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La storia della carenza di vitamine è antica di secoli. Ippocrate, nel V seco-
lo A.C., per primo descrisse lo scorbuto e le sue manifestazioni caratterizzato 
gengive sanguinanti, emorragie e morte. Anche gli Egizi riportano nel 1500 
A.C. episodi di scorbuto nel periodo invernale, dovuti alla mancanza di ali-
menti freschi. Troviamo ancora segnalazioni storiche durante le Crociate per 
arrivare al periodo delle esplorazioni effettuati con lunghe traversate in mare 
che furono caratterizzate da una esplosione di questa condizione e si dovrà 
aspettare il 1600 perché venga individuato nel succo di limone il possibile 
rimedio a questa condizione, ma prima che si diffondesse la cultura, moriro-
no almeno un milione di uomini di scorbuto.

Si dovrà aspettare la fine del 1800 per registrare l’individuazione del 
meccanismo di un’altra malattia causata da carenza vitaminica (Vital Amine, 
Amine vitali): il beri beri che determinava anemia e paralisi soprattutto tra 
i poveri.

Solo nel 1912 si arriva all’isolamento, da parte del biochimico Sir Fredrick 
Hopkins, di quelle che saranno poi caratterizzate come Vitamina A e 
Vitamina D ed il suo contributo all'individuazione delle vitamine venne rico-
nosciuto a lui ed a Christiaan Eijkman, con il premio Nobel per la medicina e 
la fisiologia del 1929. Quindi, arriviamo ai successivi passi descritti in questa 
interessante monografia del dottor Crapanzano.

Nonostante siano passati tanti secoli, molta strada deve essere ancora per-
corsa per capire completamente ruolo e funzioni delle Vitamina D che, pur 
non essendo una “amina” ha conservato questo termini come altre vitamine 
(ad es. la Vitamina C, che è un acido).

In realtà, appare oggi sempre più evidente che la Vitamina D non è una 
Vitamina ma il precursore di un potente ormone con struttura steroidea che 
svolge numerose e complesse azioni a livello del nostro organismo ed appare 
sempre più convincente il nuovo ruolo che possa svolgere questo ormone 
nell’influenzare il rischio di sviluppo e la prognosi di alcuni tumori e sono 
in continuo sviluppo le ricerche sul possibile ruolo che la Vitamina D può 
assumente in altre condizioni quali il Diabete mellito, l’obesità, le patologie 
polmonari, la cardiopatia coronarica ed altre come bene riportato in questa 
monografica in specifici capitoli.
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L’Autore di questa interessante monografia, il Prof. Calogero Crapanzano, 
ha percorso tutte le tappe culturali e professionali che lo hanno portato a 
ricoprire l’attuale ruolo di Direttore della Struttura Complessa di Patologia 
Clinica dell’Istituto Ortopedico “Gaetano Pini” di Milano. Dopo aver conse-
guito il diploma di Laurea in Medicina e Chirurgia presso l’Università degli 
Studi di Milano ha ottenuto il diploma di Specializzazione in Ematologia 
Clinica e di Laboratorio, seguendo per alcuni anni l’ambulatorio delle malat-
tie emorragiche e trombotiche del Centro Emofilia del Policlinico di Milano, 
acquisendo esperienza nel curare e monitorare tali patologie. Ha diretto per 
alcuni anni, in qualità di Direttore,  il Laboratorio Analisi del Centro Medico 
Visconti di Modrone a Milano. Quindi, dopo regolare concorso, viene assun-
to nel Laboratorio Analisi dell’Istituto Ortopedico Gaetano Pini in qualità di 
Assistente Medico.

Nell’arco di questi anni si è impegnato per acquisire nuove tecnologie 
per il Laboratorio in particolare introducendo nuova strumentazione per la 
coagulazione, privilegiando per lo più l’aspetto dei parametri strategici più 
aderenti all’attività chirurgica elettiva dell’Istituto (ad es. tests predittivi per 
l’Artrite Reumatoide, pannello dei parametri predittivi degli eventi trombo-
tici) sviluppando e rendendo autonomo  il settore dell’Immunofluorescenza, 
partecipando attivamente all’informatizzazione del Laboratorio. 

Il Prof. Crapanzano ha collaborato con il prof. Nicola Dioguardi nella 
stesura di due capitoli del Trattato di Roversi su argomenti riguardanti 
Coagulazione ed Autoimmunità e con la Scuola di Specializzazione in 
Ortopedia e Traumatologia dell’Università di Milano in qualità di Professore 
a Contratto. Ha pubblicato su riviste nazionali ed internazionali, è attual-
mente referente per le infezioni ospedaliere a livello regionale inserite 
nel protocollo selettivo Sentilomb e Sentilab, membro del CIO (Comitato 
Infezioni Ospedaliere) dell’Istituto Ortopedico Gaetano Pini con la mission di 
monitorare i germi sentinella.

Socio Ordinario e membro dell’esecutivo dell’AIPACMEM (Associazione 
Italiana Patologici Clinici), ha ottenuto il certificato di qualità ISO 9001 per il 
sistema informatico, primo Laboratorio in Lombardia ad avere ottenuto tale 
risultato.

Sergio Rassu
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Cenni storici

Vitamina D è il nome che viene attribuito a due sostanze liposolubili 
simili, il colecalciferolo e il calciferolo, che hanno in comune la capacità di 
prevenire o curare il rachitismo.

Prima della scoperta della Vitamina D, un’alta percentuale di bambini 
delle aree urbane, specialmente nelle zone temperate, andava incontro a 
rachitismo.

C’era chi pensava che la malattia fosse dovuta a mancanza di aria pura 
e di raggi solari; altri invocavano un fattore della dieta come causa della 
malattia. 

Le ricerche di Mellanby (1919) e di Huldschinsky (1919) dimostrarono 
che entrambe queste opinioni erano corrette; l’aggiunta di olio di fegato di 
merluzzo alla dieta o l’esposizione alla luce solare erano in grado di preve-
nire o di curare la malattia.

Nel 1924 si trovò che l’esposizione ai raggi solari delle razioni di cibo 
degli animali rappresentava un mezzo efficace per curare il rachitismo al pari 
dell’esposizione alla luce solare dell’animale stesso (Hess and Weinstock, 
1924; Steenbock and Black,1924).

Queste osservazioni portarono alla precisazione della struttura chimica 
del colecalciferolo e del calciferolo e infine alla scoperta che questi composti 
venivano ulteriormente metabolizzati nell’organismo a composti attivi.

Quest’ultima scoperta dell’attivazione metabolica è soprattutto da attri-
buire alle ricerche condotte nei laboratori di DeLuca negli Stati Uniti e di 
Kodiceck in Inghilterra (Kodiceck,1974; DeLuca and Schnoes, 1976).

 
Frederick Gowland Hopkins e Hector DeLuca sono solo due dei tanti ricercatori 

che hanno permesso, con le loro ricerche, di caratterizzare la Vitamina D, definirne i 
ruoli, l’impiego le prospettive.
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Chimica e presenza in natura

L’irradiazione ultravioletta di svariati steroli di provenienza animale 
e vegetale, porta alla loro conversione a composti dotati dell’attività della 
Vitamina D (attività antirachitica).

La rottura del legame carbonio-carbonio tra C9 e C10 rappresenta la 
modificazione essenziale realizzata dal processo fotochimico, ma non tutti 
gli steroli che subiscono questa apertura dell’anello mostrano attività anti-
rachitica.

La principale provitamina presente nei tessuti animali è il 7-deidrocole-
sterolo, il quale viene sintetizzato nella cute.

L’esposizione della cute alla luce solare converte il 7-diedrocolesterolo a 
colecalciferolo (Vitamina D3).

Holick e collaboratori hanno rinvenuto un  intermedio nella reazione 
di fotolisi, la previtamina D3, un 6,7-cis-isomero che si accumula nella cute 
dopo esposizione alla radiazione ultravioletta (Holick,1981).

Questo si converte lentamente e spontaneamente a Vitamina D3, e può 
assicurare un rifornimento prolungato di D3 per un certo tempo dopo espo-
sizione alla luce ultravioletta.

Si ritiene ora che la forma attiva di Vitamina D sia il calcitriolo [ 1,25-
(OH)2 colecalciferolo], il quale si forma mediante due successive idrossila-
zioni della vitamina D3.

L’ergosterolo, che è presente nei lieviti e nei funghi, è la provitamina della 
vitamina D2 (calciferolo).

L’ergosterolo e la vitamina  D2 differiscono dal 7-deidrocolesterolo e dalla 
vitamina D3, rispettivamente, solo in quanto l’uno e l’altro hanno un doppio 
legame tra C22 e C23 e un gruppo metilico in C24.

La vitamina D2 è il costituente attivo di un buon numero di preparazioni 
vitaminiche del commercio, come anche del pane irradiato e del latte irra-
diato.

Il materiale un tempo denominato vitamina D1 è stato poi dimostrato 
essere una miscela di sostanze antirachitiche.(1.2)
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Attivazione metabolica

La Vitamina D della dieta, oppure quella che viene sintetizzata all’interno 
dell’organismo, necessita di attivazione metabolica per poter esercitare le sue 
azioni caratteristiche sugli organi bersaglio.

Si ritiene, attualmente, che la forma attiva della vitamina è il calcitriolo, 
che è il prodotto di due successive idrossilazioni di D3 (figura)

Questo argomento è stato oggetto di rassegna da parte di DeLuca e 
Schnoes (1976, 1983), Haussler e McCain (1977) e Fraser (1980) 

 Idrossilazione della Vitamina D

Nell’uomo, la tappa iniziale dell’attivazione della Vitamina D3 ha luogo 
principalmente nel fegato, e il prodotto è il 25-idrossicolecalciferolo (o calci-
fediolo).

Il sistema enzimatico del fegato responsabile della 25-idrossilazione della 
vitamina D non è stato caratterizzato appieno, ma comunque è associato con 
le frazioni microsomiali e mitocondriali degli omogeneizzati del fegato e 
richiedono la presenza di NADPH e di ossigeno molecolare per la reazione 
di idrossilazione.

 Idrossilazione della 25-OHD3

Dopo essersi formata nel fegato, la 25-OHD3 entra nel torrente circolato-
rio, in cui si ritrova associata alla globulina che lega la vitamina D. 

L’attivazione finale a calcitriolo ha luogo nel rene.
Il sistema enzimatico responsabile della 1-idrossilazione della 25-OHD3 

è associato ai mitocondri.
Anch’esso è una ossidasi a funzione mista e necessita di ossigeno mole-

colare e NADPH come cofattori.
Il citocromo P-450, una flavoproteina, e la ferredossina entrano a far parte 

del complesso dell’enzima.
Questo enzima è soggetto a regolazioni alimentari ed endocrine le quali 

sono di grande importanza per l’omeostasi del calcio.
Così, l’attività dell’idrossilasi aumenta nelle carenze alimentari di vita-

mina D, di calcio e di fosfato ed è stimolata dal PTH, dalla prolattina e dagli 
estrogeni, mentre è soppressa da un’elevata assunzione di vitamina D.
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La lentezza delle risposte ad alcuni di questi agenti e la loro sensibilità 
ad inibitori metabolici suggerisce fortemente che le variazioni dell’attività 
enzimatica rappresentino delle modificazioni nella quantità di proteina enzi-
matica nel rene.

Vi sono anche prove a sostegno dell’esistenza di un meccanismo acuto 
di controllo che può modificare l’attività dell’idrossilasi nell’arco di alcuni 
minuti.

Nel caso del PTH, questa rapida stimolazione è probabilmente mediata 
dall’AMP ciclico (Larkins et al. 1974; Rost et al,, 1981).

Il sistema vitamina D/VDR

La vitamina D è presente in natura in due isoforme: quella animale 
(vitamina D3, colecalciferolo) e quella vegetale (vitamina D2, ergosterolo). Il 
nostro organismo è in grado di sintetizzare la vitamina D3, sfruttando l’ener-
gia elettromagnetica della luce solare, in particolare la banda ultravioletta, 
per trasformare il 7- deidrocolesterolo in colecalciferolo. Questo pro-ormone 
subisce due idrossilazioni, una epatica in posizione 25 e l’altra renale in 
posizione 1, con conseguente biosintesi della forma attiva della vitamina, 
l’1,25(OH)2D3. Una fonte alternativa di colecalciferolo è rappresentata da 
alcuni alimenti, come i pesci “grassi” (salmone, sardina, aringa, sgombro, 
anguilla) e le uova.

L’1,25(OH)2D3 ha attività biologiche endocrine e paracrine sistemiche e 
presenta due differenti modalità d’azione entrambe mediate dal suo recettore 
(VDR - vitamin D receptor): una genomica a lungo termine, legata alla pro-
prietà del sistema biologico 1,25(OH)2D3-VDR di regolare la trascrizione di 
oltre il 3% del genoma umano, ed una non-genomica a breve termine.

L’1,25(OH)2D3 aumenta il riassorbimento renale e l’assorbimento intesti-
nale di calcio e fosfati, inibisce la biosintesi di PTH e promuove i processi di 
differenziazione e proliferazione degli osteoblasti, favorendo in questo modo 
la mineralizzazione ossea.

La sua produzione viene stimolata dal PTH, dall’ipocalcemia e dall’ipo-
fosforemia, attraverso la 1α-idrossilasi renale, e dagli estrogeni, attraverso 
la 25-idrossilasi. È stato recentemente descritto un meccanismo di feedback 
negativo FGF23-1,25(OH)2D3. Una volta in circolo, essa viene trasportata 
dalla vitamin D Binding Protein (VDBP) (3.4.5).
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Colecalciferolo (Vit D3 -sintetizzata negli organismi animali)

Ergosterolo
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Ergocalciferolo (Vit D2 -provenienza vegetale)

Struttura dell'1,25-diidrossicolecalciferolo
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Il calcitriolo esercita sull’enzima un controllo a feed-back negativo che 
può rappresentare una conseguenza di un’azione diretta sul tessuto renale o 
di un’inibizione della secrezione di PTH.

