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Associazione tra vitamina d totale e libera
e concentrazioni sieriche della vitamina
d-binding protein in una coorte di bambini asmatici

Association between total vitamin D, free vitamin D and serum vitamin D-binding protein levels in a cohort
of asthmatic children

Annalisa Allegorico, Laura Ruggiero, Michele Miraglia del Giudice, Carlo Capristo
Dipartimento della Donna, del Bambino e di Chirurgia Generale e Specialistica, Seconda
Universita degli Studi di Napoli

Corrispondenza: Annalisa Allegorico email: aallegorico@gmail.com

Riassunto: La recente scoperta che tutti i tessuti del corpo umano hanno recettori per la vitamina D e che
la vitamina D ha effetti pleiotropici ha suscitato un crescente interesse per questo ormone. Si & scoperto che
molti effetti della vitamina D sono indipendenti dal ciclo a feedback tra osso e sistema endocrino e dai livelli
sierici di calcio, fosforo e paratormone. La carenza di vitamina D puo essere causa di infezioni respiratorie e
scatenare riacutizzazioni asmatiche. La vitamina D binding protein (DBP) ¢ il principale carrier plasmatico della
vitamina D e dei suoi metaboliti. La forma 25(OH)D & usata come marker dello stato metabolico della vitamina;
quest’ultima circola per gran parte legata alla DBP, per circa il 10% ad altre proteine di trasporto come I’albumina
e solo in minima parte (I'1% circa) ¢ libera nel plasma. Scopo del nostro studio € valutare i livelli di vitamina D
totale e libera in un gruppo di bambini con asma allergico con 'obiettivo di verificare se i loro livelli di vitamina D
totale siano ridotti rispetto alla popolazione generale e se a ridotti livelli di vitamina D totale corrispondano anche
bassi livelli di vitamina D libera. I risultati non hanno evidenziato alcuna differenza statisticamente significativa
nei livelli di vitamina D (totale e libera) tra soggetti asmatici e non. La nostra attenzione si ¢ focalizzata sul
valutare ’affidabilita del valore ematico della vitamina D totale rispetto alla quota libera, che rappresenta la quota
biologicamente attiva. Sono necessari ulteriori studi scientifici per confermare i nostri risultati.

Parole chiave: Vitamina D, Vitamina D binding-protein, asma allergico.

Summary: Recent discoveries about the distribution of vitamin D receptor in all human tissues and about vita-
min D pleiotropic effects resulted in a growing interest in this hormone. Many effects of vitamin D are independent
from the feedback system between bones and endocrine system and from serum levels of calcium, phosphorus and
parathormone. Vitamin D deficiency can cause respiratory infections and asthma exacerbations. Vitamin D bind-
ing protein (DBP) is the main carrier of serum vitamin D and its metabolites. 25(OH)D is a marker of the vitamin
metabolic status, as it is mostly carried by DBP. Only 10% of vitamin D is bound to other transport proteins such as
albumin, while a small part circulates free in serum. Aim of our study is to determine serum total and free vitamin
D levels in a group of children with allergic asthma compared to the general population in order to verify whether
reduced total vitamin D levels are related to low free vitamin D levels. Our results showed no statistically significant
difference in total and free vitamin D levels between asthmatic and non-asthmatic children. Our attention then
focused on the reliability of the total vitamin D blood value compared to the free vitamin D value, which represents
the biologically active portion. More studies are needed to confirm our findings.

Key words: Vitamin D, Vitamin D binding-protein, allergic asthma.

