o accertata di
LES e carenza di vitamina D. Questo stesso studio tutta-
via non ha dimostrato un'associazione tra carenza di vita-
mina D e livelli di autoanticorpi anti-dsDNA.
L'associazione tra deficit di vitamina D ed attivita di malat-
tia € stata dimostrata in uno studio brasiliano, condotto su
36 pazienti: i livelli di 25(OH)D erano piu bassi (media 17,4
* 12,5 ng/mL) nei pazienti con un'elevata attivita di malat-
tia (SLEDAI > 12) rispetto a quelli con attivita di malattia
lieve (SLEDAI < 3) e nel gruppo di controllo'3. In uno stu-
dio spagnolo con 92 pazienti affetti da LES, gli autori
hanno osservato bassi livelli di vitamina D (< 30 ng/ml) nel
75% dei pazienti ed una vera carenza (< 10 ng/ml) nel
45% di essio’.

Per spiegare la carenza di vitamina D nelle malattie
autoimmuni, Carvalho et al."'4 hanno indagato la presenza di
anticorpi anti-vitamina D nel siero di 171 pazienti con LES: il
4% aveva anticorpi anti-vitamina D, ma i livelli sierici di vita-
mina D erano simili nei pazienti con o senza tali autoanticor-
pi e tra le associazioni cliniche laboratoristiche ricercate, la
presenza di anticorpi anti-dsDNA & stata l'unica che ha
mostrato un forte legame con gli anticorpi anti-vitamina D.

Malattia indifferenziata del connettivo. Z4ld et al. 115
hanno dimostrato la presenza di una variazione stagiona-
le dei livelli di vitamina D nei pazienti con malattia indiffe-
renziata del tessuto connettivo (UCTD) e che tali livelli
erano piu bassi in questa popolazione rispetto alla popola-
zione di controllo. Il 21,7% dei pazienti con UCTD e deficit
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di vitamina D ha sviluppato una malattia del connettivo ben
caratterizzata, in particolare AR, LES, sindrome di Sjégren
e UCTD e i loro livelli di vitamina D erano piu bassi rispet-
to ai pazienti rimasti con malattia indifferenziata, non dia-
gnosticata.

Malattie infiammatorie intestinali. Bassi livelli sierici
di vitamina D sono state descritti anche nelle malattie
infammatorie croniche intestinali (IBD). Jahnsen et al.116
hanno osservato deficit di vitamina D nel 27% dei pazien-
ti con malattia di Crohn e nel 15% dei pazienti con colite
ulcerosa. Sembra che una combinazione di fattori come la
ridotta introduzione con la dieta, il malassorbimento di vita-
mina D e la ridotta esposizione al sole, siano responsabili
della maggiore frequenza di carenza di vitamina D nelle
IBD®%4, Nella IBD indotta in vitro mediante somministrazio-
ne di IL-10 in topi knockout, il deficit di vitamina D accele-
ra la malattia, con sviluppo precoce di diarrea e cachessia
e mortalita piu elevata. D'altra parte, il trattamento con
1,25(0OH),D5 impedisce lo sviluppo di sintomi, oltre a ridur-
re la progressione e l'attivita della malattia®®.

Sclerosi multipla. Alcuni studi hanno anche dimostra-
to I'associazione tra deficit di vitamina e SM e il ruolo della
vitamina D non solo nella riduzione della percentuale di
recidive, ma anche nella prevenzione dello sviluppo di
malattia®7.118. || rischio di SM si riduce notevolmente (fino
al 40%) in individui caucasici con assunzione di vitamina
D. Lo stesso vantaggio non & stato osservato negli indivi-
dui di discendenza africana ed ispanici’?. In uno studio su
modelli sperimentali di SM, la somministrazione di vitami-
na D ha impedito la comparsa di encefalite autoimmune e
rallentato la progressione della malattia?9.

