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ABSTRACT 

Vitamin D assay and supplementation 
In the last decades, in addition to improvements in the understanding of pathophysiology, mechanisms of action and 
role of vitamin D in bone metabolism, significant advancements in analytical methods and assay standardization have 
been reported. Advances in biochemical assessment, therapeutic goals for vitamin D nutrition for optimal bone health, 
and the association of vitamin D deficiency with non-skeletal disease have revived interest in this hormone. In addition, 
many papers, meta-analyses and recommendations on the clinical value of this vitamin and its supplementation to 
correct severe vitamin D deficiency have been published. However, particularly after the release of the “Determina” 
AIFA, it seems to be useful to clarify some essential variables of the vitamin D measurement (regarding both analytical 
and post-analytical issues), as well as current evidence on its supplementation. In addition, taking into consideration the 
interconnection between vitamin D, Parathyroid hormone (PTH) and fibroblast growth factor 23 (FGF23), a discussion 
on both analytical issues and clinical usefulness of their measurement will be discussed.
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INTRODUZIONE

Il ruolo della vitamina D nella mineralizzazione 
dell’osso e nella prevenzione del rachitismo fu scoperto 
100 anni fa. Circa 50 anni fa, fu sviluppato il primo 
metodo per la determinazione della 25-idrossivitamina 
D [(25(OH)D] nel sangue, il parametro che, ancora oggi, 
viene utilizzato per valutare lo status vitaminico, dato 
che il deficit di vitamina D è tuttora una condizione ad 
elevata prevalenza nei Paesi sviluppati che compromette 
la mineralizzazione ossea (1,2). In aggiunta al suo 
ruolo fondamentale nella regolazione dell’omeostasi 
di calcio e fosforo, nelle ultime decadi numerosi 
lavori hanno dimostrato che la vitamina D ha funzioni 
pleiotropiche che interessano virtualmente tutti gli organi 
e tessuti. Ad esempio, la vitamina D modula la crescita 
e differenziazione cellulare, la regolazione dell’immunità, 
l’omeostasi del glucosio, le funzioni cognitive e l’attività di 
molti ormoni con conseguenti ricadute sull’associazione 

fra deficit vitaminico e varie condizioni patologiche, 
incluse le malattie cardiovascolari (3-5).

In queste decadi, oltre al miglioramento delle 
conoscenze fisiopatologiche, si è registrato un progressivo 
avanzamento nelle tecnologie analitiche per la sua 
determinazione, come pure nella standardizzazione 
metodologica, e sono stati pubblicati un numero 
significativo di lavori scientifici, meta-analisi e linee-guida 
sull’importanza della vitamina stessa e sulla necessità di 
supplementazione negli individui carenti.

Tuttavia, particolarmente dopo la diffusione della 
recente Determina AIFA (6), vi è sicura percezione 
della mancanza di chiarezza su elementi fondamentali 
relativi alla determinazione della vitamina D (sia a livello 
strettamente analitico che post-analitico, particolarmente 
correlato all’espressione delle concentrazioni con 
differenti unità di misura), come pure sulle evidenze 
scientifiche connesse all’efficacia/sicurezza della 
supplementazione.
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Questa rassegna pertanto, nasce dalla volontà di fare 
chiarezza sugli aspetti fondamentali citati in precedenza 
perché siano portati all’attenzione sia del mondo dei 
clinici che di quello dei professionisti della medicina 
di laboratorio, oltre che di altri portatori di interesse 
quali la rappresentanza dei pazienti, ed ovviamente di 
amministratori e decisori politici. In aggiunta, il contributo 
si propone di produrre evidenze sull’uso di esami 
integrativi e complementari alla determinazione del 
vitamero 25(OH)D per un utilizzo razionale e sostenibile 
degli esami di laboratorio, particolarmente nella malattia 
renale cronica come paradigma di situazioni patologiche 
di significativo interesse clinico.

DETERMINAZIONE DELLA VITAMINA D

Vi è ampio consenso ed evidenza che lo studio dello 
status vitaminico D debba essere effettuato attraverso 
la determinazione della forma biologica 25 idrossilata  
25-(OH)D per tre principali motivi (7-9): 
	- la sua emivita è sufficientemente lunga da permettere la 
determinazione della quota stabile nel sangue e quindi 
di un indicatore affidabile dello status vitaminico; 

	- la sua concentrazione nel sangue è 1 000 volte maggiore 
di quella della forma di-idrossilata [1α,25(OH)2] e 
pertanto consente di disporre di metodi di misura con 
adeguata sensibilità analitica; 

	- la sua concentrazione è la sommatoria della produzione 
endogena e dell’introduzione della vitamina con la 
dieta, che consente, quindi, una affidabile stima dello 
status vitaminico globale. 

La determinazione della 25(OH)D viene, quindi, 
effettuata per due principali motivi: determinare lo status 
nutrizionale della vitamina e monitorare l’efficacia della 
supplementazione.

Metodi analitici 

La determinazione del vitamero 25(OH)D presenta 
numerose problematiche analitiche dovute al forte 
legame con la proteina legante (Vitamin D-Binding-
Protein, VDBP), alla necessità di determinare in forma 
equimolare la quota di 25(OH)D2 e 25(OH)D3, alla 
coesistenza di numerose sostanze a simile composizione 
chimica che possono provocare cross-reazioni, ed 
ancora ad effetti matrice quali l’interferenza da anticorpi 
eterofili o da modifiche della composizione proteica (10).

Le tecniche analitiche per la determinazione della 
vitamina D possono essere distinte in due grandi 
gruppi: metodi con rimozione completa, prima della 
fase analitica, di proteine e lipidi grazie all’utilizzo di 
solventi organici, e che includono la spettrometria di 
massa (LC-MS/MS), la cromatografia liquida (HPLC) e 
metodi radioimmunologici (RIA); metodi immunometrici 
automatizzati che non prevedono l’utilizzo di solventi 
organici, ma strategie alternative per liberare la vitamina 
dalle proteine leganti (10-13).

Il primo metodo di determinazione della 25(OH)D fu 
pubblicato nel 1971 ed era un metodo di tipo competitivo 

che utilizzava siero di ratto rachitico come fonte della 
proteina legante (14). Verso la fine degli anni 70’ furono 
sviluppati alcuni metodi in HPLC e, nel 1984, il primo 
metodo RIA basato sull’utilizzo di un anticorpo specifico 
(15).

Successivamente, per superare i problemi legati alla 
manipolazione dei radioisotopi, furono sviluppati metodi 
immunometrici a rivelazione enzimatica (EIA, ELISA) 
ed in chemiluminescenza (CLIA) (16) che, grazie alla 
progressiva automazione, hanno avuto ampia diffusione 
nei laboratori clinici.

Questi metodi, peraltro, hanno risentito a lungo di 
scarsa standardizzazione e pertanto non permettevano 
la confrontabilità dei risultati ottenuti con metodi diversi e 
da laboratori diversi. 

Per superare queste problematiche, nel 2010, il 
National Institute of Health (NIH) decise di dare vita al 
programma di standardizzazione della vitamina D (VDSP) 
in collaborazione con il National Institute of Standards 
and Technology (NIST), il Centers for Disease Control 
and Prevention (CDC), l’Università di Ghent (Belgio), 
l’American Association for Clinical Chemistry (AACC), l’ 
IFCC, e con programmi di sorveglianza nutrizionale di 
vari Paesi, inclusi Australia, Canada, Germania, Irlanda, 
Messico, Corea del Sud, Regno Unito, e USA (17). 