La recente scoperta che tutti i tessuti del corpo umano hanno recettori per la vitamina D e che
la vitamina D ha effetti pleiotropici ha suscitato un crescente interesse per questo ormone. Si &
scoperto che molti effetti della vitamina D sono indipendenti dal ciclo a_feedback tra osso e si-
stema endocrino e dai livelli sierici di calcio, fosforo e paratormone. Recenti studi indicano che
la carenza di vitamina D e associata a molte condizioni non riguardanti ’osso, come cancro,
malattie autoimmuni, sindrome metabolica, malattie cardiovascolari e disturbi respiratori (1).
Con il termine vitamina D indichiamo un gruppo di steroidi liposolubili, di cui la vitamina D3
o colecalciferolo € il componente piu importante per I'uomo (2). Il colecalciferolo puo essere
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assunto dall'uomo tramite gli alimenti oppure sintetizzato a livello cutaneo dopo esposizione
alle radiazioni solari UVB. In realta la quota di vitamina D assunta con gli alimenti &€ davvero
scarsa e la fonte principale di vitamina per 'uomo ¢ la luce solare. Numerosi fattori influenza-
no l'efficacia delle radiazioni solari, come la pigmentazione cutanea, la latitudine, il momento
della giornata e la stagione dell’anno in cui ci si espone al sole, I'inquinamento atmosferico, la
percentuale di cute esposta, il tipo di vestiario e I'utilizzo di filtri solari. Studi osservazionali in
adulti e bambini sani hanno documentato una diffusa insufficienza di vitamina D nei bambini
neri ispanici e non, con un andamento stagionale che dimostra livelli sierici piu alti in estate
(3, 4). Numerose evidenze epidemiologiche mostrano come i soggetti obesi siano una categoria
a rischio di sviluppo di ipovitaminosi D. Il tessuto adiposo costituisce infatti il sito di deposito
della 25(OH)D, sostanza liposolubile, che quindi si trova in concentrazioni sieriche ridotte (5).
Attualmente gli studi indicano che 'obesita determina una riduzione dei livelli di vitamina D e
non che la sua carenza predisponga all’obesita. L’esatta natura del rapporto tra obesita e deficit
di vitamina D non € ancora del tutto chiara e le molecole chiave alla base di questo processo
non sono perfettamente conosciute. Walker et al. hanno supposto che I'anello di congiunzione
tra obesita e carenza di vitamina D sia I’adinopectina, un’adipochina prodotta dal tessuto adi-
poso, i cui livelli risultano essere ridotti nei soggetti obesi che presentino un deficit di vitamina
D (6). 11 deficit di vitamina D nel bambino obeso puo incrementare la resistenza all’insulina,
punto di partenza per lo sviluppo della sindrome metabolica. I pochi studi condotti sulla sup-
plementazione di vitamina D nel bambino obeso suggeriscono che essa sia in grado di ridurre
il rischio di insulino-resistenza e quindi di sindrome metabolica. La carenza di vitamina D puo
anche essere secondaria a celiachia, fibrosi cistica con malassorbimento ed utilizzo di farmaci
come anticonvulsivanti, rifampicina ed antiretrovirali. La vitamina D ¢ strettamente associata
alla risposta contro infezioni diverse e la sintesi tessuto-specifica della forma attiva della vita-
mina D & implicata nella risposta immunitaria sia innata sia adattativa. E stato dimostrato che
la vitamina D ha proprieta immuno-modulatorie potenti, esercitando un’azione d’inibizione
della produzione di citochine pro-infiammatorie e di induzione della sintesi del peptide an-
timicrobico sulle cellule del sistema immunitario innato (77). Questo peptide € centrale nella
difesa dell’ospite contro patogeni respiratori (8). La vitamina D sembra anche rafforzare la
barriera fisica epiteliale, facilitando cosi le difese naturali (9). Inoltre modula il sistema im-
munitario adattativo con effetti diretti sull’attivazione delle cellule T e su fenotipo e funzione
delle cellule presentanti I’antigene. I livelli di vitamina D sono associati ad una riduzione do-
se-dipendente della trascrizione di citochine Th-1 (IL-2, INF-y) e ad un’aumentata espressione
di citochine Th-2 (IL-4) (2,7,8). In conclusione la vitamina D & un modulatore della funzione
innata ed adattativa del sistema immunitario e ha un ruolo chiave nell’equilibrio Th1-Th2. A
causa del noto ruolo immunomodulante del recettore della vitamina D (VDR) e della sua asso-
ciazione con severe malattie immuno-mediate, il gene che codifica per il VDR potrebbe essere
responsabile della suscettibilita all’asma. Alcuni studi identificano le varianti del gene VDR
come fattore di rischio genetico per asma/atopia (10). Vi sono numerosi studi sul ruolo della
vitamina D nella difesa contro le infezioni delle vie aeree superiori ed inferiori. La carenza di
vitamina D puo essere causa di infezioni respiratorie e scatenare riacutizzazioni asmatiche
(11). Livelli di vitamina D <30 ng/ml sono associati ad aumentata reattivita delle vie aeree su-
periori e ad elevati livelli sierici di eosinofili e di IgE (12). Un secondo aspetto importante nel
rapporto vitamina D-asma € la compromissione polmonare. I bambini con insufficienti livelli
di vitamina D hanno un FEV, medio inferiore rispetto ai bambini con livelli normali (13). Un
terzo aspetto relativo al rapporto vitamina D-asma riguarda il possibile ruolo della vitamina
D nel rimodellamento delle vie aeree. E stato dimostrato che la vitamina D influenza 'espres-
sione genica delle cellule muscolari lisce bronchiali, con effetti su rimodellamento, crescita e
sopravvivenza cellulare, morfogenesi e matrice extracellulare (14). I livelli di vitamina D pos-
sono anche influenzare l'efficacia della terapia anti-asma. Bassi livelli di vitamina D, infatti,
sono correlati ad un maggior uso di corticosteroidi per via orale o inalatoria. Una spiegazione
potrebbe derivare dal fatto che la vitamina D modula gli effetti dei glucocorticoidi (15). La
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vitamina D sembra anche essere coinvolta nello sviluppo di allergie alimentari e numerose
malattie della pelle, come la psoriasi e I'’eczema.