Diabete mellito di tipo I. Diversi meccanismi effettori
che portano alla distruzione delle 3-cellule sono coinvolti
nella fisiopatologia del DM1, inclusa la presenza di linfoci-
ti CD8+ e macrofagi che regolano la differenziazione delle
cellule Th1 mediante secrezione di IL-12120. In modelli
sperimentali su topi non diabetici obesi (topi NOD), il defi-
cit di vitamina D accelera l'insorgenza di DM1121; invece la
supplementazione precoce di 1,25(0OH),D; in questo stes-
so modello, prima che la infiltrazione di cellule T nel pan-
creas produca l'insulite autoimmune, impedisce lo svilup-
po di diabete'22. Studi epidemiologici hanno dimostrato
che l'integrazione alimentare di vitamina D durante l'infan-
zia puo ridurre il rischio di sviluppare DM1. Uno studio che
ha effettuato un follow-up di 30 anni ha osservato una
significativa riduzione nella prevalenza di DM1 in bambini
che avevano ricevuto supplementazione giornaliera di
vitamina D123,

Gastrite autoimmune. E una malattia organo-specifi-
ca caratterizzata dalla presenza di anticorpi circolanti con-
tro I'enzima H*/K+*ATPasi, pompa protonica delle cellule
parietali (PC), e contro il fattore intrinseco (FI), prodotto di
secrezione di PC. La cronica autoaggressione contro que-
sto enzima provoca perdita di cellule parietali e zimogeni-
che e risulta in una diminuzione della secrezione acida
gastrica, ipergastrinemia e anemia da carenza di ferro. In
uno stadio piu tardivo della malattia insorge I'anemia per-
niciosa, causata dalla carenza di vitamina B12 che non
viene piu assorbita dall'intestino per la presenza nel siero
e/o nel succo gastrico dei pazienti di autoanticorpi contro
il FI. Questa malattia, spesso asintomatica, pud causare
atrofia della mucosa gastrica e nel 10% dei casi pud evol-
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vere verso un adenocarcinoma o un tumore carcinoide24.
Recentemente Antico et al. hanno studiato la concentra-
zione dellormone in un gruppo di pazienti affetti da AlIG
diagnosticata istologicamente, per verificare se l'ipovitami-
nosi D si associ anche con questa patologia. | livelli di vita-
mina D nei pazienti con gastrite autoimmune erano signi-
ficativamente piu bassi rispetto ai pazienti con gastrite non
specifica o al gruppo di controllo, supportando I'ipotesi che
l'ipovitaminosi D potrebbe costituire un fattore di rischio
per lo sviluppo della malattia autoimmune e agire come
fattore favorente una piu severa aggressione da parte dei
linfociti Th1 all’epitelio dello stomaco125.

Supplementazione di vitamina D nelle malattie
autoimmuni. Sebbene le evidenze cliniche e sperimenta-
li dimostrino che la carenza di vitamina D & un fattore
responsabile dell'aumento della prevalenza di specifiche
malattie autoimmuni, si sa poco circa gli effetti della sup-
plementazione di vitamina D nella prevenzione e tratta-
mento di tali patologie. La maggior parte degli studi dispo-
nibili ha utilizzato modelli sperimentali e tutti hanno dimo-
strato effetti benefici della supplementazione di vitamina D
nel modulare le componenti del sistema immunitario.

Solo piccoli studi controllati sono stati effettuati nell’'uo-
mo: questi tuttavia sembrano indicare gli effetti benefici
della supplementazione di vitamina D nella prevenzione
dello sviluppo di malattie autoimmuni e nella riduzione
della gravita di una preesistente malattia. Sulla base di tali
evidenze un gruppo di esperti raccomanda di mantenere i
livelli di vitamina D in pazienti affetti da malattie autoimmu-
ni al di sopra di 30 ng/mL e il monitoraggio dei livelli circo-
lanti per non superare il limite superiore di sicurezza fissa-
to a 100 ng/ml126,

CONCLUSIONI

Numerose osservazioni suggeriscono che la carenza
di vitamina D puo svolgere un ruolo importante nella rego-
lazione del sistema immunitario e che la vitamina puo
essere utile nella prevenzione delle malattie immuno-
mediate. Tuttavia ulteriori studi sono necessari per defini-
re lo stato di deficit/insufficienza in determinati gruppi di
pazienti, determinare i rischi e i benefici della supplemen-
tazione di vitamina D e stabilire frequenza e temporizza-
zione del monitoraggio.
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