Sistema RANK/RANKL/OPG

La Vitamina D è fondamentale nel riassorbimento osteoclastico e nel 
rimodellamento osseo

Il calcitriolo induce infatti l’espressione del Receptor Activator of Nuclear 
Factor NF-ĸB ligand (RANKL) sulla superficie degli osteoblasti stimolando il 
riassorbimento osseo. Il sistema comprende anche la osteoprotegerina (OPG).

Il sistema biologico RANK/RANKL/OPG è il mediatore ultimo di molti 
dei fattori endocrini e paracrini che regolano il processo di rimodellamento 
osseo.

Struttura del 25-idrossicolecalciferolo
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Il RANK è un membro trimerico della superfamiglia dei recettori del 
Tumor Necrosis Factor (TNF), il cui mRNA è espresso in differenti tessuti ed 
organi (osso, midollo osseo, milza, muscolo scheletrico, cervello, cuore, fega-
to, polmone, ghiandola mammaria, cute). In particolare, nel tessuto osseo, 
l’attivazione di RANK è fondamentale nel processo di differenziazione degli 
osteoclasti. L’attivazione di RANK è iniziata dal legame con il suo ligando, 
il RANKL: l’attivazione trasmette il segnale tramite il secondo messaggero 
TNF Receptor Associated Factor 6 (TRAF6), che provoca l’attivazione del 
sistema nuclear factor (NF)-κB; questo, traslocando nel nucleo promuove la 
trascrizione dei geni fondamentali nei processi di proliferazione e di differen-
ziazione degli osteoclasti. Il RANKL esiste almeno in tre isoforme, due delle 
quali posseggono domini trans-membrana: queste ultime possono rimanere 
ancorate alla membrana citoplasmatica, oppure essere clivate e funzionare 
come recettore solubile (sRANKL). La biosintesi di sRANKL può avvenire 
anche per splicing alternativo dell’mRNA di RANKL. RANKL è espresso 
sulla membrana cellulare degli osteoblasti, suggerendo un’interazione diret-
ta tra queste cellule ed i progenitori degli osteoclasti. L’effetto di RANKL si 
esplica principalmente a livello del midollo osseo; qui sono presenti le colo-
nie progenitrici dei monociti/macrofagi, dalle quali derivano gli osteoclasti: 
l’interazione di RANKL con RANK causa il reclutamento dei progenitori 
degli osteoclasti, la loro fusione a formare le cellule multinucleate, la loro 
differenziazione, la loro interazione con l’interfaccia ossea e la loro sopravvi-
venza, grazie all’attività anti-apoptosica.

OPG è un fattore solubile prodotto dagli osteoblasti strutturalmente 
simile a RANK. OPG agisce da falso recettore RANK: lega il RANKL prima 
della sua interazione con il RANK e di fatto ne blocca le attività biologiche 
(6, 7, 8, 9, 10).
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Vitamina D: l’importanza del sole e i 
miti da sfatare

La  vitamina D  è una sostanza  piuttosto anomala. A differenza di altre 
vitamine, si comporta come se si trattasse di un ormone. Viene definita come 
un gruppo costituito da 5 pro-ormoni liposolubili, identificati nelle vitamine 
D1, D2, D3, D4 e D5. È necessario assumere determinati alimenti o integrato-
ri per assicurare il nostro fabbisogno quotidiano di vitamina D?

La questione è molto delicata. Quando pensiamo alla vitamina D, richia-
miamo alla mente cibi come i latticini, le uova, l’olio di fegato di merluzzo, 
il salmone o altri pesci che contengono una  forma alimentare  di vitamina 
D, oppure  integratori  da dover assumere per far fronte ad una carenza. 
Non tutti sono a conoscenza di come sia sufficiente una regolare esposizio-
ne  alla  luce del sole, anche di  circa 10 minuti al giorno, per permettere al 
nostro organismo la produzione della vitamina D necessaria al suo corretto 
funzionamento.

L’integrazione di vitamina D dovrebbe essere consigliata soltanto in caso 
di reali carenze, di particolari condizioni di salute o momenti della vita, e di 
impossibilità ad un’esposizione regolare alla luce solare, un’eventualità che 
colpisce soprattutto gli abitanti dei Paesi nordici. È infatti nel momento in 
cui i raggi solari colpiscono la nostra pelle che il nostro corpo può iniziare a 
sintetizzare la vitamina D. La vitamina D che ricaviamo dall’esposizione alla 
luce solare viene trasformata dal nostro corpo in una forma di vitamina D 
superattiva utile nella prevenzione di numerose malattie.

L’argomento vitamina D in correlazione all’importanza dell’esposizione 
alla luce solare e agli aspetti correlati alla prevenzione viene approfondito 
all’interno di “The China Study”, volume dedicato ad uno studio approfon-
dito sull’impatto dell’alimentazione contemporanea in relazione alle malattie 
del benessere condotto da parte dell’esperto di fama internazionale T. Colin 
Campbell, e nel corso del documentario  che porta il titolo di  “A Delicate 
Balance”, incentrato sul delicato equilibrio tra alimentazione e salute, dispo-
nibile per la visione online nella versione italiana.

In “The China Study” la vitamina D viene definita come una sostanza 
che  non è necessario consumare, dunque  assumere attraverso l’alimenta-
zione. Un periodo di esposizione al sole pari a 15-20 minuti ogni due gior-
ni permette infatti al nostro organismo di produrne la quantità necessaria. 
A partire da essa, il nostro organismo sintetizza una forma di vitamina D 
“superattiva”, utile nella prevenzione di malattie come il cancro, l’osteopo-
rosi, le patologie autoimmuni, e non solo
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La vitamina D superattiva, che ne rappresenta la forma più importante, 
non può essere ottenuta tramite l’alimentazione o l’assunzione di integratori. 
È il nostro organismo a svilupparla, quando si trova in condizioni di buona 
salute. Quali sono i fattori che possono ostacolare la produzione di vitamina 
D superattiva da parte del nostro organismo?

L’insufficiente esposizione al sole, innanzitutto, ma non solo. Campbell 
indica ulteriori aspetti che potrebbero lasciare stupiti molti. Si tratta 
dell’assunzione di alimenti che  arrestano la produzione  di vitamina D 
superattiva: latticini e cibi contenenti proteine animali. Le proteine animali, 
oltre che nel latte e nei formaggi, sono contenute in tutti i derivati del latte, 
nella carne, nel pesce e nelle uova. Questi alimenti, sebbene possano contene-
re una forma di vitamina D alimentare, impediscono la produzione da parte 
dell’organismo della vitamina D superattiva.

Che cosa accade  quando i livelli  di vitamina D superattiva 
nell'organismo  sono costantemente bassi? Una simile situazione ci espone 
al rischio di numerose patologie, con particolare riferimento ai tumori. Se 
gli  alimenti di origine animale, alcuni dei quali vengono comunemente 
considerati fonti di vitamina D a cui ricorrere, comportano un blocco della 
produzione della vitamina D nella forma più attiva da parte del nostro orga-
nismo, ne consegue che l’assunzione di tali cibi non risulta benefica per incre-
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mentare i livelli di vitamina D e che il metodo migliore per mantenersi in 
salute da tale punto di vista consiste nell’esposizione regolare alla luce solare.

Ciò permette di evitare il  rachitismo, una patologia che può presen-
tarsi nei bambini e causare malformazioni a livello scheletrico e osseo. A 
suo parere, il fabbisogno alimentare di vitamina D dipende dalla quantità 
dell’esposizione alla luce solare. I lattanti dovrebbero essere esposti alla luce 
solare da 30 minuti a 3 ore alla settimana. Inoltre, l’assunzione di vitamina 
D tramite integratori nei lattanti potrebbe essere causa di sovradosaggio e di 
un eccessivo accumulo di calcio nell’organismo.
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Regolazione del processo di formazio-

ne osseo 

Studi recenti sembrano indicare che il calcitriolo e gli analoghi della 
vitamina D siano in grado di svolgere una attività di regolazione fella for-
mazione ossea. 

In uno studio condotto su un modello di topi ormono-dipendenti con 
osteoporosi senile caratterizzati da riduzione del processo di formazione 
ossea.

Due gruppi di animali sono stati trattati rispettivamente con calcitriolo o 
placebo allo scopo di verificare l’effetto del calcitriolo sulla formazione ossea.

Gli animali sono stati osservati per un periodo di 6 settimane al termine 
del quale, nel gruppo con calcitriolo, è stato osservato un significativo e rapi-
do incremento della Bone Mass Density (BMD) a livello della colonna verte-
brale (P<0,001) rispetto a quanto osservato nel gruppo di controllo.

L’esame istomorfometrico ha indicato che il calcitriolo aumenta in manie-
ra significativa il volume dell’osso, inoltre sono stati rilevati aumenti signi-
ficativi dei markers di formazione ossea e riduzioni importanti di quelli di 
riassorbimento.

Queste osservazioni hanno dimostrato che il calcitriolo agisce simulta-
neamente sulla formazione e sul riassorbimento osseo, consentendo così di 
prevenire l’instaurarsi dell’osteoporosi senile (11.12).
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Livelli di stato vitaminico “D” e l’as-
sunzione giornaliera adeguata di Vita-
mina D

Considerata l’importanza della vitamina D ed i suoi molteplici effetti si è 
reso necessario ridefinire i livelli di stato vitaminico D. 

Pur in assenza di un consenso generale, la concentrazione ottimale è stata 
inclusa in un ampio range che va da 8 – 48 ng/ml.

Tuttavia concentrazioni di 30 ng/ml sono ad oggi ritenute il limite inferi-
ore dell’intervallo ottimale capace di garantire un buon assorbimento intesti-
nale di calcio e prevenire le fratture non vertebrali e le cadute.

Si è dovuto così ridefinire anche l’assunzione giornaliera adeguata di 
vitamina D innalzata, oggi, a valori di almeno 20 mg e oltre soprattutto in 
soggetti anziani e in donne in gravidanza e che allattano.

Una recente metanalisi, che ha valutato i risultati di 7 trials randomizzati 
e controllati condotti sull’effetto dell’aggiunta della vitamina D e fratture 
d’anca in circa 10.000 pazienti anziani con deficit di vitamina D, ha mostrato 
una riduzione significativa del rischio di frattura femorale e non vertebrale 
nei soggetti che avevano un adeguato introito di vitamina D.

La vitamina D è capace di mantenere la massa ossea in pazienti che assu-
mono corticosteroidi e può ridurre significativamente il rischio di fratture 
vertebrali. 

Recenti evidenze suggeriscono che gli effetti farmacologici deleteri dei 
corticosteroidi possono essere addirittura contenuti usando analoghi della 
vitamina D. 

Questi possono ridurre il rischio di caduta in pazienti con osteoporosi 
indotta da glucocorticoidi (glucocorticosteroid-induced osteoporosis - GIOP) 
quando usati come trattamento di combinazione col bifosfonato (13.14.15).
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Supplementazione di Vitamina D

Il tema della supplementazione della Vitamina D è strettamente legato al 
range di riferimento che dovrebbe individuare i soggetti con carenti o insuf-
ficienti livelli della vitamina che quindi necessitano della supplementazione. 
Questo aspetto verrà dibattuto più avanti. E' certo che si tratta di uno snodo 
decisionale importantissimo perché secondo alcuni "range di riferimento" 
miliardi di persone nel mondo avrebbero una concentrazione di Vitamina D 
insufficiente se non carente e nei Paesi occidentali verrebbe inclusa il 70-80% 
della popolazione. Questa attenzione ha fatto seguito all'introduzione del 
dosaggio della Vitamina D che è esploso negli anni recenti con una crescita 
del 70%, fenomeno che non si è registrato per nessun altro test di laboratorio. 
Pertanto diventa importante definire l'ambito della normalità che avrà poi 
delle ricadute enormi nella scelta di iniziare una supplementazione. 

Tale scelta è importante anche sotto il punto di vista dei rischi del trat-
tamento. Infatti la supplementazione di Vitamina D comporta il rischio, 
sebbene piccolo, di intossicazione della Vitamina D ed ipercalcemia. La sup-
plementazione di Vitamina D e calcio aumenta il rischio di calcolosi renale.

La vitamina D3 (25-OH-vitD) è la forma preferibile di vitamina D da 
utilizzare, mentre il ricorso al calcitriolo è consigliato solo in situazioni 
particolari (insufficienza renale medio-grave, grave malassorbimento, ipo-
paratiroidismo), peraltro in associazione alla vitamina D3.

Infatti il calcitriolo ha una brevissima emivita, non ha possibilità di 
immagazzinamento e necessita di controlli periodici di calcemia e calciuria.

La farmacocinetica della vitamina D consente la somministrazione, in 
alternativa a quella giornaliera, di boli settimanali (5000-10.000 U.I.), mensili 
(25.000-50.000 U.I), trimestrali (100.000-300.000 U.I.) o addirittura annuali 
(300.000-600.000U.I.)
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Alimenti che contengono Vitamina D

Il calcio è il minerale costitutivo delle ossa, queste tendono a demine–
ralizzarsi e perdere densità durante l’età adulta per un processo fisiologico 
di invecchiamento. Le ossa per mantenersi salde devono poter assimilare il 
calcio dagli alimenti che ne sono ricchi e che introduciamo nella nostra dieta.

Tenendo conto che è la vitamina D a permettere l’assorbimento del calcio 
a livello intestinale, ed ecco perché è così importante.

Il latte, i latticini, soprattutto se associati ad altri alimenti acidificanti 
come la carne rossa, gli zuccheri, il caffé, i pomodori, l’aceto, hanno bisogno 
di essere associati alla vitamina D e a cibi alcalinizzanti per poter essere cor-
rettamente assunti dall’organismo con il calcio in essi presente.

Inoltre l’attività fisica costante mantiene ben irrorate di sangue e ossigeno 
ossa e articolazioni, unitamente ad un’alimentazione ricca di minerali e di 
vitamina D, è indispensabile per prevenire le patologie osteo-articolari.

Si ricorda che la vitamina D, o colecalciferolo, viene assorbita in due 
modi.

Il primo è esporsi alla luce del sole (non necessariamente in spiaggia ma 
nelle nostre attività ordinarie in una giornata piena di sole) perché nella nos-
tra pelle è presente una provitamina, detta deidrocolesterolo, che attraverso 
l’azione stimolante dei raggi UV si trasforma in vitamina D subito disponi-
bile.

