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INTRODUZIONE 

 
 

Quando si parla di vitamina D si pensa direttamente ad un 

sistema endocrino vero e proprio in quanto partecipa unitamente 

all’ormone paratiroideo ed alla calcitonina alla complessa regolazione 

omeostatica del metabolismo fosfo-calcico nell’uomo.  

La funzione essenziale della vitamina D è quella di mantenere 

entro i limiti fisiologici i livelli di calcio e del fosforo nel sangue. Per 

realizzare questo essa va incontro ad un complesso cammino 

metabolico con conseguente sintesi di specifici metaboliti.  

Negli ultimi anni il ruolo della vitamina D ha assunto sempre 

più importanza non solo nella regolazione del metabolismo osseo e 

fosfo-calcico, ma anche come agente in grado di interferire con alcune 

funzioni del sistema immunitario.  
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FISIOLOGIA DELLA VITAMINA D 
 

La vitamina D può essere acquisita dall’organismo attraverso 

tre fonti principali: cibo, esposizione solare, integratori alimentari. 

 I fattori che influenzano il bilancio della vitamina D sono 

molteplici, tra questi vi sono l’etnia per cui si è osservato che la 

presenza di maggiore quantità di melanina diminuisce la quota di 

vitamina D sintetizzata e pertanto i soggetti di colore sono a maggior 

rischio di carenza della stessa (1). 

 L’obesità è un fattore di rischio per la carenza di vitamina D, 

poiché questa vitamina liposolubile è immagazzinata nel tessuto 

adiposo (2). 

 I livelli di vitamina D negli obesi aumentano del 50% in meno 

rispetto ai soggetti non obesi a parità di introito di vitamina D (3). 

 Altro fattore importante è l’età. Con l’aumentare dell’età si 

riduce la sintesi di vitamina D a livello della cute, così come si 

riducono anche i livelli di 7-deidrocolesterolo (1). 

Ancora diversi farmaci possono alterare i livelli di vitamina D. I 

livelli di vitamina D possono essere diminuiti da anticonvulsivanti, 

corticosteroidi, cimetidina, antitubercolari, teofillina, orlistat, mentre, 

al contrario, i diuretici tiazidici possono aumentarli (4). 
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Infine si ricordano le alterazioni della funzionalità renale e/o 

epatica, lo scarso introito di vitamina D con la dieta, la scarsa 

esposizione solare  ed il malassorbimento (malattie infiammatorie 

intestinali, celiachia, resezioni gastriche, malattie biliari). 

Il ruolo ubiquitario della vitamina D è stato intuito sin dal 

passato al punto da attribuirle una funzione sistemica nell’organismo 

umano con meccanismi ormono-simili, confermati anche dalla 

struttura molecolare della vitamina, che presenta un’impalcatura 

principale del tutto simile a quella di altri ormoni liposolubili. 

La vitamina D è un seco-steroide (steroide caratterizzato dalla 

rottura di uno dei legami dell’anello steroideo) che, in considerazione 

della differenza di struttura della sua catena laterale, può essere 

distinto in due diverse forme biologiche: l’ergocalciferolo (vitamina 

D2) e ilcolecalciferolo (vitamina D3). 

 La vitamina D2 è presente in alcuni vegetali e funghi e pertanto 

può essere assunta con gli alimenti; la vitamina D3 è prodotta a livello 

cutaneo a seguito dell’esposizione ai raggi ultravioletti.  

In entrambi i casi essa viene idrossilata a livello epatico in 

posizione 25 costituendo il 25-idrossicolecalciferolo (25(OH)D3), che 

è il metabolita circolante della vitamina D presente in maggiore 

quantità e più facilmente dosabile.  
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Il dosaggio del 25(OH)D3 ematico rappresenta il parametro di 

riferimento per stimare la riserva di vitamina D dell’organismo.  

La maggior parte degli autori concorda col fatto che livelli 

sierici di 25(OH)D3 al di sotto di 20 ng/mL (o 50 nmol/L) siano 

indicativi di una situazione di carenza di vitamina D (5).  

A tal proposito, gli studi epidemiologici hanno dimostrato che 

la carenza di vitamina D è molto frequente in Europa e negli USA 

dove la sua prevalenza è stimata tra 50 e 80 % della popolazione 

generale (6).  

Il 25(OH)D3 per divenire un metabolita biologicamente attivo 

richiede un’ulteriore idrossilazione a livello renale, dove l’enzima 1-

alfaidrossilasi determina l’idrossilazione in posizione 1 della 

molecola, formando il metabolita definitivo attivo, che è l’1,25 

diidrossicolecalciferolo (1,25(OH)2D3). 

L’1,25(OH)2D3 si può ritenere un vero e proprio ormone 

liposolubile ad azione ubiquitaria.  

Essa agisce su cellule bersaglio attraverso il legame a specifici 

recettori nucleari (VDRs), che se attivati interagiscono con specifici 

elementi responsivi alla vitamina D, con l’attivazione di sequenze di 

DNA coinvolte nella trascrizione di RNA messaggero codificante per 
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le proteine leganti il calcio e fattori di crescita coinvolti nel 

metabolismo fosfo-calcico e altre azioni cellulari. 

Pertanto, l’attivazione dei VDRs presenti a livello del piccolo 

intestino induce un incremento dell’espressione dei canali del calcio, 

della proteina legante il calcio (calcium binding protein – CBP) e di 

altre proteine deputate al trasporto attivo del calcio dal lume 

intestinale al torrente circolatorio.  

In ultima analisi la vitamina D riveste un ruolo fondamentale e 

insostituibile nel promuovere l’assorbimento intestinale del calcio, 

tappa fondamentale per il mantenimento dell’omeostasi calcica nel 

nostro organismo. 

I VDRs sono presenti anche sugli osteoblasti ed è proprio 

l’attivazione di questi recettori osteoblastici che induce 

successivamente anche l’attivazione osteoclastica tramite il sistema 

RANK-RANKL.  

Vi è quindi un meccanismo di attivazione a cascata che porta 

alla formazione degli osteoclasti dai precursori osteoclastici e che 

vede come elemento chiave il sistema RANK-RANKL e l’iniziale 

attivazione degli osteoblasti ad opera della vitamina D.  
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L’effetto attivatorio della vitamina D sugli osteoclasti ha quindi 

la finalità di mantenere l’omeostasi calcica prelevando calcio dallo 

scheletro attraverso l’azione degli osteoclasti in caso di necessità (7). 
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RUOLO DELLA VITAMINA D  

SUL SISTEMA IMMUNITARIO 

 

 

Negli ultimi anni è emersa l’importanza della vitamina D nella 

regolazione del sistema immunitario.  

L’enzima 1-alfaidrossilasi non è presente esclusivamente a 

livello renale, ma anche nei macrofagi attivati e nelle cellule 

dendritiche (8,9). 

In queste cellule, tuttavia, l’enzima risponde ad un sistema di 

regolazione differente. Mentre a livello renale la sua attività è inibita 

dal paratormone e dalla vitamina D, nelle cellule dendritiche e 

macrofagiche tale effetto inibitorio non è dimostrato. 

La vitamina D, pertanto, non riveste un ruolo importante 

soltanto nella regolazione del metabolismo osseo e fosfo-calcico, ma è 

in grado di interferire anche con alcune funzioni del sistema 

immunitario. 

Si sono dimostrate interazioni fra vitamina D e linfociti B e T. 

La vitamina D è coinvolta nella soppressione della produzione delle 

immunoglobuline e della proliferazione e differenziazione dei linfociti 

B (10). 
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I linfociti T CD4+esprimono in condizioni di quiescenza i 

VDRs a basse concentrazioni, mentre in fase di attivazione tale 

espressione diviene molto più significativa (11). 

Si è osservata un’importante inibizione della proliferazione dei 

T linfociti in presenza di 1,25(OH)2D3 ed in particolare dei Th1 oltre 

che un’inibizione della produzione di citochine (12). 

La presenza di 1,25(OH)2D3 riduce la secrezione di 

interleuchina (IL)-2 e interferone (INF)-γ ad opera dei linfociti T 

CD4+ e stimola la produzione di IL-5 e IL-10 che a loro volta 

interferiscono ulteriormente sull’attività delle cellule T (13). 