Grazie a quest’iniziativa, sono oggi disponibili tre 
procedure di misura di riferimento (RMP) basate sulla 
ID-LC-MS/MS e riconosciute dal Joint Committee for 
Traceability in Laboratory Medicine (JCTLM). Inoltre, 
è stato sviluppato da parte del NIST, un materiale di 
riferimento (SRM) 972 e 972a, che rappresenta il secondo 
elemento fondamentale per la tracciabilità metrologica e 
la standardizzazione dei metodi di misura.

Le procedure dei metodi di riferimento, peraltro, 
li rendono non utilizzabili nella pratica clinica per la 
loro complessità e per i lunghi tempi di risposta ma 
permettono di ottenere valori di riferimento (target) che, 
a loro volta, possono essere utilizzati per standardizzare, 
o meglio ri-standardizzare, i metodi utilizzati nella pratica 
clinica e rendere i risultati confrontabili.

Il tema della standardizzazione dei metodi ed in 
particolare l’effetto di quest’ultima sui livelli decisionali, 
ossia i livelli che identificano la carenza e quelli 
desiderabili, è di fondamentale importanza anche alla 
luce delle significative discrepanze fra i risultati degli 
studi clinici condotti negli scorsi anni in carenza di 
standardizzazione metodologica.

In particolare, l’effetto della mancata standardizzazione 
si è dimostrato in grado di modificare significativamente 
i livelli raccomandati per definire lo stato carenziale e di 
deficienza. 

Ad esempio, Binkley et al., commentando due grandi 
studi clinici, ossia il The Third National Health and 
Nutrition Examination Survey (NHANES III, 1988-1994) 
e il German Health Interview and Examination Survey 
for Children and Adolescents (KIGGS, 2003-2006), 
hanno documentato significative differenze dopo aver 
rianalizzato i campioni con un metodo standardizzato. 
Dopo standardizzazione, infatti, la percentuale di valori 
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di vitamina D inferiori a 30, 50, e 70 nmol/L dello studio 
KIGGS, passava dal 28 al 47%, dal 13 all’87%, e dal 64 
all‘ 85% rispettivamente; facendo riferimento allo studio 
NHANES III, la percentuale di valori inferiori a 30, 50 and 
75 nmol/L aumentava dal 4% al 6%, dal 22% al 31% e 
infine dal 55% al 71%, rispettivamente (18). Altri autori 
hanno riportato simili risultati (19).

Queste significative differenze, pertanto, portano 
alla conclusione che i livelli finora raccomandati per 
evidenziare carenza, deficit e tossicità della vitamina D 
sono inficiati dalla mancata standardizzazione dei metodi 
con i quali sono stati ottenuti. Di conseguenza, devono 
essere programmati nuovi studi clinici con validi disegni 
sperimentali che utilizzino metodi standardizzati per 
definire in modo accurato i limiti decisionali per carenza, 
deficienza ed eventualmente tossicità della vitamina 
D. Sembra inoltre opportuno ribadire che i dati della 
letteratura degli scorsi anni vanno rivisti alla luce delle 
precedenti evidenze, ossia delle variazioni correlate alla 
standardizzazione metodologica.

Per quanto riguarda i metodi da utilizzare nel 
laboratorio clinico, la scelta fra un metodo immunometrico 
automatizzato e un metodo in LC-MS/MS dipende da vari 
fattori quali la numerosità delle richieste, la disponibilità 
di personale qualificato in tecniche di spettrometria di 
massa e della strumentazione specifica. In generale, 
i dati provenienti dai programmi di valutazione esterna 
di qualità dimostrano un continuo miglioramento delle 
prestazioni analitiche: i metodi in LC/MS/MS appaiono 
nel complesso migliori, con bias inferiori verso i metodi 
di riferimento, ma presentano una maggiore variabilità 
che riflette le differenze strumentali, di separazione 
cromatografica e di calibrazione ancora esistenti (20). 

I dati più recenti dimostrano che solo il 20% dei 
laboratori partecipanti a programmi di VEQ utilizza metodi 
in LC-MS/MS, a sottolineare che i metodi immunometrici 
automatizzati sono ancora i più utilizzati (10).

Molto recentemente, Herrmann et al. hanno proposto 
un approccio innovativo per la diagnosi di deficienza 
funzionale di vitamina D basato sulla determinazione 
combinata di 25(OH)D e del suo principale catabolita 
(24,25-diiidrossi vitamina D) per calcolare il cosiddetto 
rapporto metabolico della vitamina D (VMR). Secondo 
gli autori del lavoro, il VMR consentirebbe una miglior 
identificazione dei soggetti con carenza vitaminica, 
anche perché si associa a valori significativamente più 
elevati di paratormone (PTH), accelerato metabolismo 
osseo e mortalità (21). Questi dati, di indubbio interesse, 
necessitano di ulteriori conferme in studi clinici condotti 
utilizzando appropriati protocolli sperimentali.

Viceversa, la proposta di determinare la frazione 
libera della 25(OH)D, dato che circa l’85-90% della quota 
circolante è legata alla VDBP e il 10-15% all’albumina, 
si è dimostrata per varie ragioni di scarsa utilità clinica 
e potrebbe essere riservata solamente a soggetti con 
condizioni cliniche che alterano significativamente la 
concentrazione o l’affinità della proteina legante la 
vitamina D quali cirrosi, gravidanza, malattie infiammatorie 
acute (22-25).

Vitamina D 1,25 diidrossilata [1,25(OH)2D]

Pur esistendo ampio consenso sull’utilizzo della 
determinazione della forma biologica 25 idrossilata (25-
OH Vitamina D), è noto che la forma biologicamente attiva 
della vitamina è la 1,25 diidrossilata [1,25(OH)2D]: emerge, 
quindi, la domanda se e quando la determinazione di 
quest’ultima forma biologica vada affiancata a quella della 
25-OH Vitamina D. La determinazione della 1,25(OH)2D 
è notevolmente più complicata della 25(OH)D perchè 
la sua concentrazione nel siero/plasma è notevolmente 
inferiore. Inoltre, non sono disponibili né materiali di 
riferimento né una procedura di misura di riferimento. 

Il primo metodo di determinazione della 1,25(OH)2D, 
sviluppato nel 1974, era un metodo di legame radio-
recettoriale (26), mentre negli anni successivi sono state 
sviluppate altre tecniche di determinazione in HPLC, EIA, 
gas cromatografia-spettrometria di massa ed, infine, LC-
MS/MS (27,28). Lo sviluppo di metodi immunometrici 
automatizzati (29,30) ha modificato significativamente 
la situazione, rendendo disponibile in molti laboratori 
clinici la determinazione del vitamero ed i più recenti 
dati dei programmi di VEQ dimostrano che il 75% dei 
partecipanti utilizza metodi automatizzati, il 15% metodi 
immunometrci manuali e solo il 9% tecniche di LC–MS/MS 
(10). Alcuni metodi immunometrci automatizzati, in 
particolare quello proposto da DiaSorin ed applicato 
allo strumento Liaison XL, correlano significativamente 
con metodi LC-MS/MS, e presentano indubbi vantaggi 
nella gestione della diagnostica routinaria quali l’elevata 
produttività ed il risparmio di tempo e risorse umane; il 
loro sviluppo, pertanto, può ampliare e migliorare l’utilizzo 
clinico della determinazione della 1,25(OH)2D (30,31).