La seconda fonte di vitamina D è l’alimentazione. I cibi che ne sono più 
ricchi e da non far mancare sulla nostra tavola (tenendo conto che il nostro 
fabbisogno giornaliero è pari a 10 mg al giorno) sono:

Olio di pesce (olio di fegato di merluzzo), salmone, aringhe, pesce azzur-
ro (sardine, alici, sgombri), uova, funghi, soia e derivati, caviale e uova di 
pesce, frutti di mare (cozze, ostriche, vongole), ricotta.



Calogero Crapanzano Vitamina D

23Caleidoscopio

Alimento	 Contenuto di vitamina D in UI

Latte	 3-40/L

Burro	 35/100 g

Yogurt	 89/100 g

Formaggi	 12-44/100 g

Funghi shiitake freschi	 100/100 g

Funghi shiitake secchi	 1660/100 g

Tuorlo d'uovo	 20-25/tuorlo

Gamberetti	 152/100 g

Fegato di manzo	 15-50/100 g

Tonno, sardine, salmone, sgombro in scatola	 224-332/100 g

Salmone rosa con lisca in scatola	 624/100 g

Salmone, sgombro cotto	 345-360/100 g

Sgombro dell'atlantico (crudo)	 360/100 g

Aringa dell'atlantico (cruda)	 1628/100 g

Aringa affumicata	 120/100 g

Aringa sottoaceto	 680/100 g

Merluzzo	 44/100 g

Olio di fegato di merluzzo	 175/g-1360/cucchiaio

Fonte Misra M et al. Pediatrics 2008; 122:398-417

Contenuto di vitamina D in alcuni alimenti.
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Pochi alimenti contengono quantità apprezzabili di vitamina D. Un ali-
mento particolarmente ricco è l’olio di fegato di merluzzo. 

Seguono, poi, i pesci grassi (come il salmoni e le aringhe), il latte ed i 
suoi derivati, le uova, il fegato e le verdure verdi. Da qui il fatto che i popoli 
del Nord dove il sole è deficitario, si nutrono di burro, pesci grassi ecc. Al 
contrario noi, del Sud, abbiamo il sole e, quindi, la produzione naturale della 
Vitamina D sulla pelle attraverso l’insolazione. Nel caso di una carenza della 
vitamina D, poiché ne occorrono almeno 800 UI/die, ne derivano una serie 
di alterazioni che vanno da:

- Un’alterata funzione muscolare, il cui tessuto necessità appunto di cal-
cio ione;

·  Rischio di fratture, specie nella donna, vulnerabile nella frattura della 
testa del femore e nei crolli vertebrali;

·  Rischio di patologie scheletriche come la osteomalacia e l’osteoporosi 
nell’anziano e rachitismo nel bambino, caratterizzata dalla rarefazione delle 
trabecole ossee.

·  La vitamina D controlla l’ipertensione, attraverso la regolazione della 
sintesi renale di renina, per down regulation; inoltre migliora la vascolarizza-
zione grazie all’azione sui vasi;
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· Se è carente si corre un rischio maggiore di sviluppare carcinomi (per 
esempio del colon) poiché la vitamina D regola la proliferazione cellulare ed 
inibisce l’angiogenesi. 

· Se è carente è maggiore il rischio di patologie parodontali, cioè è alterata 
la mineralizzazione ossea dell’alveolo dentale, esercitando un’azione antin-
fiammatoria con riduzione di patologie paradontali, specie nell’anziano.

· Se è carente si sviluppa iperparatiroidismo secondario ed aumento della 
concentrazione di fosfatasi alcalina.

 La sua carenza espone al rischio di infezioni virali, sembrerebbe che 
la stessa sindrome influenzale sia favorita dalla carenza di vitamina D per 
una mancata azione antimicrobica. Da esperimenti in vitro si è evidenzia-
to come l’1,25(OH)D possa stimolare la produzione di catelicidina umana 
(human cathelicidin antimicrobial peptide, CAMP), un peptide con azione 
antimicrobica, in differenti culture cellulari ed   anche di altri peptici ana-
loghi, la defensina β di tipo 2 (defensin β2, defβ2) la lipocalina associata 
alla gelatinasi neutrofila (neutophil gelatinase-associated lipocalin, ngal) che 
regolano i geni della difesa immunitaria a livello del DNA della cellula.  
Simili dati permettono di dare un sostegno, almeno iniziale, allo studio di 
Cannel e colleghi i quali, riprendendo un’ipotesi già sostenuta di Edgar 
Hoper-Simpson nel 1981, sostengono che i picchi invernali di sindrome 
influenzale potrebbero essere dovuti ad una carenza di vitamina D a seguito 
d’una minor esposizione alla luce solare.(16)

Rischio di carenza vi è nell’allattamento e nella gravidanza e nel bambino 
in accrescimento.(17)

· Generalmente l’esposizione alla luce dovrebbe mantene-
re dei livelli adeguati, ma nei mesi invernali questo non è possibile 
e si possono verificare stati carenziali sia per la mamma che per il 
piccino per cui si consiglia di assumere 10 μg/die di vitamina. 
Gli anziani tendono a stare meno alla luce e la loro sintesi endogena di vita-
mina diminuisce per cui si può ricorrere ad una supplementazione di 10 μg/
die. Ora, leggendo la tabella appresso riportata, potrai conoscere l’apporto 
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di calcio sulla base dei grammi di alimento considerato; tieni conto, per 
esempio, che a parte il latte, il burro, il formaggio, il calcio è contenuto nella 
rughetta, che è un’insalata o nei fagioli borlotti!!

Alimenti con un buon 
contenuto in calcio

Contenuto in calcio 
in mg

Porzioni

CEREALI    
Panini al latte 76 Un panino = 60 gr
Crusca di frumento 44 3 cucchiai 40 gr
Pane di segale 48 Un panino piccolo =60 gr
Cornflakes 29.6 3 cucchiai (40 gr)
     
LATTE E YOGURT    
Latte di capra 211.5 Una tazza = 150 ml
Latte di mucca scremato 187.5 Una tazza = 150 ml
Yogurt 156.25 Un vasetto = 125 ml
Latte di mucca intero 178.5 Una tazza = 150 ml

FORMAGGI    
Ricotta di mucca 295 Una fetta media = 100 gr
Ricotta di pecora 166 Una fetta media = 100 gr
     
PESCI    
Ostrica 93 N° 3 = 50 gr
Alici 118.4 n. 8 = 80 gr
Calamari 144 N° 5 = 100 gr
Polpo 144 Un piatto 100 gr
Gamberi 165 N° 10 = 150 gr
Cozze 88 n. 20 = 100 gr
Aragosta 111 N° 1 = 150 gr
     
LEGUMI    
Ceci 213 Un piatto = 150 gr
Fagioli umidi 202.5 Un piatto = 150 gr
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Fave umide 135 Un piatto = 150 gr
VERDURE    
Rughetta 463.5 Un piatto = 150 gr
Cime di rapa 253.5 Un piatto = 150 gr
Cicoria 225 Un piatto = 150 gr
Agretti 196.5 Un piatto = 150 gr
Bieta 195 Un piatto = 150 gr
Radicchio verde 172.5 Un piatto = 150 gr
Broccoletti 194 n. 5-7 = 200 gr
cardi 192 n. 4 = 200 gr
Indivia 139 Un piatto = 150 gr
     
ACQUA MINERALE    
Ferrarelle 362 1 litro
Sangemini 328.1 “
Lete 317 “

Tabella degli alimenti sulla base del loro contenuto in calcio.
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Metabolismo Calcio-Fosforo, alterazio-
ni del metabolismo del calcio, magnesio 
e fosforo

La seguente figura illustra la distribuzione nei diversi compartimenti 
corporei di questi minerali.

Compartimentalizzazione del Ca nell’organismo. I rettangoli indicano 
i vari compartimenti, in equilibrio mediante scambi,  bidirezionali (frecce) 
tra loro. Il compartimento centrale di rapido scambio comprende le quote 
ionizzata, complessata con citrato e altri anioni, e legata all’albumina. Solo 
la quota ionizzata scambia con l’osso, assorbe e secerne da e nell’intestino, 
viene filtrata dal rene. (da Ettore Bartoli. Medicina Interna: Metodologia, 
Semeiotica, Fisiopatologia, Clinica, Terapia Medica)

Il Ca è contenuto quasi per intero nell’osso, sotto forma di idrossiapatite, 
3[Ca3(PO4)2] Ca(OH)2, che è in equilibrio dinamico (viene continuamente 
disciolta e riformata) con il Ca extracellulare. A sua volta questo è in equi-
librio dinamico col Ca cellulare e plasmatico. Nel plasma il 40% del Ca è 



Calogero Crapanzano Vitamina D

29Caleidoscopio

contenuto in una forma legata alle proteine (il 75% all’albumina), il 10% in 
una forma solubile in sali complessi di citrato ed altri anioni organici, ed in 
una forma ionizzata (il 50%) dalla quale dipende la attività fisiologica sulla 
eccitabilità delle membrane cellulari, soprattutto nervose e muscolari. Nel 
citosol la concentrazione di Ca è nel range micromolare (in effetti, 100 nM/l, 
corrispondenti a 0,1 µM/l), e viene mantenuta entro limiti rigidi, perché da 
sue minime variazioni dipende la attivazione e della contrazione muscolare 
e dei processi energetici. Il P è contenuto sia nell’osso, sia, in notevoli quan-
tità, all’interno delle cellule, dove rimpiazza in gran parte il Cl, intervenendo 
nel metabolismo energetico. Il Mg è contenuto nell’osso e, in concentrazione 
ridotta rispetto al Ca, nel plasma. I suoi effetti fisiologici sono simili a quelli 
del Ca, ma richiedono variazioni di concentrazione assai più elevate. La rego-
lazione del metabolismo minerale è illustrata nella figura sopra citata

Il Ca viene assorbito dal tenue con una funzione che tende a saturazione. 
La quantità riassorbita, a parità di concentrazione intestinale, viene regolata 
dall’ormone di-idrossi-colecalciferolo o calcitriolo (1a-25(OH)2-colecalcife-
rolo), che induce la sintesi di un trasportatore specifico. L’ingresso nell’osso 
viene regolato dalla attività delle fosfatasi alcaline prodotte dagli osteoblasti, 
e da metaboliti del colecalciferolo (che stimolano direttamente la formazione 
di matrice ossea), il suo riassorbimento dagli osteoclasti tramite gli stessi fat-
tori e, direttamente, dal PTH. La concentrazione normale di Ca++ ionizzato (5 
mEq/l) controlla la secrezione dell’ormone paratiroideo (PTH). Un aumento 
di Ca++ inibisce, una diminuzione attiva la secrezione di PTH.

Questo attiva il riassorbimento osseo direttamente, inibisce il riassor-
bimento tubulare prossimale di P, stimola il riassorbimento distale di Ca. 
Inoltre, attiva la l-a-idrossilasi nelle cellule tubulari prossimali, promuoven-
do la trasformazione del 25-OH-colecalciferolo, prodotto dal fegato a partire 
dalla vitamina D attivata dai raggi ultravioletti nella cute, in di-idrossicole-
calciferolo. A sua volta questo promuove l’assorbimento intestinale del Ca.
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Regolazione del metabolismo del Ca. La vitamina D assorbita viene atti-
vata dai raggi ultravioletti nella cute. La forma attivata viene trasformata 
dal fegato in 25-colecalciferolo. La concentrazione di Ca ionizzato viene 
“letta” dalle paratiroidi, che rispondono ad una riduzione secernendo PTH. 
Questo attiva la 1-a-idrossilasi presente nelle cellule del tubulo prossimale, 
che trasforma il 25-colecalciferolo in 1-a-25(OH)2-colecalciferolo. Questo è 
un ormone (calcitriolo) che promuove l’assorbimento del Ca nell’intestino. Il 
PTH aumenta anche il riassorbimento del Ca dall’osso, ed il riassorbimen-
to di Ca da parte del tubulo distale. (da Ettore Bartoli. Medicina Interna: 
Metodologia, Semeiotica, Fisiopatologia, Clinica, Terapia Medica)
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Le malattie del metabolismo calcio-fosforo derivano dalla alterazione di 
una delle branche, o recettore, o meccanismo fisiologico del sistema. Esiste 
una relazione inversa, lineare, fra la concentrazione plasmatica del Ca ioniz-
zato e quella di PTH. Quando la concentrazione di PTH cade al di fuori delle 
bande di confidenza della relazione normale, siamo in presenza di iper o 
ipoparatiroidismo patologico (18, 19, 20).
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Vit D e rischio cardio-vascolare

La produzione, la vendita ed il consumo di preparati multivitaminici 
costituisce un mercato di diversi miliardi di dollari. Negli Stati Uniti, la 
maggior parte degli americani assumono regolarmente una qualche forma di 
supplementi con la convinzione di prevenire la malattia cardiovascolare.  E' 
stato infatti sostenuto che la vitamina A ritarda l'aterogenesi,  la vitamina C 
per le sue caratteristiche di antiossidante la lesione dell'endotelio causata dai 
radicali liberi, la vitamina E si ipotizza influenzi la funzione di aggregazione 
delle piastrine ed inibisca la formazione delle cellule schiumose e, soprat-
tutto, bassi livelli di vitamina D si pensa abbiano un impatto negativo sulla 
struttura del miocardio ed aumentano il rischio di eventi cardiovascolari.   

E' stato segnalato che il rischio di ipertensione arteriosa, l’aumento della 
frequenza cardiaca e di infarto miocardio aumenta al diminuire del livello di 
Vit D: per altro la somministrazione di VIT D pur mostrando una tendenza 
alla riduzione non è così significativa (21, 25, 26, 28). 

In una recente revisione (48) vengono riportati i risultati del Comitato di 
Medicina che sottolinea come le evidenze siano insufficienti, particolarmente 
se si analizzano i dati dei trial randomizzati, che il trattamento con Vitamina 
D influenzi il rischio degli esiti di problematiche non scheletriche come il 
rischio di cancro, di malattia cardiovascolare, diabete, infezioni, malattie 
autoimmuni ed altri esiti extrascheletrici.  