L’effetto inibitorio dell’1,25(OH)2D3 sulla IL-4 è abbastanza 

controverso (14,15), mentre risulta chiara l’inibizione dell’espressione 

di IL-6, che notoriamente è un importante fattore ad azione stimolante 

sulle cellule Th17, le quali rivestono un ruolo chiave nella risposta 

autoimmune. 

Per quanto concerne il ruolo della vitamina D nella regolazione 

dell’attività delle cellule macrofagiche, essa promuove la 

differenziazione dei monociti in macrofagi e controlla il release delle 

citochine flogogene e delle chemochine da parte di queste cellule.  

Al contrario, in caso di riduzione della concentrazione di 

vitamina D si riduce significativamente la maturazione dei macrofagi, 
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la loro capacità a produrre gli antigeni specifici di superficie, gli 

enzimi lisosomiali e a secernere il perossido di idrogeno.  

L’aggiunta di 1,25(OH)2D3 recupera immediatamente 

l’espressione degli antigeni specifici di superficie nei macrofagi e la 

produzione di enzimi lisosomiali. 

Vi sono anche altre funzioni importanti dell’1,25(OH)2D3: la 

stimolazione della prostaglandina E2 (citochina ad azione inibente); 

l’inibizione del granulocyte-macrophage colony stimulating factor 

(GM-CSF) e la riduzione dell’attività di presentazione dell’antigene ai 

linfociti da parte dei macrofagi, riducendo l’espressione delle 

molecole MHC II sulla superficie cellulare (16, 17). 

Benché sia stata dimostrata un’interferenza dell’1,25(OH)2D3 

con le cellule dendritiche, non vi sono chiari effetti inibitori così come 

osservati per i macrofagi (18). 

Sia nelle cellule dendritiche che nei macrofagi vi è l’enzima 1-

alfaidrossilasi identico a quello presente nelle cellule renali; tale 

enzima a livello renale è controllato essenzialmente dalla calcemia e 

dal metabolismo osseo, mentre nelle cellule macrofagiche sarebbe 

sotto il controllo di segnali immunologici come ad esempio l’INF-γ 

(19). 
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Gli studi effettuati sembrano quindi indicare che la vitamina D 

sia in grado di interferire con tappe importanti della risposta 

immunitaria ed in particolare avere un ruolo chiave nei processi di 

inibizione e di regolazione del sistema immunitario.  

Vi sono peraltro alcune evidenze cliniche che incoraggiano 

nello studio dell’applicazione nella pratica terapeutica quotidiana di 

questa vitamina al fine di influenzare alcune malattie a patogenesi 

autoimmune (20,21,22). 

Infatti, vi sono dati che tendono a dimostrare che la carenza di 

vitamina D possa aumentare la prevalenza di alcune malattie 

autoimmunitarie, mentre studi epidemiologici e studi condotti su 

modelli animali hanno messo in relazione la carenza di vitamina D 

alla predisposizione a malattie autoimmunitarie, quali la sclerosi 

multipla, il diabete mellito insulino-dipendente, l’artrite reumatoide, il 

lupus eritematoso sistemico e le malattie infiammatorie intestinali 

(23).  

Inoltre, alcuni modelli animali di malattie autoimmuni hanno 

mostrato un miglioramento delle manifestazioni cliniche a seguito di 

somministrazione di vitamina D (24).  
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In considerazione della sua attività immunosoppressiva, gli 

effetti della vitamina D sono stati indagati in molti modelli 

sperimentali di malattie autoimmunitarie.  

Ad esempio, nel modello murino MRL-lpr/lpr di lupus, le 

supplementazioni di 1,25(OH)2D3 hanno determinato una maggiore 

longevità, una riduzione della proteinuria e dell’artrite, e prevenuto la 

comparsa di lesioni cutanee (25,26). 

 La somministrazione di 1,25(OH)2D3 prima della comparsa dei 

sintomi può addirittura prevenire la comparsa del lupus in questi 

modelli sperimentali (25).  

Nel modello murino di artrite indotta dal collageno, gli agonisti 

del recettore della vitamina D sono capaci di prevenire l’espressione 

della malattia o eliminare i sintomi qualora la malattia sia già 

manifesta (25,27).  

Nei modelli murini di encefalo-mielite, la somministrazione di 

1,25(OH)2D3 si è dimostrata capace di prevenire lo sviluppo della 

malattia, specialmente se associata ad altri immunosoppressori (28).  

Al di là dei modelli sperimentali, esistono diversi studi che 

evidenziano un ruolo che la carenza di vitamina D potrebbe avere 

nelle malattie autoimmuni e più in particolare reumatiche.  



 

 

12 

 

Tuttavia, esistono diverse difficoltà nello stabilire una solida 

relazione tra carenza di vitamina D e malattie autoimmuni.  

Nei diversi studi sono stati, infatti, spesso utilizzati differenti 

cut-off per considerare il deficit e l’insufficienza di vitamina D ed 

inoltre, alcuni studi tengono in considerazione l’introito di vitamina D 

piuttosto che i livelli sierici di quest’ultima.  

Bisogna anche considerare la presenza di molti fattori di 

confondimento associati con questa malattie, come l’utilizzo di 

corticosteroidi e la fotosensibilità.  

L’ipotesi che la carenza di vitamina D sia legata a una malattia 

autoimmune era già nota da tempo a seguito dell’osservazione che le 

popolazioni che vivono alle latitudini vicine all’equatore hanno un 

minore rischio di sviluppare malattie autoimmuni (29). 

Inoltre, diverse fonti avevano indicato la presenza di ridotti 

livelli di vitamina D in pazienti affetti da malattie reumatiche, come 

uno studio del 2007 su 1029 pazienti con differenti malattie 

autoimmuni, come sclerodermia, polimiosite, dermatomiosite, 

sindrome da anticorpi antifosfolipidi, artrite reumatoide e lupus 

eritematoso sistemico, che ha mostrato la presenza di valori di 

25(OH)D3 più bassi che nei controlli (30).  
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Nell’artrite reumatoide è stata notata che la prevalenza della 

malattia aumenta proporzionalmente con il diminuire della latitudine e 

ciò coincide anche con aree geografiche dove la carenza di vitamina D 

è più prevalente (27,31,32).  

Nell’artrite reumatoide, la carenza di vitamina D è stata anche 

messa in relazione con l’attività di malattia (32,33).  

Inoltre, maggiori introiti di vitamina D sono risultati essere 

correlati ad una diminuzione del rischio di sviluppare artrite 

reumatoide in uno studio di coorte prospettico con 19368 donne (34).  

Anche nel lupus eritematoso sistemico, ci sono evidenze di un 

frequente riscontro di bassi livelli di vitamina.  

In 37 pazienti affetti da lupus eritematoso sistemico i livelli di 

25(OH)D3 trovati erano 80 nmol/L (32 ng/ml) nel 65% dei casi, 47.7 

nmol/L (19 ng/ml) nel 20% dei casi (32).  

Simili risultati sono stati trovati in altri studi (35, 36). A seguito 

di questi frequenti riscontri di ipovitaminosi D, è stata anche 

inizialmente ipotizzata la presenza di anticorpi diretti contro la 

vitamina D, anche se uno studio su 171 pazienti affetti da lupus 

eritematoso sistemico ha mostrato la presenza di anticorpi anti-

vitamina D solo nel 4% dei pazienti, la cui concentrazione non era 

correlata ai livelli di vitamina D (37).  
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Controversi sono i dati che riguardano la correlazione tra 

carenza di vitamina D e attività di malattia nel lupus eritematoso 

sistemico (35, 38, 39, 40, 41).  

Uno studio recente ha tuttavia evidenziato che le concentrazioni 

di vitamina D sono inversamente proporzionali all’attività di malattia 

in un ampio campione di pazienti affetti da lupus eritematoso 

sistemico (42).  

Anche nella sindrome di Behçet vi sono evidenze di un 

maggiore riscontro di bassi livelli di vitamina D nei pazienti affetti 

(43).  

In un recente studio hanno riscontrato in 125 pazienti di sesso 

femminile affetti da connettivite mista, livelli di vitamina D più bassi 

rispetto ai controlli e indirettamente proporzionali ai livelli sierici di 

IL-6, IL-10, IL-23 e di alcuni marcatori solubili delle cellule 

endoteliali come l’endotelina e la trombomodulina (44).  