A differenza della 25(OH)D, non sono stati identificati 
livelli decisionali e gli intervalli di riferimento differiscono 
in relazione al metodo utilizzato. Nei soggetti adulti, 
l’intervallo di valori ottenuto con metodo RIA varia fra 43 
e 168 pmol/L, mentre con un metodo immunometrico 
automatizzato (IDS iSYS) l’intervallo è compreso fra 63 e 
228 pmol/L (29), ed ancora con il metodo DiaSorin Liason 
XL l’intervallo varia fra 77-471 pmol/L nei soggetti di età 
pediatrica fra 0 e 1 anno, 113-363 pmol/L fra 1 e 3 anni, e 
108-246 pmol/L nei bambini con età oltre i 3 anni (32,33). 
Nei soggetti di etnia africana, inoltre, si sono osservati 
livelli sierici più elevati di 1,25(OH)2D, che sono stati 
messi in rapporto con valori più elevati di PTH.

Ad oggi, l’utilità clinica della determinazione di 
1,25(OH)2D è scarsamente riconosciuta. La sua 
concentrazione sierica ha scarsa correlazione con 
lo status vitaminico ed è invece fortemente regolata 
dal PTH. Finora, quindi, la sua determinazione è stata 
ritenuta utile nella valutazione di pazienti con ipercalcemia 
di natura non nota, nella sarcoidosi, nei casi di pseudo-
vitamina D deficienza, nel rachitismo, nell’osteomalacia 
indotta da tumori, nell’iperparatiroidismo, e nelle 
situazioni di deficit del citocromo CYP24A1. In aggiunta, 
la sua determinazione può essere utile nella diagnosi 
differenziale fra rachitismo fosfopenico FGF23-
dipendente (fattore di crescita dei fibroblasti-23 ) (34).

Valori diminuiti si riscontrano nella malattia renale 
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cronica (CKD) e nell’iperparatiroidismo, mentre nella 
sarcoidosi e nella tubercolosi i livelli sierici aumentano 
(34). Alcuni farmaci riducono i livelli di 1,25(OH)2D, 
inclusi alcuni antimicotici che vengono utilizzati per la 
terapia dell’ipercalcemia associata a tubercolosi. In 
gravidanza i livelli circolanti aumentano per l’induzione 
dell’attività della 1α-idrossilasi che è espressa anche 
a livello della placenta. Alcune mutazioni genetiche 
influenzano i livelli di 1,25(OH)2D e causano rare malattie 
metaboliche dell’osso, inclusi il rachitismo ereditario 
resistente alla vitamina D (VDR), il rachitismo vitamina 
D-dipendente di tipo A (CYP7B1), di tipo B (CYP2R1) 
e l’ipercalcemia idiopatica infantile (CYP24A1). Anche 
alcune mutazioni della metalloproteasi PHEX sono causa 
dell’iposfosfatemia X-correlata che è caratterizzata da 
concentrazioni normali-basse di 1,25(OH)2D (35).Tuttavia, 
recenti dati sperimentali (36,37) forniscono elementi utili 
per una possibile revisione delle attuali raccomandazioni 
sull’utilizzo della sua determinazione e sull’uso combinato 
di entrambe le forme biologiche in aggiunta a situazioni e 
condizioni cliniche nelle quali già ora viene suggerita la 
determinazione di 1,25(OH)2D.

Nuove evidenze sperimentali

E’ noto che l’idrossilazione di entrambe le forme 
biologiche (vitamina D2 e vitamina D3) avviene nel 
fegato grazie all’enzima D-25-idrossilasi (CYP2R1). 
L’ ulteriore idrossilazione nella forma biologicamente 
attiva, 1,25(OH)2D, si riteneva avvenisse solamente a 
livello renale grazie all’azione della 25-idrossivitamina 
D-1-α idrossilasi (CYP27B1). Importante sottolineare 
che questa seconda idrossilazione dipende dai livelli 
circolanti di PTH, a confermare la complessa regolazione 
dei meccanismi di formazione delle forme biologiche della 
vitamina D.

Più recentemente, però, sono state raccolte prove 
della formazione di vitamina D diidrossilata1,25(OH)2D 
non solo a livello renale, ma in molti altri tipi di cellule, 
incluse le cellule endoteliali, i cardiomiociti, le cellule della 
muscolatura liscia vascolare, gli astrociti e la microglia.

Queste forme non entrano in circolazione, ma regolano 
comunque il metabolismo attraverso un’azione paracrina 
e/o autocrina. In particolare, una recente rassegna 
riporta le evidenze da numerosi lavori che dimostrano 
come la seconda idrossilazione ad opera dell’enzima 
25-idrossivitamina D-1-α idrossilasi (CYP27B1) avvenga 
non solamente a livello dei tubuli renali: l’espressione 
del gene CYP27B1, infatti, è stata trovata nelle cellule 
endoteliali, nelle cellule della muscolatura liscia 
vascolare, nei cardiomiociti, nei fibroblasti, negli astrociti, 
nelle cellule epiteliali e nella microglia (36). In particolare, 
è stato osservato che la 1,25-diidrossivitamina D3 è in 
grado di proteggere vari tipi di cellule da diversi tipi 
di stress, ad esempio da perossido di idrogeno, da 
radiazioni, da elevati livelli di glucosio. Inoltre, ha un 
effetto anti-fibrotico a livello dei cardiomiociti e fibroblasti. 
Sulla base di questi dati raccolti recentemente, saranno 
necessari studi clinici per comprendere meglio se le 
nuove acquisizioni fisiopatologiche possano portare 
anche a rivedere ed ampliare gli attuali utilizzi nella 

pratica clinica e non solo a livello sperimentale. Inoltre, 
sono stati riportati dati sulla significativa correlazione 
fra status vitaminico ed epatopatie da acidi grassi e 
l’effetto della supplementazione con 1,25(OH)2D che ha 
ridotto significativamente il contenuto in trigliceridi, la 
perossidazione lipidica e il danno cellulare (37)

Raccomandazioni attuali sulla richiesta e 
determinazione di 1,25(OH)2D

Le raccomandazioni più recenti e accreditate sul 
tema della determinazione della 1,25(OH)2D sono quelle 
pubblicate da un gruppo di lavoro della IFCC nel 2021 (38).

Gli autori evidenziano, in premessa, le problematiche 
analitiche, in particolare la scarsa standardizzazione 
metodologica, che ne hanno sicuramente frenato l’utilizzo 
nella pratica clinica. Ad oggi, quindi, la sua determinazione 
viene suggerita nelle seguenti condizioni:
	- ipercalcemia;
	- osteomalacia e rachitismo calciopenico;
	- diagnosi differenziale di rachitismo fosfopenico mediato 
o no da FGF23;

	- disordini genetici che coinvolgano CYP27B1, il recettore 
VDR, e la produzione extra renale di 1,25(OH)2D;

	- ipofosfatemia X-linked;
	- patologie rare, quali McCune–Albright syndrome, 
epidermal nevus syndrome, neurofibromatosi, 
Jansen metaphyseal chondrodysplasia e rachitismi 
ipofosfatemici con iperparatiroidismo.

Gli autori, inoltre, suggeriscono di non raccomandare 
la determinazione di 1,25(OH)2D nel monitoraggio di 
pazienti con CKD mentre ritengono necessari ulteriori 
studi per assicurare lo sviluppo di un metodo di riferimento, 
la standardizzazione dei metodi attualmente disponibili 
e l’identificazione di appropriati valori di riferimento nei 
soggetti adulti ed in età pediatrica

In un lavoro più recente, Herrmann M (39) ha 
identificato le situazioni cliniche più rilevanti nelle quali 
è indicata la determinazione della forma di-idrossilata e 
cioè:
	- ipercalcemie di natura inspiegabile;
	- sarcoidosi e altre malattie granulomatose;
	- osteomalacia indotta da tumori;
	- iperparatiroidismo primario.