Una revisione pubblicata recentemente (49) si è posta l'obiettivo analizza-
re la letteratura disponibile sugli effetti dei supplementi vitaminici per quel 
che riguarda la prevenzione della malattia cardiovascolare. Sfortunatamente, 
le attuali evidenze suggeriscono che non sono dimostrabili benefici evidenti 
nella popolazione generale statunitense con la supplementazione di vitamine 
anche se conclude che sono necessari ulteriori studi per valutare se una qual-
che sottopopolazione possa trarre giovamento da questi preparati.
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Vit D e Diabete

Per quanto riguarda Il diabete di tipo 1 molti studi concordano nella ridu-
zione di quasi il 30% del rischio di sviluppare questa malattia se si assumono 
supplementi  di Vit D nei bambini.

  Nel diabete di tipo 2 elevati livelli di vitamina D non evidenziano la 
possibilità d’insorgenza; ed è attivo uno studio in tale senso per valutare gli 
effetti in pazienti già affetti da diabete supplementandoli con 1000 Unità di 
Vitamina D al giorno (24).

In particolare, il diabete di tipo I è una patologia autoimmune, provocata 
da un’anomala attività del sistema immunitario del paziente, che si rivolge 
contro le cellule beta del proprio pancreas, distruggendole. A differenza del 
diabete di tipo 2, che si manifesta in genere negli adulti, quello di tipo 1 si 
sviluppa più facilmente in bambini e adolescenti, sebbene negli ultimi anni 
si registri un aumento dei casi anche tra persone di età più avanzata. Perché 
proprio la vitamina D? Diversi studi hanno dimostrato un’attività immuno-
modulatrice della forma attiva della vitamina D, l’1,25-diidrossi vitamina D3 
(calcitriolo), che si è rivelata in grado di aumentare la tolleranza del sistema 
immunitario. In topi cosiddetti NOD, che costituiscono il modello animale 
del diabete di tipo 1, inoltre, la somministrazione di calcitriolo si è dimostrata 
capace di ridurre notevolmente l’incidenza della malattia: in particolare, la 
protezione contro la distruzione delle cellule beta (?) del pancreas è risultata 
tanto più efficace quanto più precocemente avveniva la somministrazione. 
Ma c’è di più: negli ultimi anni, infatti, vari studi epidemiologici hanno sug-
gerito che l’assunzione di questa vitamina possa prevenire l’insorgenza del 
diabete di tipo 1 anche nell’uomo. Così, per esempio, uno studio multicentri-
co europeo ha dimostrato una diminuzione del rischio di malattia in paesi, 
come quelli del nord Europa, in cui è frequente l’integrazione dietetica di 
vitamina D durante l’infanzia. In più, altre ricerche suggeriscono una corre-
lazione tra assunzione di vitamina D durante la gravidanza e ridotta attività 
autoimmune contro le cellule del pancreas negli anni giovanili.

Negli Stati Uniti è già stato avviato il reclutamento di partecipanti 
per uno studio clinico, in doppio cieco e controllato mediante placebo, 
condotto allo scopo di indagare se l’assunzione di vitamina D, in par-
ticolare di vitamina D3 (colecalciferolo), risulti efficace nel prevenire o 
ritardare il diabete di tipo 2 negli adulti che sono ad alto rischio di svi-
luppare la malattia a causa di una condizione definita come “prediabete”. 
Lo studio, denominato D2d (Vitamin D and type 2 diabetes), è stato finanzia-
to dal National Institutes of Health (NIH) e verrà svolto in 20 centri scientifici 
statunitensi.
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Il diabete mellito è una malattia metabolica cronica caratterizzata da 
iperglicemia, ossia da un elevato livello di glucosio nel sangue, a causa di 
un’inadeguata o assente produzione dell’ormone insulina (diabete di tipo 
1 o DM1) o di una scarsa capacità dei tessuti di utilizzare l’insulina stessa 
(diabete di tipo 2 o DM2). In molti casi, la diagnosi di diabete mellito di tipo 
2 è preceduta da una fase di prediabete, contraddistinta da livelli di glucosio 
nel sangue superiori alla norma, anche se non così elevati da determinare un 
diabete conclamato, e da alti livelli di insulina circolante.

Lo studio D2d coinvolgerà quasi 2.500 volontari affetti da prediabete e 
aventi un’età non superiore ai 30 anni. Alla metà dei partecipanti verrà som-
ministrata una dose giornaliera di 4.000 UI (unità internazionali) di vitamina 
D. L’altra metà riceverà un placebo. Tutti i soggetti verranno sottoposti a 
check-up per lo studio due volte l’anno, oltre a ricevere una regolare assisten-
za fornita dai propri operatori sanitari. La ricerca, la cui durata prevista è di 
4 anni, continuerà finché i dati raccolti consentiranno di stabilire, in modo 
scientificamente valido, l’efficacia della vitamina D nel ridurre il rischio di 
diabete di tipo 2, anche in base al sesso, all’età o alla razza di un individuo.

“L’utilizzo di vitamina D è notevolmente aumentato negli Stati Uniti 
durante gli ultimi 15 anni, da quando è stato suggerito come rimedio per 
una varietà di condizioni e come mezzo di prevenzione del diabete di tipo 2. 
Tuttavia abbiamo bisogno di indagini rigorose per determinare se la vitamina 
D aiuti effettivamente a prevenire la malattia. Questo è ciò che lo studio D2d 
si ripropone di fare”, ha affermato la dott.sa Myrlene Staten, responsabile 
del progetto D2d presso il National Institute of Diabetes and Digestive and 
Kidney Diseases (NIDDK), organizzazione che fa parte del NIH e che costi-
tuisce il principale sponsor dello studio.  
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 Vitamina D muscoli ed articolazioni

Somministrazione di Vit D più calcio riduce il rischio di fratture nell’an-
ziano rispetto alla semplice assunzione di calcio. Pazienti con post-frattura 
femore con 30 ng/ml hanno migliore recupero fisico.

La scoperta della presenza del recettore della Vitamina D nel muscolo 
suggerisce un ruolo significativo da parte di questo ormone sulla funzione 
del tessuto muscolare. Si è anche speculato sul ruolo che potrebbe avere sulle 
performance degli atleti e sulle possibilità di lesioni muscolari che questi 
riportano (50). Il problema non è trascurabile se si pensa che circa il 77% 
della popolazione può essere considerata tra coloro che hanno un livello di 
vitamina D circolante insufficiente.

Le attuali ricerche hanno suggerito che la vitamina D ha un significati-
vo effetto sulla debolezza muscolare, il dolore muscolare, il mantenimento 
dell'equilibrio. Sarà interessante valutare in futuro le interazioni che esistono 
tra livelli di Vitamina D e performance degli atleti, sulle quali esistono pochi 
studi.

 E' certo che sono stati descritti quadri di miopatia degli arti inferiori e 
disturbi dell’equilibrio in soggetti con ipovitaminosi D attraverso un mecca-
nismo che, con la carenza di Vitamina D porta all'incremento del PTH, quindi 
ad un incremento del riassorbimento osseo, alla conseguente osteoporosi: 
con miopatia prossimale, disturbi dell'equilibrio e rischio di cadute e conse-
guenti fratture (29, 30).
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Osteoporosi

Consiste in una riduzione della massa ossea con ridotta calcificazione e 
alterazione della microarchitettura ossea: l’osso diviene debole e va incontro 
a fratture e pseudofratture. Il dolore determinato dalle fratture, o dall’appiat-
timento dei condili articolari delle articolazioni sulle quali si scarichi il peso, 
che cedono sotto il peso, riduce l’attività fisica, aggravando ulteriormente 
l’osteoporosi

La malattia ha una prevalenza del 50% nelle donne >80 anni, riconoscen-
do, come determinanti, l’età in assoluto, la menopausa, il deficit di estrogeni, 
il deficit di apporto alimentare di Ca e Vit D, l’iperparatiroidismo, l’uso di 
farmaci depletanti di calcio, l’abuso di alcool e caffè, la mancanza di attività 
fisica. Nella donna l’osteoporosi compare precocemente dopo la menopausa, 
e può raggiungere livelli elevati nei primi mesi- 2 anni, oppure progredire 
lentamente.  

Nel maschio progredisce lentamente. La mineralizzazione ossea inter-
viene con un processo che richiede il legame dell’estradiolo ad un recettore 
specifico presente sugli osteoblasti, che, attivando la fosfatasi, provoca mine-
ralizzazione ossea. Questo recettore, specifico per l’estradiolo, costituisce 
l’elemento fondamentale di maturazione e mantenimento della massa ossea 
anche nei maschi, anche se, nella vita adulta, anche gli androgeni vi contri-
buiscono, tanto che il loro deficit causa osteoporosi: tuttavia, gli estrogeni 
risultano sempre necessari, anche nel maschio.

Infatti, la resistenza agli estrogeni per alterazione genetica del recettore 
causa grave e precoce osteoporosi anche nei maschi, analogamente al deficit 
di aromatasi nella femmina: nel primo caso la somministrazione

di estrogeni esercita scarsi effetti, mentre risulta curativa nel secondo 
caso, fornendo l’estrogeno non prodotto naturalmente, ma in presenza del 
normale recettore disponibile. Inoltre, dopo la menopausa e nella tarda età 
si verifica un deficit di 1,25-(OH)2-colecalciferolo, ed una sua ridotta genesi 
in risposta al PTH, come avviene nella IRC: questo provoca la incapacità di 
adattamento alla riduzione del contenuto di Ca nella dieta, che si manifesta 
in tarda età per mutate abitudini alimentari.

  L’osteoblasto agisce anche inibendo il riassorbimento osseo mediante la 
secrezione di Osteoprotegerina, un inibitore specifico.

Infatti il ligando del recettore RANK (RANKL), agendo sul recettore 
stesso, avvia la differenziazione degli osteoclasti e il riassorbimento osseo: la 
osteoprotegerina agisce come recettore di diversione per il RANKL, legan-
dolo e rendendolo indisponibile per il riassorbimento osseo. Infatti, il blocco 
farmacologico del RANKL con Denosumab costituisce un trattamento effi-
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cace per la osteoporosi, mentre il deficit congenito o di RANK o di RANKL 
causa la osteopetrosi, mentre il deficit congenito di osteoprotegerina causa la 
M. di Paget giovanile. La comparsa di auto-Ab antiosteoprotegerina determi-
na osteoporosi grave e precoce.

Nella osteoporosi si verifica una riduzione delle trabecole, con formazio-
ne di cavità che riducono la resistenza dell’osso e alterano le linee di forza 
lungo le quali viene fisiologicamente scaricato il peso, esponendo le trabecole 
residue a maggiori sollecitazioni, fino alla frattura. Normalmente infatti le 
sollecitazioni gravitazionali esercitate sull’osso ne determinano la struttura, 
portando alla formazione di trabecole orientate lungo le linee di forza sulle 

Papa Paolo III e i suoi nipoti (1546). Questo Papa fu famoso per essere 
osteoporotico, la malattia deformò le Sue ossa (Il quadro è opera del 
Tiziano). 
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quali agisce la gravità, conferendo elevata resistenza all’osso. La riduzione 
delle trabecole e la formazione di cavità distorce l’orientamento delle trabe-
cole: quelle disposte perpendicolarmente alle linee di forza gravitazionali 
possono fratturarsi più facilmente. Perciò, una volta avviato il processo, 
l’inattività fisica lo aggrava perché non appare in grado di dirigere la neofor-
mazione ossea lungo linee di resistenza al peso che la rendano efficace. L’osso 
può aumentare di diametro, ma la massa si riduce per un bilancio negativo 
della sintesi endo-osteale, non compensato da un aumento di quella perio-
steale. Dopo la menopausa, la massa osteoclastica rimane immutata, mentre 
l’attività osteoblastica diminuisce: quindi, si verifica un disaccoppiamento 
fra riassorbimento, immutato, e neoformazione, ridotta.  

La perdita di massa ossea risulta maggiore nelle ossa piatte, contenenti 
tessuto trabecolare, piuttosto che nelle ossa lunghe, contenente osso corticale 
compatto. In particolare, l’osteoporosi predilige le vertebre, comportando 
un rischio elevato di schiacciamento, soprattutto nelle ultime lombari. Molti 
pazienti infatti diminuiscono in altezza causa questo fenomeno e, collassan-
do una o più vertebre, vanno incontro a cifosi, una situazione irreversibile e 
difficilmente correggibile, che deve essere evitata mediante adeguata preven-
zione.(22, 23)

La perdita di massa ossea è di circa il 1% all’anno dopo i 40 anni, aumen-
tando fino al 3% all’anno dopo la menopausa, per decrescere lentamente e 
tornare al 1% standard 10 anni dopo la menopausa. Nei maschi manca il 
picco post menopausa, dato che l’andropausa non esiste, e la velocità di per-
dita è di circa il 30% inferiore a quello delle femmine.
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Frammentazione dell’osso trabecolare nella osteoporosi.
La figura illustra schematicamente il meccanismo di distruzione delle 

trabecole ossee nell’osso spugnoso. Nel riquadro A in alto a sn vengono 
disegnate, schematicamente, le trabecole robuste disposte lungo le linee di 
forza gravitazionali, e quelle più sottili disposte perpendicolarmente. Nel 
riquadro B a dx cavità midollari contigue divengono connesse da iniziali 
perforazioni delle trabecole, per prevalente riassorbimento osseo. Estenden-
dosi il processo (riquadro C in basso a sn), si addiviene ad una frammenta-
zione ossea in cui le poche trabecole perpendicolari alle linee di forza cedono, 
fratturandosi, mentre quelle disposte lungo le linee stesse appaiono troppo 
frammentate per reggere il peso. (da Ettore Bartoli. Medicina Interna: Meto-
dologia, Semeiotica, Fisiopatologia, Clinica, Terapia Medica) 
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Osteomalacia

Il difetto di mineralizzazione della matrice ossea nei bambini causa 
rachitismo, mentre causa osteomalacia nell’adulto. Possono derivare o da 
resistenza alla Vit D, oppure da deficit della stessa, oppure da deficit cronico 
di Ca e/o fosforo nella dieta. I pazienti accusano astenia marcata, soprattutto 
prossimale, e dolori ossei sordi, profondi, e non localizzati. Nel siero vi sono 
sempre marcata ipocalcemia e ipo-fosforemia. Nei casi con deficit di Vit D, 
questa risulta fortemente ridotta nel siero. Radiologicamente, la malattia 
appare caratterizzata dalla presenza di “Pseudofratture”, aree trasparenti, 
lineari, sottili, perpendicolari all’osso, visibili nel femore, nelle ossa del 
bacino e nelle scapole, in genere bilaterali e simmetriche perché dovute all’e-
rosione da parte delle arterie che entrano nell’osso. La terapia richiede Vit 
D 2000 UI poqd nel deficit, dosi maggiori nel malassorbimento e celiachia, 
1,25-(OH)2-colecalciferolo nella IRC (dove la fosforemia è elevata) e nella 
resistenza alla Vit D.

