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INTRODUZIONE

[l microbiota intestinale & conosciuto anche come flora batterica intestinale ed &€ un
complesso ecosistema di microrganismi (circa 1.014 batteri commensali) che
popolano il tratto gastrointestinale.

E noto come uno degli attori chiave nella promozione della salute umana poiché
influenza numerosi processi fisiologici come I'immunita, la digestione degli alimenti
e la sintesi di nutrienti essenziali. Negli ultimi anni I'attenzione della ricerca
scientifica si e focalizzata sulle interazioni tra il microbiota intestinale e 'assunzione
di sostanze nutritive atte a mantenerlo funzionale o ripristinarlo in caso di disbiosi,
in particolare recentemente si studiano gli effetti di formulazioni che contengono
vitamina D e probiotici.

La vitamina D & nota per il suo ruolo nella salute ossea e negli ultimi anni & apparso
rilevante anche il suo ruolo nel sistema immunitario, e la influenza sul microbiota
intestinale; parallelamente anche i probiotici hanno suscitato interesse per il loro
potenziale nell'influenzare la composizione e la funzione del microbiota e di
conseguenza anche alcune patologie.

Questa tesi si propone di esaminare criticamente I'impatto della co-integrazione di
vitamina D e probiotici per favorire la salute del microbiota intestinale e migliorare

la salute generale dell'individuo.



1 FONDAMENTI DELLA VITAMINA D

1.1. Vitamina D: struttura e biosintesi

La vitamina D & una molecola/nutriente essenziale per la salute umana, €
fondamentale per il suo ruolo nella regolazione del metabolismo del calcio e del
fosforo. Questa vitamina liposolubile & indispensabile per la salute ossea, ma
possiede anche tanti altri effetti fisiologici che coinvolgono altri sistemi nel corpo
umano. [1]

La vitamina D esiste in cinque diverse forme e le piu importanti sono la vitamina D2
(ergocalciferolo) e la vitamina D3 (colecalciferolo). La struttura chimica essenziale
di entrambi i composti consiste in un nucleo di cicloesano con un lato aperto che
contiene un doppio legame e che & connesso tramite un ponte metilenico ad un
anello ciclo-pentanico. La sua attivita biologica & determinata dalla posizione e dalla

presenza di gruppi ossidrilici e alcolici.
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Figura 1.1 Strutture delle forme di vitamina D [2]

La vitamina D pud essere sintetizzata endogenamente grazie all'esposizione alla
luce solare oppure pud essere assunta mediante l'alimentazione o l'uso di

integratori.



E nella pelle che avviene la sua biosintesi, grazie alla luce ultravioletta del sole che
converte il 7-deidrocolesterolo presente nei cheratinociti in pre-vitamina D3; questa
subisce poi una termoisomerizzazione spontanea che dara origine alla vitamina D3.
La vitamina D3 viene trasportata al fegato tramite la circolazione sanguigna, dove
viene idrossilata nella posizione C25 dal citocromo P450 per formare la 25-
idrossivitamina D3; questa poi viene condotta ai reni e qui viene ulteriormente
idrossilata per formare il metabolita biologicamente attivo 1,25-diidrossivitamina D3,

noto anche come calcitriolo. [2]



1.2. Fonti alimentari, metabolismo e regolazione della vitamina D

Le fonti di vitamina D sono principalmente I'esposizione al sole e il consumo di
diversi alimenti che la contengono.

La produzione di vitamina D3 avviene nella pelle grazie all'esposizione alle
radiazioni UVB con una lunghezza d'onda compresa tra 290 e 315 nm, queste
trasformano il 7-deidrocolesterolo in pre-vitamina D, che a temperatura corporea si
converte in vitamina D3 o colecalciferolo.