Inoltre, la sua determinazione è importante 
in condizioni indotte da mutazioni genetiche che 
determinano un alterato metabolismo della vitamina 
D e che causano rare malattie del metabolismo osseo 
quali rachitismo ereditario resistente alla vitamina D, 
rachitismo vitamina D-dipendente di tipo 1, ipercalcemia 
infantile idiopatica e ipofosfatemia X-linked. Giustina et al. 
hanno recentemente confermato l’appropriatezza della 
determinazione della 1,25(OH2)D nelle situazioni cliniche 
precedentemente descritte (40).

Pertanto, si ritiene che, vista la disponibilità di metodi 
validati ed automatizzati, la determinazione di 1,25(OH2)D 
sia da suggerire in associazione a 25-OH Vitamina D in 
numerose situazioni cliniche, già citate ed in sintesi:
	- nelle forme di ipercalcemia senza immediata spiegazione 
clinica;

	- nell’iperparatiroidismo primario;
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	- nelle forme di ipovitaminosi non rispondenti alla terapia;
	- nella sarcoidosi e nelle malattie granulomatose;
	- nelle forme di rachitismo fosfo- e calciopenico;
	- nelle situazioni cliniche che possono ipotizzare malattie 
rare e genetiche correlate al metabolismo della vitamina D.

ABBINAMENTO DELLA DETERMINAZIONE DI 
25-OH VITAMINA D E PARATORMONE

Razionale

La fisiopatologia della regolazione del metabolismo 
calcio-fosforo si è andata arricchendo di informazioni 
sempre più importanti anche dal punto di vista delle 
ricadute cliniche e delle prescrizioni di esami diagnostici 
per una miglior classificazione, indicazione prognostica, 
guida a terapie mirate e monitoraggio dei pazienti. In 
particolare, oltre all’evidenza già acquisita da tempo 
dell’importanza del PTH per trasformare la vitamina 
D nella forma biologicamente attiva (di-idrossilata), si 
sono accumulate recenti evidenze dell’importanza del 
FGF23 nel controllare l’omeostasi di calcio e fosfato in 
concertazione con il PTH e la forma attiva della vitamina 
D 1,25(OH2)D. L’aumento dei valori circolanti dei fosfati 
e di vitamina D determina la produzione di FGF23 a 
livello osseo. A sua volta quest’ultimo agisce a livello 
renale legando i recettori FGF e il co-recettore Klotho 
per promuovere la clearance dei fosfati (attraverso un 
aumento della fosfaturia) e la riduzione dei livelli circolanti 
di 1,25(OH2)D. La rassegna di Agoro et al. ha riassunto le 
nuove acquisizioni in modo molto completo (41).

Pertanto, queste nuove acquisizioni, che chiariscono 
i raffinati e interconnessi meccanismi di regolazione 
dell’omeostasi calcio-fosforo, e più in generale del 
metabolismo osseo, sono alla base del razionale 
della richiesta e della valutazione non solo di uno dei 
parametri ma di un loro insieme. Nella rassegna già 
citata, si sottolinea che i disturbi in questione sono molto 
comuni nella popolazione generale e che fattori genetici, 
metabolici ed ambientali sono alla base di queste 
condizioni patologiche

Determinazione abbinata di PTH e vitamina D

Visti i presupposti fisiopatologici, la determinazione 
abbinata di PTH e vitamina D trova un preciso 
razionale nell’iter diagnostico sia dell’ipercalcemia che 
dell’ipocalcemia. Infatti, nell’ iperparatiroidismo primitivo, 
i livelli circolanti di PTH sono più elevati rispetto a quanto 
ci si attende basandosi unicamente sui livelli di calcio, 
mentre nelle altre forme di ipercalcemia, i valori di PTH 
sono bassi. Nell’iperparatiroidismo secondario, invece, i 
livelli di PTH sono elevati a causa dell’ipocalcemia e/o 
della deficienza di vitamina D.

La rassegna recente di Smit et al. (42) ha chiarito 
in modo convincente questa necessità di richiesta 
combinata di PTH e vitamina D.

Ma è soprattutto nella diagnosi e nel monitoraggio 
della malattia cronica del rene e disordini dell’osso 
(Chronic Kidney Disease Mineral and Bone Disorders, 
CKD-MBD), come emerge nelle linee-guida di Kidney 

Disease Inproving Global Outcomes (KDIGO) 2017 (43, 
44), dove viene raccomandato l’affiancamento degli 
esami nei vari stadi e più precisamente:
	- stadio CKD G3a: PTH, Calcio (Ca), Fosforo (P) e 
fosfatasi alcalina (ALP) basale, Ca e P ogni 6-12 mesi, 
PTH per valutare la progressione della malattia;

	- stadio CKD G4: monitoraggio ogni 6-12 mesi di PTH e 
ogni 3-6 mesi di calcio e fosforo;

	- CKD G3a-G5D: aggiunta di 25-OH vitamina D e 
ripetizione con tempistiche dipendenti dallo specifico 
trattamento terapeutico e da evidenze di progressione di 
malattia. In questi pazienti, viene anche raccomandata 
la determinazione dei marcatori di sintesi del collageno 
(Propeptide C-terminale del collagene di tipo I, PINP) e 
di degradazione (Telopeptide C-terminale del collagene 
di tipo I, CTx) solamente in casi particolari.

Un aspetto fondamentale per sottolineare 
ulteriormente la necessità in numerose situazioni cliniche 
di abbinare la richiesta di vitamina D e PTH è l’evidenza 
che gli intervalli di riferimento del PTH risentono 
fortemente dei valori circolanti di vitamina D e i lavori 
della letteratura dimostrano che l’intervallo di riferimento 
del PTH, escludendo i soggetti con deficit vitaminico 
D, è inferiore del 20% circa rispetto ai valori ottenuti in 
una popolazione in cui la presenza di ipovitaminosi D 
non era stata determinata. Numerosi lavori confermano 
questa osservazione tanto da inserirla nella più recente 
rassegna sul PTH (42). E’ inoltre dimostrato che i livelli di 
PTH sono più elevati nei soggetti di etnia afroamericana 
e pelle scura rispetto ai bianchi, sono correlati con l’indice 
di massa corporea e aumentano con l’età per la riduzione 
del volume di filtrato glomerulare nei soggetti con età 
superiore ai 60 anni.

Paratormone di terza generazione (PTH 1-84)

La letteratura corrente e le linee-guida suggeriscono 
di abbandonare i metodi di prima generazione, mentre 
ritengono che i metodi di seconda generazione possano 
ancora essere utilizzati e questo specialmente perché 
fanno riferimento all’evidenza che i metodi di terza 
generazione - fino ad alcuni anni fa - erano meno diffusi 
a livello internazionale. In altri termini, le linee-guida non 
hanno ancora preso in considerazione i vantaggi dei 
metodi di terza generazione semplicemente perché non 
sono state aggiornate sulla base dei lavori di letteratura 
più recenti.

Dal punto di vista analitico, i vantaggi dei metodi di 
terza generazione (più dettagliatamente del metodo 
Liaison 1-84 PTH), sono stati evidenziati sia in termini di 
minor variabilità tra matrici (in particolare siero e plasma 
EDTA), sia di minor interferenza e cross-reattività con 
frammenti 7-84. Nello lavoro di Valcour et al. i vantaggi 
dal punto di vista clinico sono stati valutati in una 
popolazione di 1 533 pazienti emodializzati. Le differenze 
fra metodi evidenziano l’importanza di determinare la 
molecola attiva di PTH con metodi di terza generazione 
perché la risposta alla terapia risulta più correlata con la 
clinica (45). Nello stesso lavoro, gli autori sottolineano un 
altro importante aspetto metodologico e cioè che solo i 
metodi di terza generazione sono in grado di determinare 
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la forma N-terminale del PTH che, oggi si ritiene abbia 
attività biologica.