Viene assimilata alla osteomalacia quella che interviene nel corso di 
tumori mesenchimali: si accompagna a grave ipofosforemia, dovuta ad ini-
bizione paraneoplastica del cotrasporto Na-Fosforo nel tubulo prossimale, 
causato dalla fosfatonina prodotta dal tumore. La sindrome scompare dopo 
resezione della neoplasia, e beneficia di una supplementazione orale di 2-4 
gr di fosfato po-qd.(27)

- Assenza di una storia familiare di osteomalacia 

- Ipofosforemia con perdita renale selettiva di fosforo 

- Valori normali di 25(OH)D3 circolante 

- Valori ridotti di 1-25(OH)D3 circolante 

- Assenza di altre patologie di base in grado di spiegare il quadro Osteomalacico 

Tabella. Possibili motivazioni che inducono a ricercare una eziologia tumorale 
dell’Osteomalacia (Osteomalacia oncogenica) 
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Sviluppi recenti

Degli studi recenti hanno suggerito che la vitamina D potrebbe avere un 
ruolo nella regolazione della risposta immunitaria di tipo innato contro gli 
agenti microbici. 

Da esperimenti in vitro si è evidenziato come l’1,25(OH)D possa stimola-
re la produzione di catelicidina umana (human cathelicidin antimicrobial pepti-
de, camp), un peptide con azione antimicrobica, in differenti colture cellulari.

L’espressione genica della catelicidina sembra essere regolata da un pro-
motore del gene camp contenente un elemento rispondente alla vitamina 
D (Vitamin D response element - VDRE) ) cui si va a legare il recettore per la 
vitamina D.

Secondo Wang e colleghi, l’1,25(OH)D è in grado di stimolare la produ-
zione di altri peptidi antimicrobici: la defensina beta di tipo 2 (defensin beta2, 
defbeta2) la lipocalina associata alla gelatinasi neutrofila (neutrophil gelatinase-
associated lipocalin, NGAL).

Simili dati permettono di dare un sostegno, almeno iniziale, allo studio 
di Cannel e colleghi i quali, riprendendo un’ipotesi già sostenuta di Edgar 
Hoper-Simpson nel 1981, sostengono che i picchi invernali di sindrome 
influenzale potrebbero essere dovuti ad una carenza di vitamina D a seguito 
di una minore esposizione alla luce solare.

L’8 giugno 2007 sulla rivista American Journal of Clinical Nutrition sono 
stati pubblicati i risultati di una ricerca condotta da Joan Lappe, professore 
di medicina nella Creighton University, secondo la quale l'assunzione di 
vitamina D (1100 UI/die) e calcio (1400 – 1500 mg/die) da parte di donne 
in menopausa ha determinato una diminuzione statisticamente significativa 
del rischio di insorgenza di carcinomi (16).

In modelli sperimentali è stata riscontrata una correlazione tra eccessiva 
produzione di vitamina D e invecchiamento precoce in topi geneticamente 
modificati che non esprimono  il gene Klotho e quindi non producono protei-
na omonima. In questi casi la vitamina D agirebbe promuovendo l’apoptosi 
cellulare.

Il 21 febbraio 2011 è stato pubblicato uno studio sulla rivista Anticancer 
Research nel quale i ricercatori hanno riferito che le dosi di vitamina D neces-
sarie per raggiungere livelli ematici che possono prevenire o ridurre sensibil-
mente l’incidenza del cancro al seno e diversi altre importanti malattie sono 
nettamente maggiori di quelle che erano state inizialmente pensate: è emerso 
che è necessaria l’assunzione quotidiana di vitamina D da parte degli adulti 
nel range di 4000-8000 UI per ridurre di circa la metà il rischio di diverse 
malattie come il cancro al seno, cancro del colon, sclerosi multipla e il Diabete 
mellito di tipo 1.
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Metodica di dosaggio della Vitamina D 

La vitamina D viene immagazzinata nel tessuto adiposo ed entra nel 
circolo ematico associata alla proteina di legame della vitamina (VDBP) e 
dall’albumina. Nel fegato avviene una prima idrossilazione della vitamina 
D a 25-idrossivitamina D (25-OH D), che viene anch’essa messa in circolo 
associata alla proteina di legame. Si assiste quindi all’ulteriore idrossilazio-
ne di una piccola parte di 25-OHD ad opera dei reni (processo regolato in 
modo diretto dall’ormone paratiroideo e dai livelli di calcio ionizzato), che 
genera l’ormone calci tropico biologicamente attivo 1,25-diidrossivitamina D. 
L’ulteriore idrossilazione e il metabolismo della vitamina D produce compo-
sti idrosolubili e prontamente escreti.

Poiché l’attività dell’enzima epatico vitamina D 25-idrossilasi non è 
rigorosamente regolata, gli aumenti e le riduzioni nella produzione cutanea 
di vitamina D3 o l’assunzione di vitamina D (D2 o D3) attraverso la dieta 
provocano fluttuazioni nei livelli di 25-OH D nel circolo ematico. Entrambe 
le forme (vitamina D2 e D3) sono metabolizzate a 25-idrossivitamina D e la 
misurazione dei livelli sierici di vitamina D totale (25(OH)D2 e 25(OH)D3) è 
considerato il metodo più attendibile per la determinazione dello stato vita-
minico D del paziente e può essere utilizzata per valutare se sia sufficiente 
l’apporto di vitamina D del paziente. La valutazione dello stato della vitami-
na D può inoltre essere necessaria per la determinazione delle possibili cause 
di concentrazioni anormali di calcio nel siero (23).

Stato della Vitamina D Livelli di 25-OH Vitamina D

Carenza < 10 ng/mL

Insufficienza 10-30 ng/ml

Sufficienza 30-100 ng/mL

Tossicità > 100 ng/mL
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Tuttavia, la vitamina D è un analita difficile da misurare con accuratezza, 
non solo a causa della sua natura idrofoba altamente lipofila e della elevata 
affinità per la proteina di legame della vitamina D (VDBP), ma anche a causa 
della presenza in circolo di numerosi e diversi metaboliti della vitamina D 
(31, 32). Infatti, oltre al percorso principale del metabolismo della vitamina 
D, esistono anche una serie di percorsi metabolici minori: sono stati segnalati 
più di 50 diversi metaboliti della vitamina D, alcuni dei quali possiedono una 
certa attività biologica e, anche se le concentrazioni di molti di questi sono 
molto basse rispetto a 25OHD e alcuni sono stati prodotti o misurati solo in 
vitro, devono essere considerati potenziali fonti di interferenza nel dosaggio 
(33). 

Un gruppo di sostanze che ha attirato di recente l'attenzione sono gli 
epimeri della vitamina D. Gli epimeri sono molecole con identica struttura 
e massa ma con diversa configurazione stereochimica. Gli epimeri-C3 della 
vitamina D differiscono dalle molecole primarie solo nella configurazione 
del gruppo ossidrile nella posizione 3 del carbonio (v. Figura). 

L’epimero C-3 di 25-OHD3 (3-epi-25-OHD3) è la forma principale di 
epimeri della vitamina D presente nel siero. Inizialmente sono stati osservati 
C3-epimeri nel 23% dei bambini al di sotto di 1 anno di età; recentemente, 
tuttavia, è stato dimostrato che 3-epi-25(OH)D3 è presente in quantità con-
siderevoli anche in alcuni adulti. Uno studio con un metodo LC-MS/MS 
con basso limite di quantificazione di 3-epi-25OHD3 (2.5 nmol/L) è stato in 
grado di rilevare 3-epi-25-OHD3 nel 99% dei soggetti sino ad oltre 80 anni e 
sono state segnalate concentrazioni medie di 3.8 nmol/L di 3-epi-25-OHD3, 
con un range di 2,5-59,3 nmol/L. Le concentrazioni di 3-epi-25-OHD3 sono 
relativamente stabili nel corso della vita, ma si osserva un leggero declino in 
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età avanzata, sia nella concentrazione assoluta di 3 epi-25-OHD3 che nella 
proporzione di 3-epi- 25-OHD3 sul totale di 25-OHD. Inoltre, le concentra-
zioni di 3-epi-25-OHD3 correlano con quelle di 25-OHD3 in un modo non 
lineare, infatti si osserva una maggiore quantità di 3-epimero a più alte con-
centrazioni di 25-OHD3. 

Queste osservazioni hanno avviato ulteriori indagini circa il possibile 
ruolo biologico dei metaboliti 3-epi della vitamina D. In attesa dei risulta-
ti di queste indagini, la misura della concentrazione del metabolita 3-epi 
potrebbe diventare rilevante nella cura del paziente e per la salute pubblica. 
Raccomandazioni relative alla misura della concentrazione della forma 3-epi 
sono state fatte da varie organizzazioni; tuttavia, benché alcuni immunodo-
saggi a detta dei produttori non dosano la forma 3-epi ed alcuni metodi LC/
MS-MS di routine eseguono una separazione cromatografica della forma 
3-epi dagli analiti, la forma 3-epi non è ancora comunemente discriminata in 
tutte le procedure di misura di routine (34).

La misura accurata delle concentrazioni di 25(OH)D2 e 25(OH)D3 implica 
che tutte le procedure di misurazione abbiano sufficiente specificità in termini 
di separazione cromatografica e rivelazione, o di specificità degli anticorpi. 
Ciò significa, in particolare, che le misurazioni non devono essere influenzate 
da sostanze potenzialmente interferenti, quale ad esempio la forma 3-epi di 
25(OH)D. Le procedure di misura devono essere infatti in grado di distingue-

La figura illustra la struttura di 25(OH)D2, 25(OH)D3 e 3-epi-25(OH)D3.
Riprodotto dal Certificato di Analisisi NIST dello Standard Reference Material, 
SRM 972a (36).
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re tra forma 3-epi e misurando, in quanto l'attuale definizione del misurando 
non include le forme 3-epi di 25(OH)D (34).

E’ stato calcolato che se l'epimero viene incluso nella quantificazione di 
un test 25(OH)D, nel 9% dei bambini e nel 3% degli adulti sarebbe formulata 
una errata diagnosi di livelli sufficienti di vitamina D. Pertanto, la 25(OH)
D3 deve essere misurata con un metodo che non cross-reagisce con l'epimero 
modo che la riserva di vitamina D non sia sovrastimata. A sostegno di ciò, gli 
attuali cut-off clinici per insufficienza di vitamina D sono stati stabiliti utiliz-
zando dosaggi immunologici che non sono in grado di rilevare l’epimero C3. 
Inoltre, è importante riconoscere che al momento non vi è alcuna evidenza 
clinica per sostenere l’utilità della quantificazione di 3-epi-25(OH)D3 e si può 
quindi affermare che la sua quantificazione può oscurare il quadro clinico 
presentato dalla sola 25(OH)D3. I laboratori devono essere consapevoli di 
queste problematiche e dovrebbero segnalare ai medici quale dosaggio stan-
no utilizzando, unitamente alle limitazioni del dosaggio utilizzato in merito 
alla rilevazione di 25(OH)D3 e dell’epimero (35).

In considerazione di ciò, la difficoltà di misurare con accuratezza la vita-
mina D è stata causata, per lungo tempo, dall'assenza di una procedura di 
misura di riferimento (RMP) contro la quale standardizzare i dosaggi, non-
ché dall’assenza di materiali standard di riferimento (SRM)  (31, 32). 

Quest'ultimo problema è stato attenuato con l'introduzione dei materiali 
SRM del NIST (National Institute of Standards and Technology, USA), alcuni 
livelli dei quali sono risultati inizialmente non-commutabili e non utilizzabili 
con immunodosaggi; tuttavia, il NIST ha recentemente reso  disponibili gli 
SRM 972a in matrice di siero umano, commutabili (36).

Inoltre, in conformità con le norme dell'Organizzazione internazionale 
per la standardizzazione (ISO), sono stati approvati come RMP i dosaggi 
di cromatografia liquida-spettrometria di massa tandem accoppiata con 
diluizione isotopica (ID-LC/MS/MS) del NIST e dell'Università di Ghent 
(31, 34, 36, 37, 38), elencati nel database del Joint Committee for Traceability 
in Laboratory Medicine (34, 39). Oggi è pertanto possibile eseguire effica-
cemente la valutazione della reattività crociata verso composti interferenti 
attraverso studi di confronto con un RMP, che, per definizione, sia in grado 
di misurare separatamente 25(OH)D2 e 25(OH)D3 con sufficiente specificità. 

I metodi analitici utilizzati di routine per la misura di 25-OHD com-
prendono dosaggi competitivi di legame proteico (CPBA), immunodosaggi 
competitivi e dosaggi basati sulla separazione cromatografica seguita da 
rilevazione diretta non-immunologica, come la cromatografia liquida ad alta 
prestazione con rivelazione UV (HPLC) e la cromatografia liquida accoppiata 
a spettrometria di massa tandem (LC-MS/MS).
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I metodi HPLC e LC-MS/MS sono in grado di misurare indipenden-
temente i due principali metaboliti della vitamina D 25OHD2 e 25OHD3, 
mentre per gli immunodosaggi la specificità può essere un problema soprat-
tutto in relazione alla percentuale di 25OHD2 che viene quantificata. Inoltre, 
poiché tanto gli immunodosaggi quanto i dosaggi competitivi di legame 
proteico ed i dosaggi HPLC ed LC-MS/MS sono esposti a interferenze da 
3-epi-25OHD3, la recente disponibilità dello standard NIST contenente que-
sto metabolita (SRM 972a level 3), consente ai laboratori di verificare se il loro 
metodo è esposto a tale interferenza (40).