In questo studio bassi livelli di vitamina D erano associati con 

gli spessori della tonaca intima e media delle carotidi, al fibrinogeno, 

al colesterolo totale e ai livelli di ApoA1.  

Inoltre, in questi pazienti i bassi livelli di vitamina D 

mostravano una correlazione inversa con il coinvolgimento 

cardiovascolare.  
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Un aumento del rischio cardiovascolare associato a bassi livelli 

di vitamina D è stato riscontrato anche in pazienti affetti da lupus 

eritematoso sistemico (45). 
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ARTRITE REUMATOIDE E VITAMINA D 

 

 

L’artrite reumatoide (AR) è una patologia autoimmune 

articolare ad eziologia sconosciuta, la cui prevalenza è 

sorprendentemente costante in tutto il mondo a prescindere dalla 

localizzazione geografica e razza anche se ci sono alcune eccezioni, 

per esempio è leggermente inferiore in Cina (0,3%), più alta nel Nord 

America (5%), allo stesso modo sembra essere più comune nel Nord 

Europa rispetto al Sud (46).  

Essa è caratterizzata da un processo infiammatorio a carico 

della sinovia delle articolazioni diartrodiali, con progressiva 

distruzione delle componenti cartilaginee e ossee. 

Tale processo infiammatorio è sostenuto da linfociti di tipo Th1, 

che provocano l’attivazione e la proliferazione delle cellule endoteliali 

e sinoviali, il reclutamento e l’attivazione delle cellule infiammatorie, 

la secrezione di citochine e proteasi da parte dei macrofagi e delle 

cellule sinoviali fibroblasto-simili e la produzione di autoanticorpi. 

È noto che la carenza di vitamina D si associa ad un 

aggravamento della risposta immunitaria Th1 ed il suo possibile ruolo 

nella patogenesi dell’AR si basa proprio su prove che mostrano una 
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aumentata espressione di VDR su macrofagi, condrociti e cellule 

sinoviali delle articolazioni dei pazienti (47). 

Anche se l’eziologia della malattia rimane sconosciuta, una 

serie di studi hanno suggerito che ci sono una serie di fattori 

responsabili tra cui fattori ambientali e genetici.  

È chiaro che sia i fattori genetici che ambientali colpiscono la 

prevalenza delle malattie autoimmuni.  

Tuttavia il fatto che la vitamina D è stata implicata in diverse 

malattie autoimmuni suggerisce che essa potrebbe essere uno dei 

fattori ambientali che come altri normalmente partecipa al controllo 

della tolleranza del self (48).  

La scoperta del recettore della vitamina D (VDR) nelle cellule 

del sistema immune ed il fatto che le cellule dendritiche attivate 

producono l’ormone vitamina D suggerisce che la stessa vitamina D 

potrebbe avere proprietà immuno-regolatorie.  

Inoltre bassi valori di vitamina D potrebbero essere correlati alla 

prolungata mancata esposizione solare, predisposizione genetica, 

fattori nutrizionali e possono spiegare la prevalenza delle malattie 

autoimmuni correlate alla latitudine come l’AR con il riferimento al 

potenziale ruolo immunomodulante della vitamina D.  
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I livelli di vitamina D nel plasma sono stati trovati essere 

inversamente correlati con l’attività di malattia mostrando un ritmo 

circadiano, per esempio più severi in inverno (46).  

È stato interessante notare che la somministrazione di vitamina 

D ha mostrato di inibire effettivamente l’autoimmunità anche se 

modelli animali presentavano sufficiente vitamina D.  

È ormai comunque da tempo discusso il ruolo della carenza di 

vitamina D nella patogenesi dell’AR e la sua correlazione con 

l’attività di malattia.  

La vitamina D ed i suoi analoghi hanno dimostrato la loro 

capacità di sopprimere la proliferazione delle cellule T ed inibire 

l’espressione di citochine pro-infiammatorie coinvolte nella 

patogenesi dell’AR come l’interleuchina 2 (IL-2) ed interferon-

gamma (IFγ). 

La vitamina D interferisce con diversi aspetti delle risposte 

immuni responsabili della patogenesi dell’AR, tra cui le risposte 

cellulari all’IL-1β ed al TNF-α, l’espressione dell’IL-1β ed IL-6, la 

differenziazione di Th 17 e cellule B e l’espressione di proteasi così 

come la matrice metalloproteasica MMP-1 e MMP-2 (49). 
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SCOPO DEL LAVORO 

 

 

Lo scopo di questo studio è la valutazione dello status vitaminico D e 

il potenziale effetto immunomodulante della vitamina D in pazienti 

affetti da artrite reumatoide (AR). In particolare in una casistica di 

pazienti affetti da AR è stata valutata in vivo la prevalenza di 

ipovitaminosi D ed è stata analizzata la correlazione tra i livelli 

circolanti di  25(OH)vitamina D con l’attività della malattia e con lo 

stato funzionale e la qualità della vita.  

Al fine di analizzare i potenziali effetti immunomodulanti della 

vitamina D, sono stati valutati gli effetti della 1,25(OH)vitamina D3 

sull’espressione e la sintesi delle principali citochine implicate nella 

patogenesi dell’AR (TNF- , IL-1 , IL-1 , IL-6 and RANKL) in 

colture primarie di monocito-macrofagi isolati dal sangue periferico di 

pazienti affetti da AR.  
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PAZIENTI E METODI 

 

 

Valutazione dei livelli circolanti di vitamina D in pazienti affetti da 

AR e correlazione con attività di malattia, stato funzionale e qualità 

della vita 

Sono stati reclutati 30 pazienti consecutivi rispondenti ai criteri   

diagnostici ACR/EULAR 2010 per AR (26 femmine e 4 maschi, età 

media 47,43 ± 3,27, range 41-52). 

 Il solo criterio di inclusione era rappresentato dalla diagnosi di 

AR e di un’età inferiore a 75 anni, indipendentemente dallo status 

menopausale.  Il gruppo di controllo era costituito da 27 soggetti sani, 

comparabili per età e sesso (24 femmine e 3 maschi, età media 46,07 ± 

3,40, range 40-52). 

Tutti i pazienti reclutati sono stati sottoposi ad esame fisico ed 

anamnesi al fine della raccolta dei dati relativi alla malattia ed alla 

storia farmacologica. 

Le variabili cliniche valutate includevano  esordio e durata della 

malattia, presenza di manifestazioni extra-articolari, conta 

standardizzata  di 28  articolazioni tumefatte (swollen joint count – 

SJC28), conta standardizzata di 28 articolazioni dolenti (tender joint 

count – TJC28), al fine del calcolo del Disease Activity Score 
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(DAS28), calcolato utilizzando la PCR secondo la seguente formula 

(formula di  Nijmegen):  DAS28 = (0.56*sqrt(TJC28) + 

0.28*sqrt(SJC28) + 0.36*ln(CRP+1)) * 1.10 + 1.15. 

In base alle linee guida internazionali una elevata  attività di 

malattia è definita con valore di DAS 28>5,1; moderata attività con 

valori di 3,2 ≤ DAS 28 ≤5,1 e bassa attività DAS 28 ≤3,2.  

I parametri  clinici di danno funzionale correlato alla malattia 

sono stati valutati utilizzando il questionario HAQ Health Assessment 

Questionnaire Disability Index; lo stato generale di salute è stato 

calcolato utilizzando la scala analogica visiva (VAS 0-100).  

Sono stati raccolti i dati relativi ai trattamenti specifici per AR 

effettuati dai pazienti reclutati, comprendenti corticosteroidi, 

DMARDs (methotrexate, ciclosporina, sulfasalazina, antimalarici)  e 

farmaci biotecnologici (anti TNF , anti IL-6, anti CD20).  

Nessuno dei soggetti reclutati aveva assunto terapia integrativa 

con vitamina D nè altri farmaci in grado di interferire con il 

metabolismo osseo (fatta eccezione per i glucocorticoidi), nei 3 mesi 

precedenti l’arruolamento. 