Nel caso di CKD, vi è chiara evidenza che i metodi 
di terza generazione forniscono valori di PTH di circa 
50% (45-47%) inferiori rispetto a quelli di seconda 
generazione con differenze intra-individuali di 4,2 volte, 
poiché non risentono dell’interferenza degli amminoacidi 
12-24 e 26-32 (residui N-terminali) (46,47). Anche la 
raccomandazione nelle linee-guida KDIGO (43) di 
mantenere i livelli di PTH nell’intervallo fra 2-9 volte il 
limite superiore della norma (URL) risentiva chiaramente 
dell’utilizzo di metodi di seconda generazione e della 
mancanza di comparabilità dei risultati fra metodi 
immunometrici dovuta alla carente standardizzazione.

Dal punto di vista della pratica clinica, molti laboratori 
clinici in ambito accademico hanno adottato da tempo i 
metodi di terza generazione per la determinazione del 
PTH nella routine clinica con significative evidenze di 
beneficio clinico (48-50). 

L’evidenza più significativa a supporto dell’utilizzo 
di metodi di terza generazione, è sicuramente la 
determinazione in corso di paratiroidectomia. La 
motivazione è la più rapida discesa dei valori di PTH dopo 
intervento chirurgico di paratiroidectomia nel caso di 
determinazione con metodi di terza generazione, mentre 
quelli di seconda generazione presentano un’emivita 
più lunga a causa dei residui C-terminali che vengono 
riconosciuti dal metodo (51,52). Pertanto, questo indubbio 
vantaggio permette al chirurgo una valutazione più rapida 
ed efficace della riuscita dell’intervento. Le differenze 
sono più significative nei pazienti con iperparatiroidismo 
secondario rispetto al primario, con una diminuzione 
dei valori superiore al 50% rispetto al valore basale 
(preoperatorio) dopo 10 minuti, mentre sarebbero 
necessari almeno 5-10 minuti ulteriori con metodi di 
seconda generazione (51,52). Entrambi i lavori sono citati 
nella rassegna di più recente pubblicazione (42).

Fibroblast Growth Factor23 (FGF23)

La scoperta, avvenuta nel 2003, che alcune mutazioni 
a livello genetico o l’eccessiva produzione di FGF23 causa 
alcune rare patologie, inclusi il rachitismo ipofosfatemico 
resistente alla vitamina D e l’osteomalacia indotta 
da tumori, ha stimolato numerosi studi volti a meglio 
caratterizzare la biologia di questo fattore di crescita 
e il suo ruolo in numerose condizioni fisiopatologiche 
(53). La principale funzione dell’FGF23 è di un ormone 
che orchestra l’omeostasi di calcio e fosfati assieme al 
PTH e all’1,25-diidrossivitamina D. Per esercitare la sua 
azione, l’FGF23 necessita della proteina transmembrana 
chiamata Klotho e, in effetti, l’omeostasi dei fosfati è 
regolata dal sistema FGF23/Klotho (54).

Lo sviluppo di metodi di determinazione dell’FGF23 
ha progressivamente aumentato l’interesse clinico per 
la comprensione del suo ruolo in numerose patologie, 
inizialmente limitate alla CKD. In particolare, numerosi 
lavori hanno dimostrato il suo ruolo di fattore di rischio 

e prognostico nelle malattie cardiovascolari, ed in 
particolare sia nell’infarto acuto del miocardio che nello 
scompenso cardiaco (associando la riduzione dei livelli 
di FGF-23 a seguito della terapia ad un più basso tasso 
di eventi cardiovascolari avversi) (55,56), come pure 
nella regolazione dell’eritropoiesi (57). La determinazione 
dell’FGF23 si avvale di due metodi che valutano la 
molecola intatta (iFGF23) e la quota C-terminale (cFGF23). 
Il primo metodo ad essere sviluppato, che si avvale di due 
anticorpi capaci di riconoscere due epitopi a livello della 
frazione C-terminale distale rispetto al sito di clivaggio, 
in realtà riconosce sia la molecola intera che i frammenti 
C-terminali, mentre l’iFGF23 riconosce solamente la 
molecola intera (58). La determinazione di entrambe le 
forme biologiche ed il calcolo del rapporto iFGF23/cFGF23 
è stata proposta come “biopsia liquida per la dinamica 
dell’FGF23”, ossia il bilancio con un metodo non-invasivo 
fra trascrizione e clivaggio della molecola (57). Poiché 
l’asse FGF23/Klotho rappresenta un obiettivo terapeutico 
per terapie innovative e per la prevenzione terziaria 
nella CKD, la determinazione dei livelli circolanti appare 
sempre più importante e la progressiva introduzione nella 
routine clinica va incoraggiata e sostenuta attraverso 
ulteriori lavori scientifici e raccomandazioni sugli aspetti 
pre-analitici, su appropriati valori di riferimento e criteri 
interpretativi, così declinando nella pratica i principi della 
ricerca traslazionale (59).

Biomarcatori ossei nella malattia renale cronica: 
recenti acquisizioni

Le alterazioni del metabolismo minerale e osseo si 
verificano precocemente nel corso di CKD e consistono 
nella genesi e nello sviluppo dell’iperparatiroidismo 
(IPT), che oltre al coinvolgimento del PTH vede un 
ruolo fondamentale dell’asse Klotho/FGF-23/-FGF 
receptor (FGFR). L’insorgenza della CKD, già nelle fasi 
iniziali, evidenzia l’aumento di FGF-23 conseguente 
alla ritenzione di fosfato, poichè quest’ultimo esercita 
un effetto fosfaturico tubulare, attraverso il suo legame 
col complesso recettoriale α-Klotho-FGFR (α-Klotho è 
una proteina transmembrana espressa in molti tessuti 
e in particolare nel tubulo convoluto distale del rene e 
nelle cellule del capo paratiroideo) (59). Un altro effetto 
dell’aumento di FGF-23, principalmente legato alla 
ritenzione di fosfato, è la riduzione dell’espressione 
e dell’attività della 1 α-idrossilasi nelle cellule tubulari 
renali, con conseguente diminuzione della produzione di 
1,25(OH)2D (calcitriolo) a partire da 25(OH)D (50,60). La 
minore azione del calcitriolo sul recettore VDR induce una 
riduzione dell’assorbimento del calcio a livello intestinale 
e una diminuzione del calcio sierico, che stimola la 
sintesi e il rilascio di PTH (59). Questi meccanismi di 
compensazione hanno la funzione di normalizzare il 
calcio sierico stimolando la 1α-idrossilasi e aumentando 
in tal modo il turnover e il riassorbimento osseo (61). 
La persistenza di anomalie del metabolismo del calcio 
e del fosfato, e la riduzione della risposta ossea al PTH 
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rendono inefficace questa compensazione e favoriscono 
la progressione dell’IPT secondario (sIPT) (62). Tutte 
queste alterazioni del metabolismo osseo nella CKD 
contribuiscono a complicanze ossee rappresentate dalle 
varie forme di osteodistrofia renale (ROD) e aumentata 
fragilità scheletrica (63). Quest’ultima, per quanto riguarda 
le fratture d’anca, tipicamente rappresentative del danno 
corticale nella CKD, si manifesta già con un filtrato 
glomerulare (VFG) inferiore a 60 mL/min per arrivare ad 
un aumento maggiore anche a 4 volte nel paziente in 
emodialisi (64). Sorprendentemente, pazienti più giovani 
con CKD (<65 anni) hanno un rischio relativo (RR) di fratture 
dell’anca quasi 8 volte maggiore rispetto ai più anziani 
(65). Le fratture vertebrali (FV), hanno una prevalenza 
tra il 20-25%, simile a quella della popolazione generale 
(essendo interessato maggiormente l’osso trabecolare) 
che può raggiungere circa il 60% quando la valutazione 
viene effettuata con metodo morfometrico quantitativo 
(66). L’importanza della diagnosi di FV è legata alla loro 
elevata associazione con le calcificazioni vascolari (CV) 
(66) e la mortalità (67). Una delle sfide più importanti per i 
pazienti affetti da CKD, con una o più fratture da fragilità, 
è determinare se il paziente è affetto da osteoporosi e/o 
dalle varie forme di patologie osteoarticolari (OR) per 
poter scegliere il miglior approccio terapeutico. In tale 
contesto, i dati emergenti suggeriscono che i marcatori 
del turnover osseo (BTM) potrebbero essere utilizzati 
come surrogato o come aggiunta alla biopsia ossea per 
la valutazione del turnover osseo (68). I BTM riflettono 
l’attività degli osteoblasti e degli osteoclasti: in particolare, 
i primi secernono le proteine della matrice ossea che 
formano la matrice organica dell’osso, o osteoide. La 
produzione dell’osteoide da parte degli osteoblasti si 
riflette nella produzione di fosfatasi alcalina ossea (ALP 
ossea), osteocalcina (OC) e propeptide N-Terminale del 
procollagene tipo I (PINP) (68). La rimozione della matrice 
organica ossea in seguito alla digestione enzimatica, si 