Metodi HPLC ed LC-MS/MS possono essere direttamente calibrati con lo 
standard SRM 2972 del NIST, sia attraverso l'uso diretto che dopo aggiunta 
di una soluzione basata sulla matrice (siero deprivato di analita, soluzione 
di albumina o tampone). In tal modo, per questi metodi è possibile imple-
mentare una tracciabilità metrologica, come indicato nella norma ISO 17511. 
Tuttavia, come confermato dai dati provenienti, per esempio, dai programmi 
di valutazione esterna di qualità (VEQ) DEQAS e del College of American 
Pathologists (CAP), i risultati di tali procedure di misura sono ancora alta-
mente variabili (34). Questa variabilità può avere più cause; ad esempio, 
alcuni metodi utilizzano solo una preparazione molto semplice ed seguono 
separazioni cromatografiche molto veloci, con il rischio di introdurre effetti 
matrice ed interferenze; altri metodi non sono adeguatamente valutati per 
soppressione ionica, interferenze da analoghi o metaboliti, o per la stabilità di 
calibrazione. Per controllare e ridurre al minimo le fonti di variabilità ed assi-
curare risultati accurati dei pazienti, è altamente vantaggioso utilizzare mate-
riali a base di siero, con valori assegnati da RMP, per calibrare le procedure 
di misurazione HPLC e LC/MS-MS  o per verificarne la calibrazione (34).

In conclusione, la concentrazione totale nel siero di 25-OHD (cioè la 
somma delle forme D3 e D2) è considerata come il migliore singolo mar-
catore dello stato della vitamina D; tuttavia, la misura di 25-OHD nel siero 
presenta una serie di sfide analitiche, la prima delle quali è la sua natura 
altamente lipofila e la forte affinità di legame per VDBP. Inoltre, i dosaggi di 
25-OHD devono essere in grado di identificare specificamente la molecola in 
presenza di una moltitudine di precursori strutturalmente affini e di prodotti 
di degradazione, nonché di prodotti di vie metaboliche alternative della vita-
mina D, come i C3-epimeri. I dosaggi devono anche essere in grado di rile-
vare 25-OHD3 e 25-OHD2 separatamente o, nel caso di dosaggi di 25-OHD 
totale, devono essere in grado di dosare ugualmente queste molecole, in 
modo equimolare (32).

Queste sfide sono affrontate più facilmente nei laboratori specializzati, 
con utilizzo di metodi che richiedono tempo ed i produttori hanno avuto 
difficoltà nel produrre dosaggi ad elevata produttività, in grado di fornire 
risultati con accuratezza soddisfacente. In effetti, un certo numero di dosag-
gi immunologici automatizzati sono stati ritirati dal mercato a causa di una 
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scarsa accuratezza analitica. Ma anche alcuni metodi di ordine superiore, 
come la cromatografia liquida accoppiata a spettrometria di massa tandem 
(LC-MS/MS) hanno mostrato evidenti problemi di accuratezza in condizioni 
di routine. Inoltre, molti altri dosaggi sono stati riformulati, in quanto i pro-
duttori cercano di migliorare le prestazioni dei dosaggi meno ottimali (32).

Metodi HPLC

I metodi di cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) per la misu-
ra di 25-OHD sono stati sviluppati negli anni 1970. I primi test utilizzavano 
una normale fase di separazione su colonne di silice, mentre con i metodi 
successivi è diventata popolare la cromatografia in fase inversa, generalmen-
te su colonne C18. Dopo cromatografia, i metaboliti della vitamina D sono 
più comunemente quantificati misurando l'assorbimento di luce UV a 265 
nm, sebbene sono anche utilizzati metodi di rilevazione elettrochimici (32).

I laboratori possono sviluppare metodi HPLC in-house per 25OHD; tut-
tavia, sono disponibili kit di applicazioni HPLC da ChromSystems, ESA, 
Immunodiagnostik e da altri produttori. 

I metodi HPLC possono essere molto accurati, soprattutto nelle mani 
di personale esperto; per contro, in mani meno esperte, vi è la possibilità 
di interpretare erroneamente come 25-OHD2 picchi di assorbimento UV 
spuri e quindi sovrastimare i risultati di 25-OHD. Inoltre, i metodi HPLC 
sono in grado di distinguere 25-OHD3 e 25-OHD2, così come 1,25-OH2D e i 
metaboliti 24,25-OH2D; per contro, la maggior parte dei dosaggi HPLC non 
distingue il metabolita epimero C3-25OHD. 

Anche i lipidi nei campioni dei pazienti possono disturbare l'eluizione 
dei metaboliti 25-OHD. Pertanto, per garantire risultati affidabili dei metodi 
HPLC sono necessari passaggi di pulizia, come ad esempio liquido-liquido e 
estrazione liquido-solido. 

I principali svantaggi dei metodi HPLC, oltre alla non risoluzione del 
3-epimero, sono la necessità di un elevato volume del campione, una bassa 
produttività di campioni, la necessità di personale specializzato e gli alti costi 
delle apparecchiature (32).

Metodi LC-MS/MS 

La cromatografia liquida accoppiata con spettrometria di massa tandem 
(LC-MS/MS) ha praticamente sostituito la determinazione quantitativa della 
Vitamina D in HPLC, poiché con l'introduzione delle analisi LC-MS/MS per 
25-OHD i laboratori clinici hanno la possibilità di utilizzare una tecnica più 
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rigorosa nella quale sono state ripristinate estrazione del campione, cromato-
grafia e correzione per le perdite procedurali e la specificità è stata migliorata 
dall'aggiunta di spettrometria di massa. 

Inoltre, i metodi LC-MS/MS sono molto più sensibili dei metodi HPLC: 
infatti, i limiti di quantificazione riportati sono <5 nmol/L (25OHD3) e <8 
nmol/L (25OHD2) per LC-MS/MS rispetto a <17,5 nmol/L (25OHD3) per 
i metodi HPLC. Questo nonostante il fatto che la maggior parte dei metodi 
HPLC utilizzi un volume di campione di almeno 500 rispetto a 200 o meno 
per LC-MS/MS (40).

Con i metodi LC-MS/MS i livelli di 25-OHD2 e di 25-OHD3 sono deter-
minati singolarmente e la somma delle due misurazioni è utilizzata per 
determinare il contenuto totale di 25-OHD negli studi di correlazione. I 
metodi LC-MS/MS per l'analisi di 25-OHD sono sempre più utilizzati nei 
laboratori clinici; tuttavia questa metodica per costi, tempi, tecnologie, com-
petenze non è applicabile ai dosaggi di routine che comportano un elevato 
numero di campioni. Inoltre, con questi metodi la misura non è semplice: 
infatti, è importante sottolineare che la LC-MS/MS non è una singola tecni-
ca e dovrebbero pertanto essere considerate le variabili di preparazione del 
campione, della cromatografia e di ionizzazione/frammentazione.

La LC-MS/MS è ampiamente utilizzata come metodo di riferimento negli 
studi di confronto tra metodi ed i produttori di test diagnostici stanno anche 
iniziando ad utilizzare LC-MS/MS per calibrare i loro standard di analisi; 
tuttavia, i metodi LC-MS/MS non sono immuni da interferenze e si corre il 
rischio di un eccesso di fiducia nelle virtù percepite di questa tecnica. 

Poiché l’identificazione mediante LC-MS/MS dipende dal monitoraggio 
di transizioni di massa, la maggior parte dei metodi LC-MS/MS non è in 
grado di differenziare nello stesso eluato sostanze isomeriche con identica 
composizione elementare ma diversa struttura, portando alla sovrastima 
della concentrazione di 25(OH)D. Una categoria di interferenti caratteristici 
per i metodi di spettrometria di massa sono gli isobari. Questi sono sostan-
ze aventi lo stesso peso molecolare della 25-OHD, con gli stessi rapporti di 
massa-a-carica della 25-OHD. Gli isobari sono un problema particolare con 
i dosaggi LC-MS/MS di routine, i quali in genere utilizzano tempi brevi di 
esecuzione cromatografica, a causa dei quali gli isobari non vengono effica-
cemente separati e possono co-eluire con analiti 25-OHD o con calibratori 
interni. Un isobaro di particolare rilevanza è il 7a-idrossi-4-cholesten-3-one, 
un precursore endogeno degli acidi biliari nel siero, osservato in volontari 
sani. Un altro isobaro che può influenzare i risultati per particolari pazienti 
è 1a-idrossivitamina D3, un agente terapeutico utilizzato nella gestione di 
iperparatiroidismo secondario nella malattia renale cronica. E’ stato riportato 
che, se non separati cromatograficamente, gli isobari potrebbero causare un 
incremento sino al 39% della concentrazione di 25-OHD totale dosata, benché 
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non vi siano prove di questo grado di interferenza nei dosaggi LC-MS/MS. 
La presunta specificità conferita ai metodi LC-MS/MS dalla componente 

MS/MS è limitata dal suo essere una tecnica achirale, che per definizione 
non può distinguere una molecola sovrapponibile alla propria immagine 
speculare nelle tre dimensioni, ovvero non può distinguere tra 25-OHD3 e 
il suo epimero, 3-epi-25-OHD3. La maggior parte dei metodi LC-MS/MS di 
routine, infatti, non distinguono 3-epi-25-OHD3 da 25-OHD3; pertanto, il 
3-epi-25-OHD3 presente nel campione del paziente interferisce nella maggior 
parte di questi dosaggi, contribuendo al totale di 25-OHD riportato dal test. 
E’ stato riportato che questo può causare una mancata diagnosi di carenza 
di vitamina D nel 9% dei pazienti al di sotto di 1 anno di età e nel 3% dei 
pazienti di età compresa tra 1-80 anni.

In numerosi studi un segnale potenziato di 3-epi-25OHD3 porta a una 
sovrastima delle sue concentrazioni nei metodi di quantificazione indiret-
ti utilizzati e può contribuire ad una maggiore interferenza in alcuni test 
LC-MS/MS 25OHD rispetto ad altri; pertanto, non si può presupporre che 
i sistemi LC-MS/MS forniscano risposte equimolari, anche se due molecole 
sono strutturalmente simili (41).

Inoltre, così come le cross-reattività possono differire tra immunodosaggi 
a causa di differenti specificità dell'anticorpo e/o di configurazione dei test, 
la ionizzazione variabile è un possibile meccanismo per diversi gradi di 
interferenza tra differenti dosaggi LC-MS/MS (41).

Altre variabili dei metodi LC-MS/MS sono la standardizzazione/tara-
tura, la cromatografia e le condizioni di spettrometria di massa: poiché la 
sola MS/MS non può distinguere metaboliti isobarici come 3-epi-25OHD3 
e queste molecole possono interferire anche se si utilizzano transizioni non 
specifiche, i laboratori dovrebbero sempre partecipare ad un programma di 
VEQ per l'analisi 25OHD: ad esempio, la mancata distinzione del 3 epimero e 
di altri isobari, probabilmente spiega gran parte del persistente scostamento 
positivo mostrato dai metodi LC-MS/MS di routine nel programma interna-
zionale di valutazione esterna di qualità per la vitamina D (DEQAS) (41, 42).

Secondo una indagine DEQAS, organizzata per determinare l'influenza 
di tali variabili sui risultati LC-MS/MS, il 43% dei singoli risultati erano di 
laboratori che utilizzavano ionizzazione chimica a pressione atmosferica 
(APCI) ed il 57% dei singoli risultati erano di laboratori che utilizzano la 
ionizzazione electrospray (ESI), con maggiore variazione nei risultati ottenuti. 
Inoltre, solo 3 (5%) dei 65 laboratori che riportavano risultati con metodo 
LC-MS/MS erano in grado di risolvere da 25OHD3 il metabolita isobarico 
3-epi-25OHD3 (33). In effetti, pochissimi laboratori utilizzano metodi in 
grado di risolvere abitualmente il metabolita 3-epi-25OHD3 ed è partico-
larmente preoccupante il fatto che che alcuni laboratori siano ignari della 
capacità del loro metodo di rilevare questo metabolita. I metodi LC-M/MS 
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di routine mostrano un persistente scostamento positivo nella VEQ DEQAS 
e le interferenze da isobari ed 3 epi-25-OHD3 possono contribuire a questo 
riscontro (33, 42).

Studi di interferenza del metabolita 3 epi-25OHD3 nella VEQ DEQAS 
hanno mostrato una cross-reattività media >100% nei metodi LC-MS/MS. 
L'ampia distribuzione dei risultati LC-MS/MS per questo campione (cam-
pione 405: CV 23,5% vs 10,8% CV% del campione di base) confermano una 
interferenza 3 epi-25OHD3. La misura accurata di 3-epi-25OHD3 potrebbe 
essere influenzata anche dalla mancanza di uno standard interno per 3-epi-
25OHD3 marcato con isotopo (metodo ID-LC-MS/MS). Gli utilizzatori di 
metodi LC-MS/MS dovrebbero valutare quantitativamente l’interferenza di 
3 epi-25OHD3 nei loro dosaggi di 25OHD e considerare modifiche nei loro 
dosaggi per ridurre al minimo le interferenze (41).

Nell’Ottobre 2011 la VEQ DEQAS ha verificato la capacità dei metodi 
di analisi HPLC e LC-MS/MS, come pure dei test immunologici e dei test 
basati su DBP, di distinguere la molecola 3-epi-25-OHD3 da 25-OHD3. In 
questa indagine sono stati forniti ai laboratori due campioni, entrambi con 
50 nmol/L di 25 (OH)D3, ma uno dei quali addizionato con 50 nmol/L 
di 3-epi-25(OH)D3. I 1.066 laboratori partecipanti hanno utilizzato diversi 
metodi, comprendenti i test: Abbott Architect, dosaggio cromatografico con 
ligando, DIAsource, DiaSorin Liason, DiaSorin RIA, HPLC, IDS EIA, IDS EIA 
automatizzato, IDS-iSYS, IDS RIA, LC-MS, Roche 25(OH)D Totale e Siemens 
Centaur (35).