Nel gruppo dei pazienti e nel gruppo di controllo sono stati 

dosati: calcio, fosforo, paratormone (PTH), fosfatasi alcalina (ALP), 
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VES e PCR ed i livelli sierici di 25(OH)vitamina D3 (25(OH)D3), 

metabolita circolante della vitamina D ed indicatore della riserva 

vitaminica,  nel periodo tra  Marzo e Settembre. 

Nei due gruppi è stata misurata la densità minerale ossea 

(DMO) mediante l’esecuzione di densitometria ossea a doppia 

emissione di raggi x (DEXA) a livello della colonna e femore sinistro; 

per ogni paziente è stato inoltre calcolato il body mass index (BMI o 

indice di massa corporea), ottenuto dal rapporto del peso espresso in 

Kg e l'altezza espressa in m al quadrato.  

Tutti i soggetti reclutati hanno firmato il consenso informato per 

la partecipazione allo studio. 

Per analizzare i dati nei due gruppi sono stati applicati il test 

parametrico t Student  ed il coefficiente di correlazione di Pearson. 

Sono stati considerati significativi valori di p<0,05. 
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Risultati 

Le caratteristiche demografiche e cliniche dei gruppi sono 

mostrate nella tabella 1.  

 Il gruppo dei pazienti e il gruppo controllo dei soggetti sani 

erano comparabili per età e sesso. L’età media era di 47,43 ± 3,27 nei 

pazienti con AR (range 41-52) e di 46,07 ± 3,40 nei controlli sani 

(range 40-52). Non ci sono state differenze tra i due gruppi per quanto 

riguarda il sesso, età, BMI e la BMD.  

Tutti i pazienti erano in  trattamento  con basse dosi di steroide 

(massimo dosaggio 7,5 mg di equivalente prednisonico) e farmaci di 

fondo classici (DMARDs: methotrexate, ciclosporina, sulfasalazina, 

antimalarici) e farmaci biotecnologici (anti TNFα, anti IL-6, anti 

CD20) (tabella 2). 

In base ai livelli di attività di malattia, misurati con il DAS28, i 

pazienti affetti da AR sono stati suddivisi in 3 gruppi. Gruppo 1: bassa 

attività  di malattia (gruppo 1, n=6 ); Gruppo 2:  moderata attività di 

malattia (gruppo 2, n=17): gruppo 3:  alta attività di malattia  (gruppo 

3, n=7) (tabella 3).  

La media dei livelli sierici di 25(OH)D3 nei pazienti con AR 

(26,69 ± 9,61 nmol/l) era significativamente più bassa rispetto a quella 

dei soggetti sani di controllo (33± 4,92nmol/l) (p<0.003) (Fig.1). 
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Analizzando i livelli circolanti di 25(OH)D3 nei pazienti affetti 

da AR in base al livello di attività di malattia, è emerso quanto segue:  

Gruppo 1 (bassa attività di malattia): 25(OH)D3 35,80nmol/l 

Gruppo 2 (moderata attività di malattia): 25(OH)D3 26,28nmol/l 

Gruppo 3 (elevata  attività di malattia): 25(OH)D3 17,23nmol/l nmol/l. 

 La differenza dei livelli circolanti di 25(OH)D3 tra i 3 gruppi era 

statisticamente significativa (p<0.05 gruppo 1 vs gruppo 2; p<0.01 

gruppo 1 vs gruppo 3; p<0.05 gruppo 2 vs gruppo 3)(fig.2). 

I livelli  circolanti di 25(OH)D3 correlavano significativamente 

in maniera inversa sia con l’indice di attività di malattia (DAS28) che 

con l’indice di disabilità funzionale (HAQ) (rispettivamente r= -0,653 

e r= -0,50 (p<0.05) (fig.3 e4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

25 

 

Valutazione degli effetti immunomodulanti della vitamina D in 

monocito-macrofagi del sangue periferico derivanti da pazienti 

affetti da AR  

Sono stati reclutati 17 pazienti rispondenti ai criteri  diagnostici 

ACR/EULAR  2010 per AR (4 maschi, 13 femmine), età media 53,64 

± 6,61, range 44-65). Nessuno di tali pazienti era in trattamento con 

farmaci biotecnologici, in particolare con anti TNF e anti IL-6. 

La durata della malattia dei pazienti arruolati era > a 1 anno e 

tutti i pazienti presentavano una moderata attività di malattia (3,2 

<DAS 28<5,1). 

Come gruppo di controllo  sono stati reclutati 15 soggetti sani di 

età e sesso comparabili con il gruppo dei pazienti con AR (3 maschi, 

12 femmine) con età media 53,93 ± 7,21, range 42-62.  

Le caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti con AR e 

controllo sono mostrate nella tabella 4. 

Nessuno dei soggetti inclusi nello studio aveva assunto vitamina 

D nei 3 mesi precedenti l’arruolamento. 

 Tutti i soggetti (gruppo AR e gruppo controllo) donatori hanno 

dato il loro consenso informato a partecipare allo studio. 
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Isolamento dei monociti e differenziazione dei macrofagi 

I monocito-magrofagi dei pazienti e del gruppo di controllo 

(soggetti sani) sono stati ottenuti da monociti isolati da campioni di 

sangue intero eparinato raccolto con prelievo venoso periferico. 

 Le cellule mononucleate di sangue periferico (PBMC), 

costituite da linfociti e monociti, sono state separate dagli eritrociti 

mediante centrifugazione in gradiente di densità su Ficoll (PAA; 

Austria).  

Dopo lavaggio, i macrofagi sono stati  purificati dalle PBMC 

mediante selezione positiva con biglie magnetiche anti-CD 14, 

secondo protocollo indicato dal produttore (Miltenyi Biotec) e sono 

stati risospesi in terreno di coltura (2x 10⁻⁶ cellule/pozzo) costituito da 

RPMI 1640 (Sigma) integrato con antibiotici (penicillina 100 IU/ml e 

streptomicina 100 mg/ml; PAA; Austria) e 10 % di siero fetale di 

vitello (FCS; PAA; Austria) ed incubata a 37 ° C al 5% di CO2.  

Dopo 24 ore, i terreni di coltura e le cellule non aderenti, 

costituite da linfociti, sono stati rimossi e le cellule aderenti incubate 

con terreno completo (RPMI, 10 % FCS, penicillina e streptomicina) 

per 14 giorni. I terreni sono stati sostituiti al 50%  ogni 2 giorni.  
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Le cellule erano > 95 % CD14+, come determinato dall’analisi 

FACS (dati non mostrati) prima della coltura. 

 

Stimolazione dei macrofagi 

Il quindicesimo giorno, i terreni sono stati rimossi e le cellule 

sono state lavate con tampone fosfato salino (PBS; PAA; Austria) e 

poi esposte ad un 1 µg/ml di lipopolisaccaride (LPS; Sigma, St. Louis, 

MO, USA) per 6 ore.  

Le cellule poi sono state trattate con concentrazioni crescenti 

(10⁻¹⁰- 10⁻⁷M) con la forma attiva della vitamina D - 1,25 (OH)2D3 

(Roche) per 48 ore. 

Al termine dell’esposizione alla 1,25(OH)2D3, le cellule sono 

state usate per effettuare differenti dosaggi previsti dallo studio. Tutti 

gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato per ogni campione. 

 Le cellule non trattate sono state utilizzate come colture di 

controllo. 

 

 

 

 



 

 

28 

 

Espressione di mRNA e sintesi proteica  del recettore della vitamina 

D 

L’RNA totale è stato isolato dalle cellule trattate e non, usando 

mini kit di isolamento RNA RNeasy (Qiagen, Hilden), secondo le 

raccomandazioni del produttore per le cellule in coltura.  

Per generare il cDNA template da utilizzare per la PCR real 

time, 1 µg dell’RNA totale è stato utilizzato per la reazione di 

trascrizione inversa con il Kit Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis (Roche, Mannheim).  

La Real time PCR (qPCR) è stata effettuata con il sistema 

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System. Un totale di 20 µL 

di reattante è stato ottenuto con TaqMan Universal PCR Master Mix, 

VDR TaqMan Gene Expression Assay (Hs00172113_ml; Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), il template di cDNA (1 µl) e 

acqua senza RNase.  