La pigmentazione della pelle, la percentuale di superficie cutanea esposta, la
latitudine, l'altitudine, la stagione e 'uso di creme solari sono i principali fattori che
influenzano la biosintesi della vitamina D nella cute, inoltre in misura minore la
vitamina D pud essere ottenuta anche attraverso I'assunzione di cibi contenenti
vitamina D2, che viene convertita in vitamina D3. [3]

Gli alimenti piu ricchi di vitamina D sono il pesce grasso (come il salmone, il tonno,
l'aringa e lo sgombro), i latticini fortificati (come il latte, lo yogurt e alcuni tipi di
formaggi), i tuorli d'uovo e alcuni tipi di funghi (soprattutto quelli esposti alla luce
ultravioletta perché essendo esseri viventi possono sintetizzare la vitamina D
quando sono a contatto con la luce solare o luce artificiale UV).

Nonostante la vitamina D sia presente in svariate fonti alimentari, & stato verificato
che spesso la dieta non & sufficiente per raggiungere l'apporto giornaliero
raccomandato; questo soprattutto per chi segue diete particolarmente limitate o per
individui che vivono in regioni con poca esposizione solare. In questi casi, pud

essere particolarmente utile integrare la vitamina D tramite integratori dietetici. [4]

Tabella 1.1 Fonti alimentari di vitamina D

Alimento Vitamina D in Ul
Latte 3-40/L

Yogurt 89/100 g
Formaggi 12-44/100 g
Funghi freschi 100/100 g
Funghi secchi 1660/100 g
Tuorlo d’uovo 20-25/tuorlo
Sgombro crudo 360/100 g
Aringa cruda 1628/100 g
Aringa affumicata 120/100 g




La vitamina D assume un ruolo cruciale nell'equilibrio del calcio e del fosfato nel
corpo umano; la sua forma attiva, il 1,25-(OH)2-colecalciferolo, favorisce diverse

azioni:

e incremento dell'assorbimento intestinale di calcio e fosforo;
¢ stimolazione della deposizione di calcio nel tessuto osseo;
e modulazione della funzione delle paratiroidi;

e aumento del riassorbimento renale di calcio.

Queste azioni concorrono nel mantenimento di livelli adeguati di calcio nel sangue,
favorendo la mineralizzazione ossea e la crescita corporea normale. [5]
In particolare il 1,25-(OH)2-colecalciferolo viene trasportato nel circolo ematico e si
lega al recettore della vitamina D (VDR) nei tessuti bersaglio come l'intestino e il
tessuto osseo. Questa interazione, insieme all'ormone paratiroideo, regola la
trascrizione del'mRNA, promuovendo la sintesi di proteine (come la calbindina)
coinvolte nell'assorbimento del calcio intestinale.
La vitamina D nel fegato viene idrolizzata in posizione 25, da enzimi mitocondriali
simili al citocromo P450, e il metabolita ottenuto e la 25-idrossivitamina D (o 25(OH)
D3 o calcifediolo), questa poi viene trasportata nel flusso sanguigno dalla proteina
legante la vitamina D (DBP) e viene attivata a livello renale dall'enzima 1 a-
idrossilasi che catalizza la sua idrossilazione in 1,25 (OH)2 D3 (o 1,25-
diidrossivitamina D). [2] [6]
La regolazione del metabolismo della vitamina D coinvolge diversi meccanismi
complessi, con particolare coinvolgimento di calcio, fosforo e alcuni ormoni chiave,
tra cui il paratormone (PTH) e la calcitonina.
Il PTH viene prodotto dalle paratiroidi, la sua secrezione € stimolata da bassi livelli
di calcio nel sangue e le sue azioni sono:

e in sede renale riduce il riassorbimento del fosforo nel tubulo contorto

prossimale e aumenta il riassorbimento del calcio nel tubulo contorto distale;
e a livello osseo favorisce il rilascio di calcio stimolando ['attivita degli
osteoclasti e degli osteociti;
e nellintestino stimola l'idrossilazione della 25(0OH)D3 a 1,25(0OH)2D3 cioé la

forma metabolica piu attiva della vitamina D.