riflette nella produzione di frammenti di degradazione 
del collagene di tipo I, N- e C-telopeptidi (NTX e CTX) 
e nel rilascio di enzimi dagli osteoclasti quali la fosfatasi 
acida tartrato-resistente di tipo 5 b (TRAP5b) (69). Salam 
et al. hanno valutato se i biomarcatori ossei possono 
predire lo stato del turnover osseo determinato mediante 
istomorfometria (biopsia ossea) in 69 pazienti con 
insufficienza renale cronica (IRC) agli stadi 4-5, inclusi 
pazienti in dialisi (70). Le curve ROC, per i marcatori di 
ridotto turnover osseo risultavano: ALP ossea (0,82), 
PINP (0,79) e TRAP5b (0,80) significativamente migliori 
del PTH (0,61). Viceversa, nella condizione di elevato 
turnover osseo il PTH presentava valori di ROC del tutto 
sovrapponibili a quelle dei BTM (0,76). In uno studio simile, 
Jorgensen et al. (71), condotto in 80 pazienti con IRC agli 
stadi 4-5 e 119 pazienti trapiantati di rene sottoposti a 
biopsia, hanno dimostrato che la capacità discriminatoria 
era buona sia per basso che per elevato turnover osseo, 
con un’area sotto la curva (AUC) superiori a 0,80 per ALP 
ossea, PINP, TRAP5b. I pochi studi prospettici sull’evento 
di frattura nei pazienti con IRC hanno dimostrato che il 
miglior predittore di frattura ossea è la fosfatasi alcalina 
(ALP) (72). Maruyama et al., analizzando i dati del registro 
giapponese di pazienti in dialisi, hanno dimostrato che in 
185 277 pazienti, i livelli di ALP erano indipendentemente 
associati alla mortalità e all’incidenza di fratture dell’anca 
(73). Allo stesso modo, Iimori et al. hanno dimostrato, in 
uno studio di coorte in un singolo centro su 485 pazienti 
in dialisi, che la ALP era un indicatore utile per predire il 
rischio di frattura (AUC=0,766, p<0,0001) (74).Tutti questi 
risultati hanno portato, durante il recente meeting KDIGO 
“Controversies Conference on Chronic Kidney Disease–
Mineral and Bone Disorder”, tenutosi a Settembre 2023 a 
Madrid, a considerare per il futuro, non solo i livelli di PTH 
ma un insieme di biomarcatori e BTM (75), come indicato 
in Tabella 1.

Tabella 1 
Marcatori di turnover osseo nelle fratture di femore 

Elevato 
turnover

Basso 
turnover

Fratture  
di femore

Salam
(70)

Jorgensen
(71)

Salam
(70)

Jorgensen
(71)

Marujama (73)**,
Iimori (74)***

iPTH (ng/L)* >327 >143,5 <183 <90,5

Total ALP (U/L) >102 >97 <88 <87 >405**

B ALP (mg/L) >31 >33,7 <21 <24,2 >27,4 (18,2-38,7)***

Intact PINP (ng/L) >107 >120,7 <57 49,8

TRAP5b (U/L) >4,6 >5,05 <4,6 <3,44

*Intervalli di riferimento di iPTH: Salam 10-45 ng/L; Jorgensen 3-40 ng/L.
iPTH: paratormone, molecola intatta; Total ALP: fosfatasi alcalina totale; B-ALP: fosfatasi alcalina ossea; Intact PINP: peptide 
N-terminale del procollagene di tipo I, molecola intatta; TRAP5b: fosfatasi acida tartrato resistente 5.
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VITAMINA D: PRESCRIVIBILITA’ SVINCOLATA 
DALLA RIMBORSABILITA’ E DAL VALORE DI 
30 nmo/L (12 ng/mL) 

La nota AIFA 96, introdotta inizialmente nel 2019 ed 
aggiornata nel febbraio 2023 (6), sulla base dell’aumento 
generalizzato ed in parte inappropriato delle richieste 
di esami di laboratorio per la determinazione della 
vitamina D, e più specificamente di uno dei vitameri, la 
forma 25-(OH)D, è stata pensata per regolamentare la 
rimborsabilità, ma di fatto anche la prescrizione della 
supplementazione vitaminica, e, anche se non appare 
come obiettivo primario, la richiesta di determinazione 
della vitamina D.

A fronte dell’aggiornamento intervenuto a febbraio 
2023, peraltro, non esistono dati ufficiali sull’effetto della 
nota in termini di andamento delle prescrizioni dell’esame 
nel nostro Paese, a testimonianza dell’incapacità di 
verificare gli effetti di interventi da parte di Enti come AIFA 
sui comportamenti nel mondo reale.

Il fatto che la nota AIFA non raccomandi lo screening, 
ossia la richiesta generalizzata sulla popolazione dei 
valori di 25(OH)D, appare basato su una serie di lavori 
scientifici pubblicati negli ultimi anni (76,77) e di campagne 
quali “choosingwisely” (https://www.choosingwisely.org) 
che iniziata nel 2012 ha ricevuto interesse, ma anche 
numerose critiche sulle evidenze scientifiche che l’hanno 
ispirata, ed in particolare sulla lista di esami di laboratorio 
definiti inappropriati che vedeva al primo posto proprio la 
vitamina D.

Peraltro, altre linee guida, quali quelle della Società 
Italiana dell’Osteoporosi, del Metabolismo Minerale e delle 
Malattie dello Scheletro (SIOMMMS) rilasciate nel 2022 
(78) concordano nel “non raccomandare lo screening dei 
livelli di vitamina 25-(OH)D nella popolazione generale 
per mancanza di evidenze di rapporto costo/beneficio 
favorevole”.