Il Ct (valori di ciclo soglia di fluorescenza) è stato 

automaticamente dato dal software SDS 2.1 (Applied Biosystems), i 

livelli di espressione relativa di VDR mRNA sono stati calcolati 

usando il metodo comparativo Ct dopo normalizzazione con gene 
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endogeno β-actina (Hs99999903_ml; Applied Biosystem, Foster City, 

CA, USA). Il valore quantitativo relativo è stato espresso come 2
⁻ Ct

. 

I livelli totali della proteina VDR  sono stati valutati su lisato cellulare 

mediate analisi immunoenzimatica specifica (Cusabio; China).  

Le concentrazioni della proteina VDR sono state calcolate in 

base alla curva standard ed i risultati espressi come pg/mg proteine 

intracellulari. 

 

 

Valutazione della sintesi  di TNF-α, IL-1 α, IL-β, IL-6 

Dopo l’esposizione all’1,25(OH)2D3, i sovranatanti delle colture 

cellulari sono stati raccolti e conservati a – 80 °C. I livelli di TNF-α 

(Thermo Scientific), IL-1 α, IL-β, IL-6 (R&D System, Minneapolis, 

MN) e RANKL (Biovendor) sono stati determinati usando la tecnica 

immunoenzimatica (ELISA), con kits commerciali, secondo le 

istruzioni del produttore.  

Le concentrazioni di citochine campioni sono state ottenute dai 

valori di interpolazione e di assorbanza della curva standard, ottenute 

per ciascuna citochina analizzata e sono state normalizzate per ml di 

proteine intracellulari.  
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Il contenuto proteico di ciascun pozzetto è stato determinato 

mediante il metodo Bradford (Bio-Rad protein assay, Bio-Rad 

Laboratories, Richmond, CA, USA).  

 

 

I livelli di TNF-α: test di inibizione 

Per gli esperimenti di inibizione, le cellule sono state pre-

incubate per 30 minuti a 37°C in presenza di anticorpi monoclonali 

leganti il recettore della vitamina D  (diluiti a 1:100; Millipore) poi 

sono state trattate con 1,25(OH)2D3, come descritto precedentemente. 

La specificità dell’effetto della 1,25(OH)2D3 è stata valutata 

mediante un test di controllo negativo, sostituendo lo specifico 

anticorpo primario anti VDR con immunoglobulina non immune dello 

stesso isotipo (R&D System, Minneapolis, MN, USA).  

Dopo l’esposizione alla 1,25(OH)2D3, i livelli del TNF-α nei 

terreni di coltura sono stati rilevati mediante ELISA con il kit 

commerciale (Thermo Scientific), secondo le istruzioni dei produttori. 

I risultati sono stati espressi come pg/mL e normalizzati per 

mg/ml proteine intracellulari.  
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Espressione di TNF- α: immunoistochimica 

Per la colorazione immunoistochimica del TNFα, le cellule 

sono state piastrate su vetrini Labtek Chamber (Nunc, Wiesbaden, 

Germany), trattate con concentrazioni crescenti(10
-10

-10
-7

M) di 

1,25(OH)2D3 per 48 ore e poi fissate con paraformaldeide al 4 % a 4 

°C per 20 minuti. 

Il blocco dell’attività della perossidasi endogena e del legame 

non specifico è stato ottenuto mediante incubazione con Perox 

Abolish (BioCare, USA) ed albumina di siero bovino 1% (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) rispettivamente.  

Le cellule sono state poi incubate con lo specifico anticorpo 

primario monoclonale umano TFN-α/TNFSFIA (R&D System, 

Minneapolis, MN, USA) per 45 minuti.  

L’immunocolorazione è stata effettuata utilizzando un anticorpo 

biotinilato secondario e seguita da incubazione con streptavidina-

perossidasi (Goat-on-Rodent HRP-Polymer, Biocare, USA). 

Aggiungendo diaminobenzidina come substrato è stata 

sviluppata la reazione di perossidasi. I nuclei cellulari sono stati 

colorati, per contrasto  con ematossilina. 
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Misurazione dell’ossido nitrico 

I livelli di ossido nitrico nei sovranatanti delle colture di 

macrofagi trattati sono stati rilevati con metodo colorimetrico Griess. 

150 µl di reattivo Griess (Sigma) è stato aggiunto ad un volume 

uguale del campione in piastre da 96 pozzetti e dopo 15 minuti, 

l'assorbanza è stata letta a 540 nm e confrontata con le curve di 

assorbanza di diluizioni seriali di nitrato di sodio in terreni di coltura 

completi. 

 

 

Analisi statistica  

I dati sono stati ottenuti da esperimenti condotti in triplicato ed 

espressi come media ± deviazione standard (SD). Il test parametrico t 

di Student ed il test ANOVA sono stati applicati per valutare le 

differenze di trattamento dei gruppi. Sono stati considerati 

significativi valori di p< a 0.05. 

 

 

 

 

 



 

 

33 

 

Risultati 

Effetto della 1,25 (OH)2D3 sull'espressione m-RNA VDR e livelli di 

proteine 

Non sono state evidenziate differenze statisticamente 

significative dell’espressione di mRNA VDR tra cellule derivanti da 

soggetti sani e cellule derivanti da soggetti con AR.  

La stimolazione  con  elevate concentrazioni di 1,25(OH)2D3 

(10
-8

 e 10
-7

) induceva un aumento significativo dell’espressione di 

mRNA VDR e della sintesi proteica VDR,  sia nelle cellule con AR 

che nelle cellule provenienti da soggetti sani (p<0.05) (Fig. 5A e 5B). 

 

 

Effetto della vitamina D sulla produzione di citochine pro 

infiammatorie 

I livelli di TNF-α sono stati rilevati nei sovranatanti di cellule di 

soggetti sani e di soggetti con AR dopo il trattamento con 1,25 

(OH)2D3 e confrontate a quelle di cellule non trattate (controlli).  

I macrofagi provenienti da soggetti con AR presentavano una 

produzione significativamente maggiore di TNF-α rispetto ai 

macrofagi provenienti da soggetti sani (p<0.01).  
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Il trattamento con 1,25(OH)2D3 riduceva i livelli di TNF-α in 

tutte le popolazioni cellulari studiate (AR e soggetti sani). 

 Infatti nei macrofagi AR trattati con 1,25(OH)2D3 la  

produzione di TNF-α era significativamente inferiore rispetto alle 

cellule non trattate.  

La riduzione della produzione di TNF-α indotta dalla 1,25 

(OH)2D3  è stata osservata con tutte le concentrazioni utilizzate della 

stessa; infatti anche alle concentrazioni più basse la riduzione dei 

livelli di TNF-α era significativa (p< 0.01).  

Nei macrofagi derivanti da soggetti sani, a differenza dei 

macrofagi derivanti dai soggetti con AR, i livelli di TNF-α risultavano 

significativamente ridotti solo quando venivano utilizzate alte 

concentrazioni di 1,25 (OH)2D3 (10
-8

 e 10
-7

M) (p<0,05); in tali cellule, 

le concentrazioni più basse di vitamina D (10⁻⁹ e 10⁻¹⁰M) non 

producevano effetti apprezzabili (Fig. 6A) sulla sintesi di anti TNF-α.  

La pre-incubazione delle cellule con un anticorpo monoclonale 

neutralizzante il recettore della vitamina D determinava la scomparsa 

degli effetti sulla sintesi di TNF-α  indotti dalla 1,25 (OH)2D3.  

Nella Figura 7 A sono mostrati  livelli di TNF-α nelle colture di 

macrofagi normali e AR trattati con concentrazioni variabili di 
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vitamina D, in presenza di un anticorpo neutralizzante il VDR (fig. 

7A) e in presenza di  un anticorpo non specifico (fig. 7B)(p<0.05).  

In condizioni basali (in assenza di 1,25 (OH)2D3), la produzione 

di IL-1α, IL-1β e IL6 era significativamente maggiore nei macrofagi 

derivanti da soggetti affetti da AR rispetto ai macrofagi derivanti da 

soggetti sani.  

La sintesi dell'IL-1α, IL-1β e IL-6 risultava essere 

significativamente ridotta nelle colture trattate con concentrazioni più 

alte di 1,25 (OH)2D3 (sia nelle cellule AR, che nelle cellule di soggetti 

sani) (p<0.005).  