La calcitonina invece € prodotta dalle cellule parafollicolari della tiroide, viene

secreta in risposta a elevati livelli di calcemia e le sue azioni sono:

stimola I'enzima 1a-idrossilasi renale che converte la vitamina D in una forma
attiva circolante;

nei reni aumenta la clearance renale del calcio e del fosforo;

nelle ossa inibisce il riassorbimento del calcio da parte degli osteociti e
previene |'osteolisi indotta dal PTH. [7]
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Figura 1.2 Metabolismo della vitamina D [1]



1.3 Il livelli di vitamina D nel corpo umano

| quantitativi di vitamina D nell’'uomo vengono valutati usando come indicatore i livelli
di 25-idrossivitamina D, in quanto & la forma principale della vitamina D presente
nel circolo ematico, riflette sia I'apporto cutaneo che quello alimentare, ed € un
precursore dell'1,25-diidrossivitamina D (cioé la forma attiva della vitamina D).
L'1,25-diidrossivitamina D non €& usato come indicatore per la valutazione
diagnostica poiché i suoi livelli possono essere sia normali sia elevati in presenza
di carenza di vitamina D e questo la rende un marcatore inaffidabile.

Anche se si discute ancora in ambito medico sulla definizione precisa di carenza di

vitamina D normalmente si definisce:

o sufficiente quando i livelli sierici sono maggiori di 30 ng/ml (75 nmol/l);

e carenza lieve quando i livelli si trovano tra 20 e 30 ng/ml (50-75 nmol/l);

e carenza moderata-grave quando i livelli sono minori di 20 ng/ml (50 nmol/l)
[8];

e intossicazione quando i livelli sono superiori a 150 ng/ml (374 nmol/l). [4]

Questi limiti sono stati stabiliti considerando che i livelli di PTH rimangono stabili per
valori di 25-idrossivitamina D superiori a 30 ng/ml; si & anche notato che
I'assorbimento intestinale di calcio é ottimale per valori intorno ai 30 ng/ml mentre i

benefici clinici sulla salute si manifestano con livelli superiori a 40 ng/ml. [3] [8]



2

PATOLOGIE METABOLICHE E CARENZE DI VITAMINA D

2.1. Patologie correlate all’eccesso di vitamina D

La vitamina D & una sostanza liposolubile percid si deposita nel tessuto adiposo

dell'organismo e tale accumulo, se risulta essere superiore ai livelli normali puo

creare problemi di sovradosaggio (chiamati ipervitaminosi D) ed in alcuni casi puo

risultare anche nello sviluppo di tossicita. [4]

L’accumulo di vitamina D pud essere dato dell'aumentato assorbimento intestinale

di questa o da un'eccessiva ritenzione renale del calcio; questo eccesso crea diversi

effetti collaterali tra cui:

problemi respiratori e cardiovascolari dati dalla formazione di depositi di
calcio nei polmoni e nei vasi sanguigni; inoltre pud generare problemi
gastrointestinali che compromettono la qualita della vita e che possono
portare a situazioni di simil malnutrizione;

I'accumulo di calcio nel circolo sanguigno porta a uno stato di ipercalcemia
che causa sintomi di debolezza muscolare, stitichezza, nausea, aumento
della minzione e in casi piu rari danni ai tessuti o ad organi vitali; pud
aumentare anche il rischio di una calcolosi renale con dolori acuti che
possono richiedere un intervento di rimozione dei calcoli che sono venuti a
formarsi. La presenza di questi elevati quantitativi di calcio nel sangue inoltre
puo dare problemi al cuore e al sistema cardiovascolare con possibili aritmie
e altri disturbi cardiaci;

il mal funzionamento dei sistemi organici a causa dell'accumulo di calcio che

inducono affaticamento e debolezza generale. [4] [9]



2.2, Patologie correlate al deficit di vitamina D

Quando i valori di vitamina D risultano essere inferiori ai livelli corretti si generano
problemi di salute e patologie serie.