La nota AIFA del 2019 è stata oggetto di commenti 
e critiche da parte di varie organizzazioni e società 
scientifiche, ed in particolare di un documento congiunto 
di Società Scientifiche della medicina di laboratorio e 
della clinica che ha messo in rilievo sia problematiche 
analitiche che cliniche (79).

In particolare, dal punto di vista prettamente analitico 
le critiche sono essenzialmente:
	- l’evidenza che la standardizzazione dei metodi utilizzati 
dai laboratori clinici è modesta, soprattutto prima della 
identificazione di un metodo di riferimento e dei lavori 
che dimostrano la necessità di ricalibrare i metodi 
commerciali ed evitare che il bias rispetto al metodo di 
riferimento determini significative differenze nei risultati 
che si possono riflettere nell’inadeguatezza rispetto ai 
livelli decisionali raccomandati

	- la non uniformità delle unità di misura che, anche nella 
nota AIFA, si traducono nell’identificazione di due 
diverse unità di misura, con le conseguenti possibili fonti 
di errore e confusione

	- la nota AIFA stabiliva un valore soglia unico (50 nmol/L; 
20 ng/mL) legato alla rimborsabilità, mentre i laboratori 
clinici utilizzavano livelli diversi e più vicini a quelli 
raccomandati dall’Endocrine Society, ad esempio 75 
nmol/L (30 ng/mL) (6).

Nella nuova versione della nota 96 (febbraio 2023) si è 
mantenuta la distinzione tra pazienti per i quali è garantita 
la rimborsabilità della supplementazione con vitamina D 
indipendentemente dalla determinazione dei livelli di 25-
(OH)D e soggetti che hanno diritto alla rimborsabilità solo 
in relazione ai livelli ematici di 25-(OH)D. 

Al primo gruppo appartengono: 
	- persone istituzionalizzate;
	- persone con gravi deficit motori o allettate che vivono al 
proprio domicilio; 

	- donne in gravidanza o allattamento; 
	- persone affette da osteoporosi da qualsiasi causa non 
candidate a terapia remineralizzante.

Nel secondo gruppo, si individuano diversi valori 
soglia di intervento terapeutico: 
	- persone con valori sierici di 25-(OH)D <30 nmol/L (12 
ng/mL) e sintomi attribuibili a ipovitaminosi;

	- persone asintomatiche con rilievo occasionale di  
25-(OH)D <30 nmol/L (12 ng/mL);

	- persone con livelli <50 nmol/L (20 ng/mL) in terapia di 
lunga durata con farmaci interferenti con il metabolismo 
della vitamina D;

	- persone adulte affette da malassorbimento con livelli 
<50 nmol/L (20 ng/mL);

	- pazienti con diagnosi di iperparatiroidismo primitivo o 
secondario con valori <75 nmol/L (30 ng/mL); 

	-  pazienti affetti da osteoporosi da qualsiasi causa o altre 
osteopatie candidate a terapia remineralizzante con 
valori <75 nmol/L (30 ng/mL); 

Secondo la SIOMMMS, la revisione della nota 
presenta alcune criticità che possono essere così 
sintetizzate: vengono considerati livelli decisionali che, 
alla luce di evidenze scientifiche, appaiono discutibili, 
se non sbagliati e si condiziona la rimborsabilità della 
supplementazione alla misura dei livelli di vitamina 
D anche in casi e categorie di soggetti che non 
necessiterebbero dell’esame di laboratorio.

Per quanto riguarda il primo punto, i livelli decisionali 
raccomandati da numerose organizzazioni scientifiche e 
in particolare nel nostro Paese da SIOMMMS, non sono 
totalmente coincidenti con quelli della nota AIFA.

I livelli raccomandati da SIOMMMS, e che quindi i 
laboratori clinici dovrebbero riportare nel referto sono:
	- <30 nmol/L stato carenziale;
	- 30-50 nmol/L insufficienza;
	- 50-125 nmol/L adeguatezza;
	- 75-125 nmol/L valori ottimali in pazienti affetti da 
osteoporosi o con condizioni cliniche a rischio di 
ipovitaminosi D;

	- >250 nmol/L eccesso.
Dal punto di vista metodologico, la nota AIFA si 

basa sostanzialmente sui risultati di due ampi studi 
clinici randomizzati, lo studio americano VITAL (76) 
e lo studio europeo DO-HEALTH (77). In entrambi gli 
studi la supplementazione con dosi di vitamina D non 
ha dimostrato di prevenire l’evento fratturativo, e per 
tale motivo la prescrivibilità ai fini della rimborsabilità è 
stata ridotta da 50 a 30 nmol/L (da 20 a 12 ng/mL) del 
livello di vitamina 25(OH)D circolante, in presenza o 
meno di sintomatologia specifica e in assenza di altre 
condizioni di rischio associate. Tuttavia, entrambi gli 
studi già citati, presentano significative limitazioni. Nel 
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primo studio, LeBoff et al., hanno testato l’ipotesi che 
l’integrazione di vitamina D3 possa ridurre il rischio di 
fratture rispetto al placebo. I partecipanti a questo studio 
non sono stati, tuttavia, arruolati sulla base di carenza 
di vitamina D [livello medio di vitamina D 75 nmol/L 
(30 ng/mL)], bassa massa ossea o osteoporosi. Gli 
endpoint primari erano le fratture totali, non vertebrali 
e dell’anca, riportate dai partecipanti e convalidate da 
un comitato scientifico indipendente. La vitamina D3 
supplementare, rispetto al placebo, non ha mostrato 
un effetto significativo sulle fratture totali (p=0,70), sulle 
fratture non vertebrali (p=0,50) o sulle fratture dell’anca (p 
=0,96). In un sottogruppo di 16 757 partecipanti su 25 871 
(circa il 65%), erano disponibili anche le concentrazioni 
basali di 25(OH)D. Le concentrazioni medie (SD) di 
25(OH)D erano 76,6 (25) nmol/L ([30,7 (10) ng/mL] e 
l’87% dei pazienti aveva livelli di 25(OH)D >50 nmol/L 
(20 ng/mL) (76). Ciò vuol dire che circa 9 pazienti su 10 
arruolati in questo studio ancillare del VITAL avevano una 
concentrazione di 25(OH)D >50 nmol/L (20 ng/mL), un 
valore soglia oltre il quale, sulla base di considerazioni 
epidemiologiche, non era da attendersi alcun beneficio 
da parte della supplementazione sul tasso di incidenza di 
fratture (76). Lo stesso bias relativo ai livelli di vitamina D 
lo si riscontra anche nell’altro studio considerato dall’AIFA 
(77). Tripepi et al. dopo un’esaustiva analisi degli studi 
presi in considerazione da AIFA per stendere la determina, 
sottolineano come sia di cruciale importanza indagare 
l’effetto della supplementazione con vitamina D sugli 
esiti clinici in un intervallo di valori di 25(OH)D all’interno 
dei quali sia almeno presumibile, sulla base di studi 
osservazionali di ampio respiro, un effetto benefico della 
medesima supplementazione. In altre parole è necessario 
che la ricerca eziologica, orientata all’analisi dei rapporti 
di causa-effetto tramite studi interventistici, mantenga 
una coerenza tra la sua componente osservazionale e 
quella sperimentale (80). 