In tutte le popolazioni cellulari esaminate, non sono state 

osservate differenze significative nelle cellule trattate con 1,25 

(OH)2D310⁻¹⁰ e10⁻⁹M, rispetto alle cellule non trattate.  

È interessante notare che, sia i macrofagi derivanti da soggetti 

con  AR che i macrofagi normali presentavano simili livelli di IL-1α, 

IL-1β e IL-6 quando trattati con concentrazioni maggiori di 1,25 

(OH)2D3 (10⁻⁷ M).  

La figura 6B-D mostra i livelli di IL-1α, IL-1β e IL-6 in 

macrofagi monociti derivati normali e con AR trattati con 

concentrazioni crescenti  di 1,25 (OH)2D3. 
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Effetto della vitamina D sull’espressione del  TNF-α 

L'effetto della 1,25(OH)2D3 sull'espressione di TNF-α è stato 

valutato  anche mediante analisi immunoistochimica.  

L’immunocolorazione diffusa per il TNF-α era presente a 

livello della membrana della maggioranza delle cellule non trattate. 

Dopo trattamento con 1,25 (OH)2D3 per 48 h, l'intensità della 

colorazione si presentava ridotta e questo effetto è stato osservato sia  

nelle cellule normali e che in quelle AR.  

La Figura 8 mostra l'effetto di diverse concentrazioni di 1,25 

(OH)2D3 sull’espressione del TNF-α nei macrofagi derivati da pazienti 

sani e da pazienti con AR. 

 

 

Effetto della vitamina D sulla produzione di citochina pro-

osteoclastogenica 

I macrofagi derivanti da soggetti affetti da AR presentavano una 

sintesi significativamente maggiore della citochina 

osteoclastogenetica RANKL rispetto ai macrofagi di soggetti sani.   

Il trattamento con 1,25(OH)2D3 di macrofagi derivanti da 

soggetti con AR induceva una significativa riduzione della produzione 

RANKL rispetto alle cellule non trattate(p<0.05). 
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L'effetto massimo è stato osservato quando le cellule sono state 

trattate con le più alte concentrazioni di vitamina D (10⁻⁸e 10⁻⁷ M) 

suggerendo un possibile  un effetto dose-dipendente (p<0.01).  

La produzione di RANKL dalle cellule controllo risultava 

essere significativamente ridotta in seguito a trattamento con 1,25 

(OH)2D3 solo a concentrazioni più elevate (10⁻⁸e 10⁻⁷).  

La Figura 9 mostra l'effetto di diverse concentrazioni di 1,25 

(OH)2D3 sulla sintesi del RANKL nei macrofagi monociti-derivati di 

pazienti sani e con AR. 

 

Effetto della vitamina D sulla produzione di ossido nitrico 

La sintesi di NO è stata determinata dalla reazione di Griess sul 

sovranatante delle colture cellulari.  

Come mostrato in Fig. 10, il trattamento di colture di macrofagi 

AR e normali con 1,25(OH)2D3 induceva una riduzione della 

produzione di NO.  

I macrofagi di pazienti affetti da AR trattati con 1,25(OH)2D3 

presentavano una riduzione significativa nella produzione di NO 

rispetto alle cellule non trattate, con tutte le concentrazioni di 1,25 

(OH)2D3 utilizzate; anche con concentrazioni più basse la 1,25 
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(OH)2D3 determinava una riduzione drastica della produzione di NO 

(p<0.01). Al contrario, nelle cellule derivanti da soggetti sani la 

riduzione della produzione di NO è stata osservata solo in presenza  

concentrazioni più elevate (10
-8

-10
-7

M) di 1,25(OH)2D3. 
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DISCUSSIONE 

 

Sebbene le prime osservazioni che hanno mostrato una 

correlazione tra la vitamina D ed il sistema immunitario sono state 

segnalate nei primi anni ’80, solo gli emergenti dati epidemiologici 

degli ultimi anni hanno evidenziato la crescente prevalenza 

dell’insufficienza della vitamina D e la correlazione tra lo stato della 

vitamina D e l’incidenza di malattie autoimmuni.  

Tutto ciò ha spostato l’attenzione degli studiosi sull’azione 

immunologica della vitamina D.  

La prima patologia autoimmune ad essere studiata è stata la 

sclerosi multipla. Da allora è stato dimostrato il ruolo anti-

infiammatorio ed immunomodulante della vitamina D in una vasta 

gamma di malattie autoimmuni, tra cui il diabete mellito, le malattie 

infiammatorie croniche intestinali, il lupus eritematoso sistemico e 

l’AR. 

Nei pazienti affetti da AR è spesso presente una riduzione dei 

livelli sierici di 25(OH)D, analogamente a quanto osservato in altre 

malattie autoimmuni (in particolare il lupus eritematoso sistemico e le 

connettiviti indifferenziate)(33). 
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Nella AR, una riduzione dei livelli di vitamina D è spesso 

riscontrata in differenti aree geografiche che includono non solo i 

paesi del nord Europa, per via del minore irraggiamento solare dovuto 

alla latitudine (21). 

Diversi studi hanno dimostrato una significativa correlazione 

negativa tra i livelli sierici di vitamina D e la severità dell’AR (50), 

suggerendo che la vitamina D abbia un effetto modulante sul corso 

della malattia.  

Tuttavia ci sono alcuni studi che mostrano delle incertezze sulla 

correlazione tra deficit di vitamina D e attività di malattia 

probabilmente legate alle piccole dimensioni dei campioni presi in 

esame (51).   

Nel nostro studio, concordemente a quanto visto in letteratura, 

sono risultati significativamente ridotti rispetto ai soggetti sani, i 

livelli di vitamina D nei pazienti affetti da AR.  

Un altro dato che appare interessante è che esiste non solo una 

correlazione tra l’attività di malattia ed i livelli di vitamina D, ma 

anche una correlazione negativa tra i valori di vitamina D ed il DAS 

28 e HAQ. 

Il deficit di vitamina D nei pazienti affetti da AR è 

probabilmente multifattoriale.  
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È presumibile che i pazienti con AR ad alta attività di malattia, 

quindi ridotta capacità fisica che può portare ad uno stile di vita 

sedentario, non si espongono facilmente ai raggi ultravioletti con 

conseguente riduzione dei livelli di vitamina D.  

In aggiunta, ci potrebbe essere un  malassorbimento della quota 

di vitamina D introdotta con gli alimenti.  

Spesso questi pazienti assumono vari farmaci che impediscono 

l’assorbimento della vitamina D, come corticosteroidi o antiepilettici 

utilizzati per il dolore neuropatico ed altri. 

I nostri risultati appaiono essere un’ulteriore prova a conferma 

dell’importanza del ruolo della vitamina D sul sistema immunitario ed 

in particolare nell’influenzare la comparsa ed eventualmente 

l’evoluzione delle malattie autoimmunitarie.  

Tuttavia, bisogna sottolineare che anche il nostro studio, così 

come i precedenti, presenta alcuni limiti quali la ridotta numerosità dei 

campioni in esame e la presenza di diversi fattori di confondimento 

che potrebbero provocare una distorsione nei risultati, quali dieta, 

esposizione solare, età, indice di massa corporea e l’assunzione di 

farmaci.  
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Analogamente a quanto descritto sono stati mostrati anche gli 

effetti immunomodulanti e modificanti la malattia della vitamina D o 

dei suoi analoghi in modelli murini con artrite.  

Ad oggi, il ruolo fisiopatologico della vitamina D nell’AR resta 

da chiarire. Diversi studi hanno concentrato la loro attenzione 

sull'influenza della vitamina D nei fibroblasti sinoviali dell’AR e 

cellule dell'immunità adattativa, ma molto meno si sa per quanto 

riguarda gli effetti della vitamina D nelle cellule dell'immunità innata 

(48). 

In questo studio è stato  valutato l'effetto  di 1,25 (OH)2D3 nei 

macrofagi isolati dal sangue periferico derivati da monociti di pazienti 

affetti da AR.  