Mentre nessuno dei principali immunodosaggi ha rilevato il 3-epimero, 
tra i risultati riportati dai numerosi utilizzatori di metodi HPLC ed LC-MS/
MS, solo 3 HPLC e 6 LC-MS/MS sono stati in grado di distinguere il 3-epi-
mero. Per contro, i restanti metodi HPLC e LC-MS (la maggior parte dei quali 
sono dosaggi LC-MS/MS) hanno rilevato 3-epi-25(OH)D3 insieme a 25(OH)
D3, come pure il dosaggio cromatografico di legame con ligando ed i metodi 
DIAsource e Roche 25(OH)D Totale, il quale utilizza una proteina di legame 
al posto di un anticorpo (35).

E’ importante sottolineare che l’immunodosaggio DiaSorin RIA, sul 
quale si sono basati molti studi epidemiologici, non sembra rilevare le forme 
epimeriche di vitamina D: è possibile che il rilevamento e l’inclusione di 
3-epi-25-OHD nei risultati per 25-OHD totale forniti dalla maggior parte dei 
metodi HPLC, dei metodi LC-MS/MS e dei metodi basati su ligando, contri-
buisca al loro scostamento positivo osservato rispetto al test DiaSorin RIA. 
Pertanto, laboratoristi e medici devono essere consapevoli della capacità di 
rilevamento di ogni dosaggio quando interpretano le misure di 25(OH)D3 
(35).

Dal mese di Aprile 2013, ogni campione DEQAS ha i valori assegnati con 
procedura di misura di riferimento (RMP) del NIST per 25-OHD. Oltre ad i 
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valori 'Total 25-OHD' (25-OHD3 + 25-OHD2), ai partecipanti sono forniti i 
valori NIST per i singoli metaboliti 25-OHD3, 25-OHD2 ed 3-epi-25-OHD3. Il 
valore assegnato dal NIST ha sostituito il valore della Media troncata di Tutti 
i Laboratori (ALTM), precedentemente utilizzata come valore di riferimento 
per la valutazione delle prestazioni e queste informazioni sono di particolare 
interesse per i laboratori che utilizzano metodi HPLC e LC-MS/MS (42).

In passato si è ritenuto che il 3-epi-25OHD3 fosse presente solo in campio-
ni di neonati, tuttavia, la recente letteratura suggerisce la presenza di questa 
molecola in concentrazioni significative anche in una parte della popolazione 
adulta. Questo può diventare problematico per l'analisi 25OHD di routine, 
dal momento che la risoluzione del 3-epi-25OHD3 richiede un'analisi croma-
tografica significativamente più lunga. Per consentire l’incremento del tempo 
di analisi e al contempo soddisfare le richieste di velocità, possono essere 
necessari metodi LC-MS/MS con sistemi LC di commutazione di colonna.

E’ stata dimostrata una scarsa concordanza tra dosaggi LC-MS/MS, con 
un coefficiente di variazione inter-laboratorio del 16,4%, che è commisurato 
con i dosaggi immunologici. La mancanza di materiali di riferimento o di un 
metodo di misura di riferimento può essere stato uno dei fattori che hanno 
contribuito a ciò e sembra che l'accordo tra diversi dosaggi LS-MS/MS potrà 
migliorare con l’utilizzo di uno standard comune, dopo l'introduzione dei 
materiali di riferimento standard SRM 972a e SRM 2972 del NIST (32).

Il problema con gli attuali metodi LC-MS/MS è il grado di scostamen-
to che i singoli risultati dei pazienti possono mostrare dal risultato vero. 
Questa dispersione nei risultati sembra essere correlata ad interferenze da 
lipidi endogeni e da DBP nei campioni dei pazienti, da differenze di cross-
reattività nei confronti di 3-epi-25-OHD3 e di altri metaboliti della vitamina 
D, così come la suscettibilità ad interferenza da anticorpi umani anti-animale 
(HAAA) (32).

In conclusione, nonostante l'alto costo delle attrezzature, i metodi 
LC-MS/MS non sono immuni da interferenze ed hanno una bassa produtti-
vità di campioni: purtroppo, per aumentare la specificità dei metodi LC-MS/
MS sono richiesti lunghi tempi di esecuzione cromatografica, rendendo 
questa tecnica meno adatta ad un più diffuso utilizzo nei laboratori clinici di 
routine con elevato carico di lavoro (31)

Sono disponibili kit di applicazioni LC-MS da ChromSystems, Eureka 
Lab Division, Recipe.

Metodi ISOTOPE DILUTION – LC/MS (ID-LC-MS/MS)

Per la misura accurata e standardizzata nel siero di 25(OH)D3 e 25(OH)
D2 il NIST e l'Università di Ghent (31, 34, 39), hanno recentemente svilup-
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pato e validato criticamente una procedura di riferimento (RMP) mediante 
metodo di cromatografia liquida-spettrometria di massa accoppiata con 
diluizione isotopica (ID-LC-MS/MS). La diluizione isotopica è un metodo di 
calibrazione basato sulla misura del cambio di rapporto isotopico di un'ana-
lita presente nel campione dopo l'aggiunta di una quantità nota dell'analita 
stesso arricchito in un determinato isotopo; la tecnica ID-LC-MS/MS è oggi 
il metodo più avanzato ed affidabile per l’analisi quantitativa di molecole di 
interesse biologico (37, 38).

I composti deuterati 25(OH)D3-d3 e 25(OH)D2-d3 sono utilizzati come 
standard interni di 25(OH)D3 e 25 (OH)D2, rispettivamente. Le molecole 25 
(OH)D3 e 25(OH)D2 ed i rispettivi standard interni marcati vengono estratti 
simultaneamente dal siero mediante estrazione liquido-liquido, prima di 
una cromatografia liquida fase inversa, accoppiata a spettrometria di massa 
tandem (ID-LC-MS/MS). 

Esistono limitazioni potenziali per tutte le attuali metodologie: gli immu-
nodosaggi possono soffrire di interferenze aspecifiche a causa di cross-reatti-
vità con altri metaboliti della vitamina D, o risposta ineguale al dosaggio di 
25(OH)D3 e 25(OH)D2; tuttavia, anche i metodi basati sulla spettrometria di 
massa possono soffrire di interferenze derivanti da altre specie con la stessa 
massa della 25(OH)D. 

In particolare, la presenza di 3-D epimeri di 25(OH) può costituire un 
problema per i metodi LC-MS/MS. Per contro, il metodo di riferimento 
ID-LC-MS sviluppato dal NIST dimostra buona accuratezza, bassa predi-
sposizione alle interferenze e produce risultati con incertezze relativamente 
piccole per i livelli di 25(OH) D nel siero (37).

Il NIST ha utilizzato questa procedura di riferimento per certificare le 
concentrazioni di 25(OH)D3, di 25 (OH)D2 e di 3-epi-25(OH)D3 nel nuovo 
Standard SRM per i metaboliti della vitamina D nel siero umano, utile per 
convalidare l'accuratezza per i metodi di dosaggio utilizzati nei laboratori 
clinici (37). Lo standard NIST SRM 972 Vitamin D in siero umano contribuirà 
ad assicurare che le persone affette da carenza di vitamina D siano corretta-
mente identificati e ricevano un trattamento adeguato, ma anche di ridurre il 
rischio di trattamenti non necessari (36, 38).

Il materiale di riferimento, SRM 972 vitamina D in siero umano, si com-
pone di quattro campioni di pool di siero congelato. Ogni campione ha un 
diverso livello di 25OHD2, di 25OHD3, o di entrambi. Una campione con-
tiene anche 3-epi-25OHD3. Per i metodi basati sulla spettrometria di massa, 
la presenza di C-3 epimeri di 25OHD2 e 25OHD3 può presentare problemi 
perché questi metaboliti hanno masse e pattern di frammentazione identici. 
Sebbene il significato fisiologico di questi C-3 epimeri non è  chiaro, è stata 
riscontrata la necessità di risolvere questi isomeri cromatograficamente per 
evitare errori nella quantificazione quando viene utilizzata la rilevazione 
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spettrometrica di massa. Il Certificato di Analisi dello Standard SRM 972a 
comprende i valori per 25OHD2, 25OHD3 e 3-epi-25OHD3 (36).

Immunodosaggi

I primi dosaggi immunologici della Vitamina D sono stati effettuati con 
metodica radioimmunologica (RIA). Questa metodica oramai sta scomparen-
do per problemi legati all'uso di traccianti radioattivi. 

Il metodo RIA per la determinazione della 25-OHD utilizza un anticorpo 
diretto contro la molecola della 25-OHD. La 25-OHD viene separata dalle 
proteine leganti ed estratta dal plasma o dal siero utilizzando un protocollo 
di precipitazione ed estrazione con acetonitrile. Dopo l’estrazione il dosag-
gio viene effettuato direttamente sul sovranatante. L’estratto che contiene 
la 25-OHD endogena, l’anticorpo e la 25-OHD marcata con 125I, vengono 
incubati in presenza di un secondo anticorpo precipitante. In seguito la cen-
trifugazione separa il complesso tracciante-25-OHD-anticorpo dalla 25-OHD 
marcata non legata.

Il superamento dei limiti per il dosaggio di routine di questa vitamina 
si è ottenuto con l'impiego della metodica immunoenzimatica (EIA) per la 
determinazione quantitativa della 25-idrossivitamina D (25-OH D) e di altri 
metaboliti idrossilati nel siero o plasma umano. I risultati ottenuti devono 
essere valutati dal clinico unitamente ad altri dati di laboratorio e clinici nella 
popolazione adulta.

A differenza dei metodi HPLC e LC-MS/MS, i quali misurano separa-
tamente 25OHD2 e 25OHD3, gli immunodosaggi ed i dosaggi di legame 
competitivi sono in grado di misurare solo 25OHD totale. 

Dosaggi in automazione

La crescente evidenza degli effetti correlati a bassi livelli di 25-idrossivita-
mina D (25OHD) circolante nella patogenesi di numerose malattie, non solo 
relative al tessuto osseo, ha indotto una crescita esponenziale delle richieste 
di determinazione di questo parametro e la gestione dell’aumento di pro-
duttività richiesta ai laboratori per la determinazione della 25OHD è stata 
facilitata dalla commercializzazione di vari sistemi automatizzati (44).

Il primo dosaggio automatizzato è stato commercializzato da DiaSorin 
per l’analizzatore Liaison. La metodica Liason 25 OH Vitamin D Total utiliz-
za un metodo diretto per la misurazione dei livelli della 25-OHD attraverso 
un immunodosaggio competitivo chemiluminescente (CLIA) a due passaggi 
analitici. La fase solida è costituta da un anticorpo specifico per la 25-OHD 
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legato a particelle magnetiche. Il tracciante è formato da un complesso che 
lega la 25-OHD ad un derivato dell’isoluminolo. Nel corso della prima 
incubazione, la 25-OHD endogena viene dissociata dalle proteine leganti 
eliminando il passaggio dell'estrazione, e lega l’anticorpo specifico adeso 
alle particelle magnetiche. Nella seconda incubazione la vitamina D mar-
cata con isoluminolo lega i siti liberi dell’anticorpo. Nella fase successiva 
all’incubazione i reagenti non legati vengono lavati via impiegando un ciclo 
di lavaggio. La reazione chemiluminescente di tipo “flash” viene stimolata 
dall’aggiunta automatica, da parte dello strumento Liason, dei reagenti star-
ter. Il segnale luminoso viene misurato dal fotomoltiplicatore come Relative 
Light Units (RLU) ed sarà inversamente proporzionale alla concentrazione di 
25-OHD presente in calibratori, controlli o campioni.

Nel mercato è inoltre disponibile la metodica che utilizza il dosaggio 
ELISA della Techno-Genetics per il sistema ad accesso random Alegria in 
grado di determinare quantitativamente ed in maniera completamente auto-
matica i livelli di vitamina D in campioni umani di siero o di plasma.

Con l'aumento della domanda di test per la vitamina D, sono oggi dispo-
nibili vari dosaggi  su piattaforme di automazione di diverse altre Aziende, 
come Abbott, IDS, Roche, Siemens. 

Inoltre, recentemente, è stato introdotto sul mercato un dosaggio immu-
noluminometrico competitivo per la piattaforma completamente automa-
tizzata Snibe Maglumi. Questo sistema utilizza l'antigene purificato 25-OH 
Vitamina D per marcare ABEI, ed utilizza l'anticorpo monoclonale 25-OH 
Vitamina D per marcare FITC (anti-Vitamin D-Binding Protein (GC) antibo-
dy). Il segnale luminoso finale viene misurato da un fotomoltiplicatore come 
RLU (Relative light unit) in 3 secondi ed è proporzionale alla concentrazione 
di 25-OH Vitamin D presente nei controlli e nei campioni.

Fatta eccezione per l’attuale test Roche, oggi tutti i dosaggi in automa-
zione utilizzano un metodo di progettazione simile: il pre-trattamento del 
campione dissocia la 25-OHD dalla VDBP e questa compete con 25-OHD 
esogena, nel reagente del dosaggio, per i siti di legame di anticorpi anti-
25-OHD. Gli anticorpi anti-25-OHD sono legati alla fase solida e il 25-OHD 
nel reagente è coniugato ad un marcatore chemiluminescente, o viceversa. 
Pertanto, dopo lavaggio del marcatore chemiluminescente non legato, il 
segnale luminescente prodotto nel test è inversamente proporzionale alla 
25-OHD nel campione del paziente. Il test Roche, invece, è un metodo CPBA 
non immunometrico ed utilizza VDBP esogeno per catturare la 25-OHD nel 
campione del paziente.