Per quanto riguarda i valori da eccesso, la nota AIFA 
96, sulla base di due soli studi (76,77), afferma che valori 
di 25-(OH)D >112 nmol/L (45 ng/mL) risultano associati 
a un progressivo aumento del rischio di eventi avversi, 
inclusa la mortalità. Studi più recenti documentano invece 
una progressiva riduzione della mortalità al crescere 
dei livelli ematici di 25-(OH)D fino a circa 50 nmol/L  
(20 ng/mL), con successivo “steady state” fino a valori di 
125 nmol/L (60 ng/mL), ma senza che si individuino valori 
soglia associati a rischio di mortalità per diverse cause 
(81). Il più recente studio prospettico di Takacs et al. non 
ha riscontrato alcun aumento del rischio di cadute, eventi 
avversi, ipercalcemia e alterazioni del metabolismo osseo 
fino a valori di 150 nmol/L (60 ng/mL) (82).

Anche il riscontro di un supposto rischio di carcinoma 
prostatico e pancreatico per valori >100 nmol/L  
(40 ng/mL), segnalato dalla nota AIFA 96, non è stato 
confermato in studi più recenti che, invece, dimostrano 
una riduzione del rischio di incidenza di neoplasia 
metastatica e mortalità per neoplasia per gli stessi valori 
ematici (<100 nmol/L; 40 ng/mL) (83,84). 

Per quanto riguarda il secondo punto, le linee guida 
SIOMMMS considerano soggetti a rischio di ipovitaminosi 
anche:

	- soggetti obesi;
	- persone con condizioni associate a ridotta esposizione 
solare;

	- pazienti affetti da anoressia nervosa, insufficienza 
renale cronica, diabete mellito tipo 2 e fibrosi cistica;

	- pazienti affetti da neoplasie.
Pertanto le linee guida SIOMMMS ritengono comunque 

mandatoria la supplementazione con vitamina D in tutte 
queste categorie di soggetti/pazienti, a prescindere 
dai valori ematici della vitamina stessa; tuttavia ne 
raccomandano la misura quando “indispensabile per la 
gestione clinica del paziente, ad esempio per la diagnosi 
differenziale o dopo aver iniziato la supplementazione per 
accertare il raggiungimento di valori ottimali a distanza di 
3-6 mesi”.

Pertanto, la determina AIFA, anche nella revisione 
del Febbraio 2023, non appare allineata con le evidenze 
scientifiche più recenti, né per quanto riguarda la necessità 
di supplementazione in varie categorie di soggetti/
pazienti, di fatto riducendo la fascia di popolazione 
che deve trarre vantaggio dalla supplementazione, né 
per quanto riguarda l’appropriatezza della richiesta di 
determinazione del vitamero 25-(OH)-D. La Tabella 2 
riporta le popolazioni a rischio di deficit di vitamina D 
definite in una recente Conferenza di Consenso sulla 
base di un approccio clinico (40).

Tabella 2
Soggetti a rischio di deficit di vitamina D su base clinica (da 
rif. 40, modificato)

Anziani
Soggetti allettati:

- affetti da disabilità;
- ricoverati in istituzioni sanitarie.

Soggetti costretti a lavorare a lungo all’interno:
- impiegati in uffici;
- lavoratori di fabbriche e magazzini;
- tassisti;
- lavoratori notturni.

Soggetti con pelle scura
Soggetti con bassi livelli di attività fisica
Soggetti con patologie croniche/debilitanti:

- diabete;
- malattia renale cornica;
- sindromi gastrointestinali da malassorbimento;
- malattie delle paratiroidi;
- epatopatie.

Obesità, in particolare con livelli molto elevati di Massa Corporea 
(BMI)
Pazienti sottoposti a chirurgia bariatrica
Soggetti che assumono farmaci capaci di aumentare il 
catabolismo della Vitamina D:

- Fenobarbital;
- Carbamazepina;
- Desametazone;
- Rifampicina;
- Sironolattone;
- Nifedipina;
- Ritonavir;
- Ciproterone acetato.

Bambini di madre affetta da deficit di vitamina D
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Quando è indicata la richiesta e la determinazione 
della 25-(OH)D?

In primis, devono essere chiaramente identificati 
alcuni cardini e requisiti per rendere appropriata la 
determinazione della vitamina D, che non appaiono 
chiaramente nella Determina AIFA:
	- vista la variabilità dei livelli vitaminici legati alla 
stagionalità, la valutazione dello status vitaminico va 
raccomandata nel periodo che intercorre fra la fine della 
stagione invernale e l’inizio dell’estate.

	- i risultati ottenuti dai laboratori clinici sia che vengano 
eseguiti con metodi immunometrici che con metodi in LC-
MS presentano un bias rispetto al metodo di riferimento. 
L’incertezza di misura, che può essere ragionevolmente 
proposta, è di considerare una variabilità pari al 10% 
rispetto al valore refertato. Quest’aspetto, peraltro, 
è particolarmente importante quando il valore sia 
prossimo al livello decisionale, in particolare al livello 
che identifica la “carenza”, ossia un valore <30 nmol/L 
(12 ng/mL).

	- infine, si ritiene di confermare la raccomandazione di 
armonizzare le unità di misura identificando nelle nmol/L 
l’unità di misura metrologicamente più corretta e più 
adottata a livello internazionale.

Ma quando è appropriata la richiesta di 
determinazione della vitamina D?

Il punto totalmente carente nella Nota AIFA è che 
non si chiarisce come sia assolutamente indicata la 
richiesta e la determinazione dell’esame di laboratorio, 
ovviamente, nei casi nei quali la supplementazione è 
“autorizzata” sulla base del valore ematico della vitamina 
stessa, ma anche nei casi nei quali la supplementazione 
è raccomandata per appartenenza ad una delle categorie 
e situazioni cliniche precedentemente illustrate. In 
queste situazioni la determinazione a distanza di 2-6 
mesi dall’inizio della supplementazione è necessaria per 
verificare l’ottenimento di livelli adeguati. 

Infatti, la letteratura è assolutamente concorde 
nell’indicare che l’efficacia della supplementazione è 
obiettivabile solo con il riscontro dell’aumento dei valori 
ematici di 25(OH)D fino al raggiungimento di livelli 
appropriati (>75 nmol/L; 30 ng/mL) (40). Inoltre, la 
determinazione è opportuna per verificare la compliance 
dei pazienti rispetto all’indicazione terapeutica, che come 
noto è ancor più problematica in fasce di età senile e in 
pazienti fragili in politerapia.

In definitiva, la determinazione della vitamina D 
appare appropriata e raccomandata:
	- in tutti i casi di sospetto clinico di osteomalacia (conferma 
dell’ipotesi diagnostica e/o diagnosi differenziale) e va 
ripetuta a distanza di 3-6 mesi; in tutti i casi di sospetto 
iperparatiroidismo, sia primario che secondario, e nei 
pazienti diagnosticati per questa condizione morbosa; 
nei pazienti con insufficienza renale cronica per la 
valutazione ed il monitoraggio delle malattie renali 
croniche con disturbi del metabolismo minerale e osseo 
(CKD-MBD); 

	- nei soggetti di età pediatrica con fattori di rischio per 
deficit, con ritardi nella crescita e nel caso di lunghi 
periodi di ospedalizzazione/istituzionalizzazione. 

E’ da segnalare, inoltre che una rassegna pubblicata 
recentemente, e che riassume le problematiche 
analitiche e le ricadute cliniche della determinazione della 
vitamina, alla luce delle problematiche tuttora aperte, 
conclude suggerendo l’importanza di ulteriori studi sulla 
supplementazione che siano effettuati utilizzando metodi 
standardizzati ed arruolando solamente pazienti con 
deficit di vitamina D (85).

In relazione alla popolazione generale, si ritiene 
corretta e condivisibile l’indicazione riportata in un 
documento intersocietario che indica nel valore di  
50 nmol/L (20 ng/mL) la condizione di adeguatezza (86).
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