In generale le cause che possono portare a difficolta di produzione di vitamina D
negli individui (indipendentemente dall'eta) dipendono dalla presenza di melanina
(abbondante nelle persone con carnagione scura ma ridotta in quelle chiare),
dalluso di creme solari con alto fattore di protezione, dall'abbigliamento che
impedisce I'esposizione solare alla maggior parte del corpo e della latitudine, infatti
si & notato che i livelli di 25(OH)D3 sono inversamente correlati sopra il 37° di
latitudine e che durante i mesi invernali si ha una minore sintesi cutanea di vitamina
D. [10]

Anche la riduzione della funzione renale (spesso presente nei soggetti con eta
avanzata) comporta una diminuzione dell'enzima 25(OH)-10-idrossilasi che si
traduce in una minor conversione della vitamina D nella sua forma attiva. Lo stesso
varra per la riduzione dell'espressione del recettore VDR a livello osseo, muscolare
e intestinale, che causera cosi una resistenza alla vitamina D. [11]

Ulteriore fattore che favorisce la carenza di vitamina D pud essere l'utilizzo di
farmaci in grado di aumentare il suo catabolismo come glucocorticoidi, barbiturici,
rifampicina, antiepilettici; [8] ma anche I'aumento della massa grassa ha lo stesso
effetto perché la forma attiva della vitamina D tende a legarsi al tessuto adiposo
riducendo cosi la sua disponibilita. [12]

Questa carenza costituisce un problema mondiale molto grave soprattutto per gli
anziani. In questa categoria di individui si verifica una ridotta capacita di sintesi
cutanea di colecalciferolo causata dalla diminuzione dei livelli cutanei di 7-
deidrocolesterolo, pertanto la produzione di vitamina D risulta ridotta circa del 75%
rispetto a quella dei soggetti di 20-30 anni esposti alla stessa quantita di luce. [11]
[13]
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Figura 2.1. Cause che portano al deficit di vitamina D

Lo stato di salute di un individuo percio risulta essere enormemente dipendente
dall’azione della vitamina D, la quale pud portare numerosi effetti positivi oppure se
risulta in deficit pud causare parecchie ripercussioni/patologie importanti su molti
sistemi dell’organismo quali: 'omeostasi del tessuto osseo, il sistema immunitario,

'apparato cardiocircolatorio, il sistema muscolo-scheletrico, le cellule p-

pancreatiche e quelle cerebrali. [4]

CARENZA DI VITAMINA D
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Dolori Muscolari
Mal di schiena

Osteoporosi

Figura 2.2. Sintomi da carenza di vitamina D [A]
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2.2.1. Patologie ossee

La vitamina D ha una funzione essenziale nei processi di mineralizzazione dello
scheletro in tutte le fasi della vita quindi la presenza di ridotte quantita di 25(OH)D3
portano a diverse patologie metaboliche dellosso tra cui l'osteomalacia e
I'osteoporosi nell’adulto, mentre nei bambini porta al rachitismo. [14]

Quando si verifica una carenza significativa di vitamina D, si generano nell'individuo
delle condizioni di ipocalcemia e ipofosforemia, queste danno origine a gravi difetti
nei meccanismi di mineralizzazione della matrice organica e portano alla comparsa
di tessuto osteoide; quindi il deficit di questa vitamina causa una diminuzione della
disponibilita degli osteoclasti e rende piu difficile la loro maturazione. [15] [16]

Le tre patologie ossee conseguenti sono il rachitismo, l'osteomalacia e
I'osteoporosi:

e il rachitismo & caratterizzato da una mineralizzazione inadeguata sia dello
scheletro che delle cartilagini di accrescimento, le quali presentano una
densita ridotta e margini irregolari. Esistono due varianti di rachitismo
dipendenti dalla vitamina D ed entrambe hanno ereditarieta autosomica
recessiva:

- rachitismo di tipo | caratterizzato da un difetto nell'attivita dell'enzima
renale, ovvero l'a1-idrossilasi, che si manifesta prima dei due anni di eta
(spesso nei primi sei mesi di vita);

- rachitismo tipo Il che € causato da una carente sintesi dei recettori
per 1'1,25(0OH)2D3 a livello cellulare; [17]