E stato dimostrato che la vita fetale & di fondamentale importanza per lo sviluppo futuro di
malattie croniche come 'asma e le allergie. Numerosi sono gli studi di associazione tra asma
infantile e/o sviluppo del sistema immunitario e ’assunzione materna di alcuni nutrienti du-
rante la gravidanza (selenio, vitamina E, acidi grassi polinsaturi) (16,17). La vitamina D ¢ stata
implicata nello sviluppo e maturazione del sistema polmonare ed e stato suggerito che ci sia un
sistema alveolare paracrino (18).

VITAMINA D BINDING PROTEIN

La vitamina D binding protein (DBP) ¢ il principale carrier plasmatico della vitamina D e dei
suoi metaboliti. La forma 25(OH)D ¢ usata come marker dello stato metabolico della vitami-
na, che circola per gran parte legata alla DBP, per circa il 10% ad altre proteine di trasporto,
come ’albumina, e solo in minima parte (1'1% circa) libera nel plasma. La DBP presenta alme-
no tre funzioni (19):
« inibisce la formazione di actina F (filamentosa), che viene rilasciata dalle cellule danneg-
giate e che induce vaso-occlusione;
« aumenta l'effetto chemiotattico dei peptidi del complemento nei confronti dei neutrofili
e del complemento;
- attiva i macrofagi in seguito alla sua conversione in fattore di attivazione macrofagico da
parte di enzimi linfocitari.
La DBP ¢ una a, -globulina sierica con un peso molecolare di 52-59 kDa, ¢ costituita di 458 ami-
noacidi e presenta tre domini, di cui due legano la vitamina D. Il gene che codifica la proteina
(GC) ¢ localizzato sul braccio lungo del cromosoma 4, contiene 13 esoni e 12 introni e fa parte
di un cluster di geni che include anche quelli dell’albumina e dell’a-fetoproteina. Il GC & carat-
terizzato da numerosi polimorfismi a singolo nucleotide responsabili delle varianti fenotipiche
della proteina, di cui le piu frequenti sono GC1F, GC1S e GC2 (20). I polimorfismi influenzano
sia l'attivita intrinseca della proteina, sia la sua capacita di legame alla vitamina D. La variante
GC2, ad esempio, mostra una minore tendenza ad essere convertita nel fattore di attivazione
dei macrofagi, da cui deriva una minore attivita macrofagica. La biodisponibilita di vitamina D
dipende dalla concentrazione della DBP o di altre proteine, quali I’albumina, e dalla differente
affinita delle diverse isoforme di DBP per la vitamina D. La forma biodisponibile é la quota di
vitamina D non legata alla DBP, ossia la quota costituita dalla porzione libera piu quella legata
all’albumina, in considerazione della debole affinita per quest’ultima. Nei soggetti sani la con-
centrazione plasmatica di DBP € di 300-600 pg/ml. La sua sintesi epatica e estrogeno-dipen-
dente ed aumenta significativamente durante la gravidanza e la terapia estrogenica. Mentre
la vitamina D ha un’emivita di 12 giorni, la DBP ha un’emivita plasmatica piu breve (circa 2.5
giorni). La DBP ¢ rimossa dal circolo da diversi tessuti tra cui fegato, rene, muscolo schele-
trico, cuore, intestino, polmone ed osso. In condizioni di malnutrizione, sindrome nefrosica
o epatopatie, i livelli sierici di DBP sono ridotti per diminuita sintesi o eccessiva perdita della
stessa. A differenza di altre proteine plasmatiche, non sono state osservate variazioni di con-
centrazione della DBP nel corso della vita. Nei bambini obesi € stata da sempre riscontrata una
riduzione dei livelli totali di 25(OH)D circolante. Recenti studi hanno pero dimostrato che la
quota di vitamina D biodisponibile, e dunque biologicamente attiva, nei bambini obesi e simile
a quella dei non obesi. Nei bambini obesi € stata pero riscontrata una riduzione della concen-
trazione di DBP inversamente proporzionale al’aumento di insulina, suggerendo un possibile
ruolo dell'insulino-resistenza nella soppressione della produzione della DBP come meccani-
smo di compenso in modo da mantenere sufficienti i valori di vitamina D biodisponibile. Una
significativa correlazione € presente anche tra livelli di adiponectina e di DBP (21). Numerosi
studi stanno concentrando I’attenzione sull’'influenza che la vitamina D e la DBP possano avere
sullo sviluppo di patologie polmonari, quali la broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO),
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I’asma e la tubercolosi (22). L’attivazione dei macrofagi e dell'infiammazione neutrofila sono
alcune delle attivita svolte dalla DBP e possono rilevarsi cruciali nella fisiopatologia delle pa-
tologie inflammatorie ed infettive a carico del polmone. Dato I’elevato polimorfismo del gene
codificante la DBP, sono state identificate differenze di funzione della proteina che potrebbero
aumentare o diminuire il rischio di queste patologie. Ad esempio, nell’insorgenza della BPCO
sembrano avere un possibile ruolo le diverse varianti del gene GC. In particolare, la variante
GC1S non € stata associata a BPCO in nessun gruppo razziale, la variante GC1F é stata associa-
ta con vari fenotipi di BPCO nella popolazione asiatica e la variante GC2 si ¢ rilevata protettiva
nei caucasici (23). Anche nell’asma la vitamina D e la DBP sembrano svolgere un importante
ruolo. Ad esempio, Bratke et al. hanno riportato un aumento della DBP e della vitamina D nel
secreto bronchiolo-alveolare di soggetti con asma allergico moderato (24). Altri studi hanno
osservato come la variante GC2 rappresenti un fattore di rischio per asma nella popolazione
cinese (25). Navas-Nazario et al. hanno osservato che il genotipo GC1S ¢ protettivo nei bam-
bini ispanici, mentre non hanno identificato alcuna correlazione tra genotipi ad alto rischio di
sviluppare asma e livelli circolanti di vitamina D (26). Sono necessari ulteriori studi per chia-
rire il meccanismo con il quale alcuni genotipi influenzano la capacita della DBP di legare la
vitamina D e, quindi, modificare la quota di vitamina D biodisponibile.