Il trattamento dei macrofagi AR con concentrazioni crescenti di 

1,25 (OH)2D3, con range tra 10
-10

a 10
-7

 M ha indotto una significativa 

diminuzione dose-dipendente della sintesi proteica della forma 

solubile del TNF-α, una nota molecola chiave per le risposte nella 

infiammazione precoce. La pre-incubazione delle cellule con un 

anticorpo monoclonale neutralizzante il recettore della vitamina D ha 

determinato la scomparsa degli effetti sulla sintesi di TNF-α  indotti 

dalla 1,25(OH)2D3. Bloccando l’effetto della vitamina D non c’è più la 

significativa riduzione. 
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È interessante notare che è stata osservata una riduzione 

significativa nelle cellule normali solo dopo il trattamento con 

concentrazioni più elevate perché fa capire che nelle malattie 

autoimmunitarie l’effetto immunomodulante della vitamina D si 

esprime già a concentrazioni più basse. Pertanto ciò sottolinea 

l’importanza della supplementazione della vitamina D. 

Il TNF-α è una citochina pleiotropica, che coordina la risposta 

infiammatoria attraverso l'induzione di altre citochine quali IL-1 e IL-

6, con il reclutamento di cellule infiammatorie e immuni e con la up-

regolazione delle molecole di adesione.  

Il TNF-α rappresenta anche il principale obiettivo terapeutico 

per l’AR: i farmaci anti-TNF-α, che consistono di anticorpi e proteine 

di fusione neutralizzanti il TNFα, hanno dimostrato di migliorare le 

manifestazioni cliniche, ridurre il danno articolare e la progressione 

radiografica ed indurre remissioni (52).  

Esistono evidenze non solo che riguardano la forma solubile del 

TNF-α, ma anche la sua forma di precursore, trans-membrana TNF-α, 

che si lega ai recettori del TNF e media gli effetti proinfiammatori e 

proartritici.  
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Il TNF-α trans-membrana è stato dimostrato di essere capace di  

indurre l'artrite con iperplasia e infiammazione sinoviale in topi 

transgenici solo esprimendo TNF-α legato alla membrana (53). 

L’analisi immunoistochimica ha mostrato una 

immunocolorazione diffusa per il TNF-α a livello della membrana 

della maggioranza delle cellule non trattate.  Dopo trattamento con 

1,25(OH)2D3 l’intensità della colorazione si è ridotta in tutte le 

popolazioni cellulari (cellule normali e quelle con AR). 

È interessante notare che i macrofagi AR sono stati più sensibili 

al trattamento con vitamina D rispetto alle cellule normali, anche se 

non sono state osservate differenze significative dell’espressione di 

mRNA VDR. Il trattamento con elevate concentrazioni di Vitamina D 

induceva un aumento significativo dell’espressione di mRNA VDR e 

della sintesi proteica sia nelle cellule con AR che in quelle provenienti 

da soggetti sani. 

Diversamente dal TNF-α, la sintesi di IL-1α, IL-1β e IL-6 

risulta essere significativamente ridotta dal trattamento 

dell’1,25(OH)2D3 solo a concentrazioni elevate di 10
-8

 e 10
-7

M in tutte 

le popolazioni cellulari. 

Questa diversa modulazione potrebbe dipendere dal fatto che la 

sintesi delle interleuchine è regolata da una varietà di fattori che i 
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macrofagi producono, come IL-15, fattore inibitorio della migrazione 

di macrofagi, ossido nitrico, TGF-β (54).  

Inoltre, la diversa influenza della vitamina D sulla produzione 

di citochine dai macrofagi potrebbe essere correlata ad una rete 

complessa di percorsi che regolano l'espressione genica di citochine 

ed alle vie di segnalazione intracellulare coinvolte dalla vitamina D. 

È stato recentemente dimostrato che la vitamina D media gli 

effetti anti-infiammatori negli attivati monociti- macrofagi regolando 

la proteina chinasi 1 mitogeno-attivata (MAPK-1), la regolazione 

fondamentale della produzione di citochine, tra cui TNF-α, IL-1 e IL6 

(55). 

Tuttavia, la produzione di IL-6 nei macrofagi attivati, a 

differenza del TNF-α, è anche positivamente regolata da due distinti 

domini Src omologhi  contenenti tirosina fosfatasi-1 (SHP-1) (56-57). 

È stata precedentemente dimostrata l'inibizione dose-dipendente 

di tutte le citochine testate nei macrofagi attivati dalla stimolazione 

con lipopolisaccaride. Il lipopolisaccaride è il componente principale 

della membrana esterna dei batteri Gram-negativi, considerato il più 

potente attivatore della risposta secretoria dei macrofagi (55).  
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Il motivo di questi dati variabili può dipendere non solo dalle 

differenze cellulari, ma anche dalla durata del trattamento e dalla 

concentrazione di farmaco utilizzato.  

Oltre al TNF-α, IL-1 e IL-6, un altro mediatore pro 

infiammatorio prodotto dai macrofagi dell’AR è NO, un noto radicale 

libero implicato nelle lesioni del tessuto citotossico in una varietà di 

malattie e la cui sovrapproduzione è stata collegata alla disfunzione 

dei linfociti caratteristica dell’AR (58).  

Abbiamo dimostrato che l’1,25(OH)2D3 ha ridotto 

significativamente i livelli di NO in terreni di coltura a qualsiasi 

livello di concentrazione utilizzata. 

È stato dimostrato che l'NO dei macrofagi AR induce le cellule 

sinoviali a produrre il TNF- , favorendo l’infiammazione e la 

distruzione ossea, e la produzione di NO è a sua volta stimolata dal 

TNF-α. 

Così, la diminuzione della produzione di NO osservata nelle 

cellule trattate potrebbe anche essere indotta dalla riduzione del TNF-

α.  
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Parallelamente alla ridotta sintesi di citochine pro-

infiammatorie, è stata osservata una forte inibizione nella produzione 

del RANKL da parte dei macrofagi AR.  

Il RANKL, membro della superfamiglia del TNF, esiste come 

forma legata alla membrana e come forma solubile ed è un 

componente del complesso fattore controllo trimolecolare (OPG / 

RANK / RANKL) (59).  

Il RANKL si lega al recettore RANK sulla superficie degli 

osteoclasti e dei suoi precursori sia sugli osteoclasti maturi, con 

conseguente differenziazione ed attivazione degli osteoclasti; al 

contrario il legame al recettore esca osteoprotegerina (OPG) inibisce il 

riassorbimento osseo osteoclastico. 

L’espressione del RANKL è stata documentata dai siti di 

erosioni ossee di AR attiva oltre che nelle cellule multinucleate che 

esprimono i marcatori osteoclastici, dimostrando che l’erosione ossea, 

il segno distintivo dell’AR, è il risultato del riassorbimento osseo 

osteoclastico nei siti di sinovite.  

Inoltre, un topo con artrite carente di RANKL, ottenuto 

utilizzando un trasferimento di siero artritogenico, ha sviluppato 

un’infiammazione simile a quella osservata nei topi controllo, ma il 

grado di erosione ossea è risultato drasticamente ridotto.  
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Allo stesso modo, bloccando il RANKL  nell’ artrite indotta da 

adiuvante, nell’artrite TNF-mediata e artrite collagene-indotta di 

modelli sperimentali, anche se non è inibita l'infiammazione,  si 

assiste ad una diminuzione di erosioni ossee (60).   

Abbiamo scoperto che i livelli di RANKL nel terreno di cellule 

con AR trattate si sono ridotti a qualsiasi livello di concentrazioni 

utilizzate, rispetto a quelle non trattate.  

È interessante notare, che il trattamento con la vitamina D ha 

ridotto la produzione del RANKL nei macrofagi sani e con AR con 

una IC50 di 172 e 58.71nM, rispettivamente, suggerendo che l'effetto 

inibente è più potente in condizioni patologiche.  

In condizioni fisiologiche, al fine di regolare i livelli di calcio, 

la vitamina D aumenta l'efficienza dell’assorbimento di calcio 

intestinale ed ottimizza l'attività delle cellule ossee, regolando l'attività 

metabolica degli osteoblasti e la differenziazione e il riassorbimento 

degli osteoclasti. 