NORMAL BONES {ICKETS

Figura 2.3. Differenza tra le ossa dei soggetti rachitici e quelle dei soggetti sani [B]
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'osteomalacia € una patologia generata da una carenza di vitamina D al
termine della fase di crescita dello scheletro quindi la mineralizzazione risulta
inadeguata e questo causa conseguente fragilita e vulnerabilita alle fratture
anche se la microarchitettura ossea rimane intatta e mantiene il suo volume
normale. [4] In condizioni normali, la percentuale di tessuto osteoide e
compresa tra lo 0 e il 4% mentre nelle forme piu gravi di osteomalacia questa
percentuale puo arrivare fino al 70%. [18]
L'osteomalacia pud manifestarsi in tre forme diverse:

- forma lieve: dove c'€ un'elevata attivita osteoclastica e un
iperparatiroidismo secondario;

- forma intermedia: caratterizzata prevalentemente dalla fibrosi
midollare e dalla presenza di osso a fibre intrecciate;

- forma avanzata: dove si ha una riduzione del ricambio osseo e

osteoblasti appiattiti che rivestono i grossi bordi osteoidi; [18]

Figura 2.4. Radiografia delle ginocchia di un soggetto affetto da osteomalacia [C]

l'osteoporosi € una patologia cronica del sistema scheletrico generata da
alterazioni nella microarchitettura del tessuto osseo che portano una
graduale perdita di massa e fragilita ossea con il conseguente aumento del
rischio di fratture. [4] Questo avviene soprattutto alla colonna vertebrale,
all’'anca e al polso causando dolore, disabilita importanti e un aumento del
rischio di mortalita precoce; [4] [19]
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Figura 2.5. Confronto tra il tessuto osseo di un soggetto sano e quello di un paziente che

soffre di osteoporosi [D]

La vitamina D quindi svolge un ruolo fondamentale nell'assorbimento del calcio
nell'intestino tenue e rappresenta un fattore essenziale per la formazione e il
mantenimento di ossa forti e sane; di conseguenza senza un suo adeguato apporto
0 uno squilibrio nel suo assorbimento si ha una diminuzione della mineralizzazione

ossea e un aumento del rischio di fratture, soprattutto negli anziani.
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2.2.2. Patologie muscolari

La vitamina D ha anche una notevole influenza sul tessuto muscolare in quanto
attraverso i suoi recettori specifici (VDR) presenti nei muscoli ha un effetto sulla
forza muscolare. [20]

La mancanza di questa vitamina pud causare infatti indebolimento muscolare (in
particolare nei gruppi muscolari prossimali) e dolori diffusi che perd nelle forme lievi
risultano sintomi reversibili e quindi eliminabili attraverso la somministrazione di
vitamina D. [21]

Diversi studi condotti su anziani che presentavano una carenza di vitamina D hanno
dimostrato che se viene somministrata una adeguata integrazione di questa
vitamina allora migliorano la forza, la funzionalita muscolare e I'equilibrio (in base
alla dose fornita) e ne consegue percid una diminuzione delle cadute. [22] E stato
osservato che con dosaggi giornalieri compresi tra 700-1.000 Ul o in generale con
il raggiungimento di una concentrazione di 25(OH)D superiore a 60 nmol/L (24
ng/ml) si puo ridurre il rischio di cadute del 19% o arrivare addirittura al 26%. [23]
Tuttavia, un’altra ricerca ha riportato un aumento del rischio di cadute e fratture nelle
donne anziane che hanno ricevuto una somministrazione annuale di 500.000 Ul di
vitamina D; si € dedotto che questo risultato sia dovuto al dosaggio elevato
somministrato nell’anno. Ulteriori approfondimenti per stabilire la dose realmente
ottimale di vitamina D devono quindi ancora essere effettuati. [24]

La vitamina D sembra agire positivamente sia sul sistema muscolare (perché
stimola la sintesi proteica), sia sull'equilibrio posturale che sulla capacita
dell'attenzione negli anziani. [25]