I metodi automatici per 25-OHD, che hanno necessariamente abbando-
nato l’estrazione con solvente o la precipitazione delle proteine per liberare 
25-OHD dalle proteine di legame, sono più suscettibili a variazioni della con-
centrazione di VDBP. I produttori sono evasivi in merito ai dettagli della fase 
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di separazione utilizzata in questi test, ma la maggior parte di essi sembrano 
coinvolgere la denaturazione delle VDBP attraverso un cambiamento di pH. 
In ogni caso si presuppone, con poche o nessuna conferme pubblicate, che 
il 100% di 25-OHD sia distaccato dal VDBP o, se non lo è, che la percentuale 
di distacco in diversi campioni è uniforme. Tuttavia, recenti dati indicano 
che non è così: infatti, quattro su cinque dosaggi immunologici non estrattivi 
mostrano rispetto al metodo LC-MS/MS una correlazione altamente signi-
ficativa di scostamento associato alla concentrazione di VDBP. Inoltre, la 
dispersione dei risultati indica che lo scostamento è tutt'altro che uniforme; 
questa osservazione offre una spiegazione per la natura arbitraria delle diffe-
renze tra metodi con i singoli campioni (31). 

Un recente studio ha confrontato i risultati ottenuti da 6 analizzatori 
completamente automatizzati (Architect, Centaur, iSYS, Liaison, LiaisonXL, 
Elecsys) e da 2 metodi che richiedono una fase di pretrattamento del campio-
ne tramite estrazione (RIA DiaSorin e HPLC BioRad) con il metodo LC-MS/
MS Perkin-Elmer. La 25OHD è stata determinata in 224 campioni di pazienti 
(65 dei quali erano supplementati con 25OHD3), le cui concentrazioni misu-
rate con il metodo LC-MS/MS sono risultate comprese tra 3,4 e 181,3 ng/mL; 
inoltre, le pendenze delle rette di regressione rispetto al metodo di riferimen-
to sono risultate tra 0,6 e 1,2 (44).Pertanto, nonostante nella letteratura sia 
universalmente indicata la concentrazione di 30 ng/mL quale livello ottimale 
per la 25OHD, la risposta variabile tra i diversi dosaggi per 25OHD impe-
disce l'uso di valori di cut-off uniformi per la definizione di una condizione 
clinica di vitamina D ed il confronto dei risultati ottenuti con i vari metodi  
evidenzia la necessità di una maggiore standardizzazione dei metodi (44, 45).

Inoltre, il fatto che un cambiamento di metodo può influenzare la continu-
ità dei risultati ha implicazioni per il monitoraggio dei pazienti supplementi 
con vitamina D e per studi epidemiologici a lungo termine. Anche all'interno 
dello stesso metodo, la consistenza dei risultati può essere compromessa da 
sottili cambiamenti di reagenti da lotto a lotto dei kit, o più chiaramente da 
un cambiamento di anticorpo o di una riformulazione dei reagenti. Con l'in-
troduzione di metodi di riferimento RMP e di materiali standard MSR basati 
su sieri umani, la standardizzazione delle analisi dovrebbe diventare meno 
problematica e l’attenzione potrà concentrarsi sull’affidabilità dei risultati 
individuali, un problema molto più complesso. 

Poiché la 25OHD circolante può derivare da idrossilazione sia di vitami-
na D2 che di D3, per una valutazione accurata dello stato della vitamina D è 
essenziale l’utilizzo di dosaggi automatizzati per la misura di 25OHD totale 
(sia 25OHD2 che 25OHD3) (32). Inoltre, è importante conoscere il grado di 
cross-reattività di un dosaggio per l’epimero C3, il quale può essere presente 
sia nei bambini che negli adulti: infatti, a meno che un dosaggio riporti la 
specifica frazione/quantità di C3-epimero, non è possibile determinare se 
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la vitamina D è sovrastimata. Una sovrastima può creare errori terapeutici, 
poiché in pazienti che sono carenti o insufficienti la vitamina D misurata 
può apparire sufficiente o può essere riportata tossicità in pazienti con 
livelli  elevati o normali Allo stato attuale, pertanto, la molecola C3-epimero 
di 25OHD3 è considerata un potenziale fattore di confusione nella  misura 
esatta e della valutazione della vitamina D e quindi non deve essere inclusa 
nel risultato totale della 25 D (OH) (32).

Metodo Cross-reattività
Snibe Maglumi 0,3%
Siemens Centaur 1,1%
DiaSorin Liaison 1,3%
Abbott Architect 3,1%
IDS i-SYS non comunicato
Roche Elecsys 91%

Tabella: Interferenza dell'epimero C3 (3-epi-25-OH D3) nei dosaggi in 
automazione (dati da Metodica )

Una indagine della VEQ DEQAS, oltre a confermare come la maggior 
parte dei dosaggi HPLC e LC-MS/MS non distingue il 3-epimero, ha verifi-
cato le asserzioni di alcuni produttori che il metabolita 3-epi-25-OHD3 non 
è rilevato dai loro immunodosaggi e che, per contro, il dosaggio Roche per 
25-OHD totale (metodo CPBA che utilizza VDBP esogeno) conferma una 
significativa cross-reattività (circa il 57%) con il 3-epimero (40).

Anche se nel siero degli adulti i livelli di questo metabolita sono general-
mente bassi, tuttavia in alcuni individui sono state segnalate concentrazioni 
molto elevate e questa interferenza può causare ad una sovrastima della reale 
concentrazione di 25(OH)D  (31, 45).

La 25-idrossivitamina D (25-OHD) è l'indicatore più appropriato per il 
monitoraggio dello stato di riserve di vitamina D. Le 2 forme principali di 
25-OH-D (25-OH-D2 e 25-OH-D3), differiscono leggermente nelle strutture 
molecolari, ma hanno sostanzialmente la stessa attività fisiologica. Per valu-
tare lo stato della vitamina D, pertanto, devono essere misurati entrambi 
25-OH-D2 e 25-OH-D3 ed è quindi cruciale conoscere la capacità di un test di 
quantificare in modo equi-molare entrambe le forme di 25-OH-D2 e 25-OH-
D3 (32, 46).

Un recente studio ha valutato l'influenza della percentuale di 25-OH-D2 
sull’accuratezza dei seguenti dosaggi: DiaSorin Liaison, Abbott Architect, 
Roche Cobas e Siemens Centaur. Con l’aumento percentuale di 25-OH-D2 
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il test Liaison non ha mostrato uno scostamento significativo; per contro, 
con l'aumento percentuale di 25-OH-D2, i dosaggi Architect e Cobas hanno 
mostrato una tendenza sempre più negativa, mentre lo scostamento negati-
vo del test Centaur diminuiva, modificandosi in uno scostamento positivo 
(46). E’ stata anche calcolata la cross-reattività nei confronti di 25-OH-D2, 
normalizzata a reattività di 25-OH-D3 ed i risultati per ogni dosaggio sono 
risultati coerenti con il cambiamento nello scostamento del test in funzione 
della percentuale di 25-OH-D2, mostrando lo stesso ordine di cross-reattività: 
Centaur> Liaison> Cobas> Architect (46). Lo studio ha mostrato una elevata 
presenza di campioni che contengono quantità sostanziali sia di 25-OH-D2 
che di 25-OH-D3 ed ha dimostrato i diversi effetti del contenuto di 25-OH-D2 
sull’accuratezza dei dosaggi commerciali. Pertanto, l’interpretazione corretta 
dei risultati di 25-OH-D totale ed un conforme monitoraggio del paziente, 
richiedono attenta considerazione dello stato della vitamina D, del tipo di 
integratore assunto e del metodo di misura utilizzato (46).

Per migliorare l’accuratezza e comparabilità dei risultati degli immuno-
dosaggi di 25 (OH) D, è raccomandata pertanto la loro standardizzazione nei 
confronti del metodo LC-MS/MS, a condizione, tuttavia, che lo stesso meto-
do LC-MS/MS utilizzato sia adeguatamente validato e standardizzato (47). 

Il kit Siemens Centaur, ad esempio, è stato ri-standardizzato nel 2012 vs 
metodo LC/MS/MS; tuttavia, secondo recenti dati DEQAS, il kit Siemens e 
numerosi dosaggi LC/MS/MS non sono perfettamente allineati nei confronti 
della procedura di misura di riferimento (RMP) del NIST (ID- LC/MS/MS) 
(42).  

Nella analisi DEQAS dell’Ottobre 2013 tutti i test immunologici hanno 
mostrato un elevato scostamento negativo per il campione 430 (nel quale 
predomina la forma 25-OHD2), ad eccezione del test Siemens, che mostra un 
elevato scostamento positivo per tale campione e ciò suggerisce che questo 
metodo sovrastimi la molecola 25-OHD2. La metodica del produttore indica 
una cross-reattività del 106,2%; tuttavia, questo dato può essere inattendibile 
in quanto è stato ottenuto in campioni addizionati con 25-OHD2. È interes-
sante notare che la media dei metodi LC-MS/MS (nei confronti del quale il 
kit Siemens è stato ricalibrato) mostra il più elevato scostamento positivo nel 
campione contenente 25-OHD2 (42).
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Intossicazione da Vitamina D

L’intossicazione da vitamina D è estremamente rara e per lo più causata 
da inavvertita assunzione di dosi eccessive di vitamina D.

Il medico talvolta tratta i pazienti con elevate dosi di Vitamina D per 
vari disturbi senza alcun monitoraggio degli effetti avversi e molto spesso 
vengono prescritte dosi che sono enormemente superiori alle reali necessità, 
determinando un effetto tossico. 

Il riconoscimento dell'intossicazione da Vitamina D può essere difficile 
poiché i sintomi iniziali della tossicità sono aspecifici. Il medico dovrebbe 
tener presente questa possibilità e raccogliere un'anamnesi esatta sull'uso, 
il nome commerciale ed il dosaggio assunto di supplementi vitaminici da 
banco allo scopo di arrivare ad una diagnosi tempestiva ed iniziare il tratta-
mento.

Abbiamo già, precedentemente, scritto della possibile conseguenza del 
sovradosaggio cronico quali la calcolosi renale, altre volte le manifestazioni 
possono comprendere il vomito persistente e l'insufficienza renale acuta.

 Gli esami di laboratorio mostrano la presenza di ipercalcemia e iperfo-
sfatemia.

Il corretto trattamento dell'intossicazione da Vitamina D associata ad 
ipercalcemia comprende il prevenire l'ulteriore assunzione del farmaco, la 
riduzione dell'assunzione di calcio, l'idratazione per via endovenosa, la som-
ministrazione di diuretici dell'ansa, calcitonina, glicocorticoidi e bifosfonati.

È interessante notare che, poiché ogni eccesso di colecalciferolo è distrut-
to dalla luce solare, una prolungata esposizione al sole non può provocare 
intossicazione da vitamina D.



Calogero Crapanzano Vitamina D

60 Caleidoscopio

Conclusione

Alla base di un’ottimale terapia per l’osteoporosi e per la prevenzione di 
fratture osteoporotiche vi è l’incremento della massa e forza ossea, così come 
una riduzione delle cadute. 

Studi clinici e pre-clinici sui markers del metabolismo osseo, sulla densità 
minerale ossea e sulle fratture suggeriscono che la terapia combinata, di un 
bifosfonato-vitamina D ha una maggiore efficacia nella prevenzione della 
perdita minerale ossea e delle fratture.

Importante è misurare ad intervalli regolari la calcemia in tutti i pazienti 
che ricevono dosi farmacologiche di vitamina D ed in particolare di calcitrio-
lo per il rischio di ipercalcemia

Oramai di assiste all’invecchiamento della popolazione con fenomeni 
degenerativi di tutti i sistemi biologici e in modo particolare della struttura 
ossea.

L’importanza dell’uso della vitamina D è diventata prioritaria.
La letteratura è piena di evidenze sulle varie patologie ma la Vit D  non 

deve essere data se non sussiste la necessità: Vitamina D e diabete, Vitamina 
e AIDS, Vitamina D quale modulatore dei maccanismi autoimmunitari, 
Vitamina D e sclerosi multipla. Su quest’ultima bisogna dedicare molta atten-
zione. Un team di ricercatori della Johns Hopkins University ha scoperto che 
la vitamina D potrebbe aiutare nella cura della sclerosi multipla bloccando la 
migrazione verso il cervello delle cellule immunitarie responsabili dei danni 
al sistema nervoso centrale.

Lo studio è stato pubblicato su “Proceedings of the National Academy of 
Sciences” (PNAS).
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TEST MENU

*di prossima disponibilità

Tumor Markers

Ferritin
AFP
CEA
Total PSA
f-PSA
CA 125
CA 15-3
CA 19-9
PAP
CA 50
CYFRA 21-1
CA 242
CA 72-4
NSE
S-100
Pepsinogen I
Pepsinogen II
SCCA

Bone Metabolism

Intact PTH
Calcitonin
Osteocalcin
25-OH Vitamin D

Thyroid

TSH
T4

T3

FT4

FT3

TG
TGA
TRAb
TMA
Anti-TPO
Rev T3

Fertility

FSH
LH
HCG/ß-HCG
PRL
Estradiol
free Estradiol
Progesterone
Testosterone
free Testosterone
DHEA-S

Hepatic Fibrosis

HA
PIIIP N-P
C IV
Laminin
Cholyglycine

Drug Monitoring

Cyclosporine A
Tacrolimus, FK 506
Digoxin

Cardiac

CK-MB
Troponin I
Myoglobin
NT-proBNP
Aldosterone
Angiotensin I
Angiotensin II
D-Dimer
*Renin (PRC)
*LP-PLA2

Infectious*

HBsAg
Anti-HBs
HBeAg
Anti-HBe
Anti-HBc
Anti-HCV
*HIV
*Syphilis
*Chagas
*HTLV
*Anti-HAV
*HAV IgM

Inflammation Monitoring

CRP
PCT

Others

GH
IGF-I
Cortisol
ACTH

TORCH

Toxo IgG
Toxo IgM
Rubella IgG
Rubella IgM
CMV IgG
CMV IgM
HSV-1/2 IgG
HSV-2 IgG
HSV-1/2 IgM

EBV

EBV EA IgG
EBV EA IgA
EBV VCA IgG
EBV VCA IgM
EBV VCA IgA
EBV NA IgG

Immunoglobulin

IgM
IgA
IgE
IgG

Anemia

Vitamin B12

Ferritin
FA

Glyco Metabolism

C-Peptide
Insulin
ICA
IAA
Proinsulin
GAD 65
IA-2

Prenatal screening*

cAFP
free ß-HCG
PAPP-A

Kidney Function

ß2-MG
Albumin





In caso di mancato recapito,
pregasi ritornare al mittente che pagherà la tassa dovuta. r
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