LANOSTRA ESPERIENZA

La maggior parte degli studi condotti sull’associazione tra vitamina D ed asma si concentrano
sui livelli circolanti totali di vitamina D, senza misurare né la sua quota libera né la concen-
trazione di DBP. Scopo del nostro studio ¢ valutare i livelli di vitamina D totale e libera in un
gruppo di bambini con asma allergico, con I'obiettivo di verificare se i loro livelli di vitamina
D totale siano ridotti rispetto alla popolazione generale e, inoltre, se a ridotti livelli di vitami-
na D totale corrispondano anche bassi livelli di vitamina D libera. Abbiamo inoltre valutato il
rapporto esistente tra livelli di vitamina D e grado di controllo della sintomatologia asmatica
determinato con ’asthma control test (ACT), funzionalita respiratoria valutata mediante esa-
me spirometrico basale e dopo somministrazione di 400 pg di salbutamolo per via inalatoria
ed infiammazione eosinofilica bronchiale determinata mediante misurazione dell’ossido ni-
trico esalato. I pazienti reclutati sono stati suddivisi in asmatici e non asmatici. I primi hanno
effettuato prelievo ematico per il dosaggio di paratormone, albumina, IgE totali, vitamina D
totale, vitamina D libera e DBP. I risultati non hanno evidenziato differenze statisticamente
significative nei livelli di vitamina D totale e libera tra soggetti asmatici e non. In particolare,
non e stata riscontrata una correlazione inversa tra livelli di vitamina D totale e libera e gravita
dell’asma, punteggio ACT o funzionalita respiratoria. I valori di DBP erano tendenzialmente
piu elevati nei pazienti con piu basso FVC all'esame spirometrico, anche se tale correlazio-
ne non era statisticamente significativa. In conclusione, nei pazienti asmatici non sono stati
riscontrati livelli di vitamina D totale e libera ridotti rispetto ai non asmatici. Con il nostro
studio abbiamo voluto approfondire il rapporto tra vitamina D ed asma, tenendo conto del
complesso metabolismo di tale vitamina. La nostra attenzione si e focalizzata sul valutare I’af-
fidabilita del valore ematico della vitamina D totale rispetto alla quota libera, che rappresenta
la quota biologicamente attiva. Sono necessari ulteriori studi per confermare i nostri risultati.
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