Un certo numero di studi ha riferito che la vitamina D ha 

significativamente aumentato i livelli del RANKL nei normali 

osteoblasti primari umani e murini suggerendo il suo potenziale ruolo 

osteoclastogenico, che, in condizioni patologiche è caratterizzato da 



 

 

49 

 

eccessivo riassorbimento osseo, e che la sua azione era di sopprimere 

la formazione e l’attività degli osteoclasti (61). 

Tenendo conto della capacità del TNF-α di indurre 

l’osteoclastogenesi in vitro, e di attivare gli osteoclasti attraverso 

un'azione diretta indipendente dal RANKL, abbiamo ipotizzato che la 

vitamina D potrebbe indirettamente ridurre l’osteoclastogenesi 

dell’AR e conseguentemente l’erosione ossea, anche attraverso la 

sottoregolazione della sintesi del TNF-α (62). 

Di notevole, abbiamo osservato l'effetto molto più potente della 

vitamina D sulla inibizione del TNF-α: i valori di IC50 nei macrofagi 

normali e con AR erano 73,35 e 2 nM rispettivamente. 

In linea con questi dati, è stato recentemente descritto il diverso 

impatto dell’ 1,25(OH)2D3 a varie concentrazioni sulla produzione di 

RANKL e la secrezione di TNF-α  nelle PBMC sane e con AR 

stimolate con anti-CD3 e anti-CD-28 (63). 

I dati presentati in questo studio, anche se sono richiesti studi 

più completi ed esaustivi, hanno dimostrato l’attività 

immunomodulante della vitamina D in queste condizioni sperimentali 

e hanno sottolineato il suo potenziale ruolo inibitore nei mediatori di 

macrofagi periferici con AR, includendo la rete di citochine 

proinfiammatorie, NO e RANKL.  
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I nostri dati, unitamente a quelli precedentemente ottenuti nelle 

cellule sinoviali con AR e quelli ottenuti negli studi preclinici, 

sostengono ulteriormente l'interesse per la vitamina D e sollecitano 

ulteriori indagini per valutare il possibile impiego di questo 

secosteroide come intervento terapeutico nell’AR.  

Tuttavia, tenendo conto degli effetti tossici di dosi sovra-

fisiologiche della vitamina D, sarebbe meglio utilizzare gli analoghi 

strutturali che esercitano una attività immunoregolatoria similare 

senza causare ipercalcemia. 

In conclusione, considerando l’influenza della vitamina D sul 

sistema immune, è ipotizzabile che la vitamina D possa essere usata 

nel trattamento delle malattie autoimmunitarie, al fine di ridurne 

l’incidenza e la severità (16). 
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FIGURE 

 

Tabella 1 

 

Caratteristiche  TOT.Pazienti 

n % 

AR 

n % 

CONTROLLI 

SANI 

n % 

P 

Tot pazienti 57 (100%) 30 (52,63%) 27 (47,36%) - 

Età alla diagnosi 

(media SD) 

46,78±3,37 47,43 ± 3,27 46,07±3,40 - 

Sesso femminile 50 (87,71 %) 26 (52 %) 24 (48 %) - 

Sesso maschile 7 (12,28 %) 4 (57,14 %) 3 (42,85 %) - 

BMI 24,96 ± 3,46 25,1± 3,41 24,81 ± 3,58 - 

HAQ - 1,19±0,81 - - 

DAS28 - 4,07 ±1,00 - - 

Calcemia (8,8-10,6 

mg/dl) 

8,94 ± 0,49 8,98± 0,48 8,89 ± 0,50 - 

Fosforemia (2,7-4,5 

mg/dl) 

3,47 ± 0,47 3,35 ± 0,43 3,61 ± 0,49 - 

25 (OH)VITAMINA D 

(nmol/L) 

29,68 ± 8,32 26,69 ± 9,61 33±4,92 0,0034 

PTH (10-65 pg/ml) 32,43 ± 12,77 36,81 ± 15,34 27,56 ± 6,50 0,0053 

Fosfatasi (alcalina 42-

141 U/L) 

74,64 ± 30,51 84,76± 32,89 63,40 ± 23,42 0,0071 

VES 23,94 ± 8,17 24,86 ± 9,84 22,92 ± 5,80 - 

PCR 0,65 ± 0,61 0,94 ± 0,70 0,32 ± 0,25 - 

BMD totale colonna 

BMD femore sinistro 

1,038±  0,069 

0,914 ± 0,138 

1,037 ± 0,067 

0,947 ± 0,126 

1,040 ± 0,073 

0,878 ± 0,145  

- 

- 
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Tabella 2 

 

Pazienti con 

AR 

Farmaco utilizzato Durata terapia 

(anni) 

Terapia cortisonica 

6 Mtx (7,5-15 mg/sett) + Idrossiclorochina (200-

400 mg/die) 

6 Metlprednisolone 4 mg 

2 Sulfasalazina (2-3 g/die) 2 Deltacortene 7,5 mg 

6 Mtx (7,5-15 mg/sett)+ Ciclosporina (2,5-4 

mg/Kg/die) 

6 Metlprednisolone 4 mg 

3 Tocilizumab 8 mg/kg ogni 4 sett 

(anti-IL-6) 

3 Deltacortene 5 mg 

2 Mtx (7,5-15 mg/sett)+ Mabthera1000 mg al 

giorno 1 e giorno 15(anti-CD20) 

2 Metilprednisolone 4mg 

4 Mtx (7,5-15 mg/sett)+ Etanercept 50 mg/sett  

(anti-TNF-α) 

3 Metlprednisolone 4 mg 

3 Mtx (7,5-15 mg/sett)+ Certolizumab 200 mg 

ogni 15 gg (anti-TNF-α) 

5 Deltacortene 5 mg 

3 Mtx (7,5-15 mg/sett)+ Adalimumab 40 mg ogni 

15gg (anti-TNF-α) 

3 Metilprednisolone 4 mg 

1 Mtx (7,5-15 mg/sett)+ Golimumab 50 mg/mese 

(anti-TNF-α) 

2 Deltacortene 5 mg 
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Tabella 3 

 

SOTTOGRUPPI LIVELLI DI VITAMINA 

D (nmol/L) 

VALORE P 

Gruppo 1 attività malattia bassa 

(DAS 28 ≤3,2) 

35,80 ± 10,46 0,0000 

Gruppo 2 attività malattia moderata 

(3,2 ≤ DAS 28 ≤5,1) 

26,28  ± 7,11 0,0000 

Gruppo 3 attività malattia alta 

 (DAS 28>5,1) 

17,23 ± 4,30 0,0001 
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Tabella 4 

 

Caratteristiche  TOT.Pazienti 

n % 

AR 

n % 

CONTROLLI 

SANI 

n % 

Tot pazienti 32 (100%) 17 (53,12%) 15 (46,87%) 

Età alla diagnosi  

(media SD) 

53,7± 6,89 53,6 ± 6,61 53,9 ± 7,21 

Sesso maschile 7 (21,87%) 4 (57,14%) 3 (42,85%) 

DAS28 - 4,08 ±0,59 - 

Terapia cortisonica 

(dosaggio e durata) 

 

- 

9 Metilprednisolone (4 mg/die per 2 mesi) 

1 Deltacortene (7,5 mg per 1 mese) 

7 Deltacortene (5 mg/die per 1 mese) 

 

- 

DMARDS (dosaggio e 

durata) 

 

 

- 

6 Mtx (7,5-15mg/sett)+ Idrossiclorochina 

(200-400 mg/die) per 6 anni; 

2 Sulfasalazina (2-3 g/die) per 2 anni; 

6 Mtx (7,5-15 mg/sett) +Idrossiclorochina 

(200-400 mg/die) per 6 anni; 

3 Mtx (7,5-15 mg/sett) per 3 anni 

 

 

 

- 
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FIG.1

 

 

 

 

FIG.2 

 

 

 

 

 



 

 

56 

 

FIG.3 

 

 

 

 

FIG.4 
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FIG.5 A 

 

 

 

 

FIG. 5B 

 

 

 

 

 

 

*P<0,05 

*P<0,05 
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FIG.6A 

 

 

 

 

 

FIG.6 B 

 

 

 

 

 

 

*P<0,01 

 

** P<0,05 

*P<0,05 
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                FIG.6C 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIG.6D 
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FIG.7 A 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG.7 B 
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FIG.8 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG.9 
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FIG.10 
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