Uno studio condotto dal ricercatore Dhesi ha infatti evidenziato che fornire quantita
adeguate di vitamina D negli individui anziani migliora i tempi di reazione, la
performance funzionale e l'equilibrio ma non la forza muscolare. L'analisi di questi
studi ha portato ad ipotizzare che questa vitamina migliora la coordinazione
neuromuscolare non la forza muscolare vera e propria e tramite questa determini

un miglior equilibrio e riduzione delle cadute. [25]

14



2.2.3. Malattie cardiovascolari

I VDR é stato individuato anche nei tessuti del sistema cardiovascolare in
particolare nei fibroblasti cardiaci, nei cardiomiociti e nell'endotelio in particolare
nelle cellule muscolari lisce dei vasi. [26] [27]

Da alcune ricerche cliniche &€ emerso uno stretto collegamento tra i fattori di rischio
comuni per le malattie cardiovascolari e la carenza di vitamina D. [28] Ad esempio,
e stato fatto uno studio (2008) che ha preso in considerazione la relazione tra i livelli
di 25(OH)D e il rischio di infarto miocardico (IMA) su un’ampia popolazione maschile
priva di malattie cardiache preesistenti e si & scoperto che i pazienti con livelli di
vitamina D superiori a 30 mg/dl avevano circa la meta del rischio di sviluppare un
IMA dopo 10 anni di follow-up, senza che avessero vincoli di altri fattori di rischio
cardiovascolari. [29]

Non & perd ancora del tutto chiaro il meccanismo fondamentale tramite il quale la
concentrazione adeguata di vitamina D pud proteggere dalle malattie
cardiovascolari ma é stato dimostrato che la vitamina puo agire sia direttamente che
indirettamente sul miocardio.

Tra le azioni dirette associate vi sono:

¢ laregolazione del flusso di calcio all'interno della cellula;
¢ il blocco del sistema RAS (cio¢ il sistema renina-angiotensina-aldosterone);

e linfluenza sulla differenziazione e la proliferazione dei cardiomiociti. [30]
Le azioni indirette che puo dare invece sono:

e ['annullamento dei processi immunologici ed infammatori;
¢ la prevenzione delle infezioni e dell’'iperparatiroidismo secondario;

e [l'aumento degli effetti antipertensivi ed anti-aterosclerotici. [30] [31]

Diversi studi in vitro hanno dimostrato che la vitamina D influenza anche la
pressione arteriosa in quanto svolge un ruolo diretto nella regolazione del sistema
renina-angiotensina infatti la sua forma attiva sopprime direttamente I'espressione
del gene della renina. [32]

La vitamina D regola la crescita e lo sviluppo delle cellule muscolari lisce dei vasi e
dei cardiomiociti ed inibisce il rilascio di citochine da parte dei linfociti; [26] inoltre

sembra che influenzi anche i vasi sanguigni riducendo il rischio calcificazione
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arteriosa e di trombosi migliorando la funzione endoteliale e regolando
l'infammazione coinvolta nella patogenesi dell'aterosclerosi. [30] [32]
Recentemente & stato osservato come la supplementazione di vitamina D migliora
anche la funzione endoteliale attraverso la riduzione dello stress ossidativo e della
perossidazione lipidica. [33]

Alcuni studi randomizzati hanno anche mostrato che un fattore di rischio per lo
sviluppo di ictus fatali puo essere rappresentato dalla carenza di questa vitamina.
[34]
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2.2.4. Malattie autoimmuni

La vitamina D nei macrofagi pud esercitare un'azione autocrina stimolando la
produzione di catelicidina ma pud anche avere una funzione paracrina sui linfociti T

e B controllando la regolazione della sintesi di citochine e immunoglobuline. [4]

Questa scoperta ha dato origine a numerosi studi osservazionali sugli effetti del

deficit di vitamina D in relazione alle diverse malattie autoimmuni quali:

e ['artrite reumatoide (AR): patologia nella quale sono colpite principalmente le
articolazioni con danni alle membrane sinoviali che causano danni ossei che
possono portare a deformita e disabilita. | sintomi piu diffusi sono rigidita,
dolore, gonfiore, calore e arrossamento delle articolazioni interessate
soprattutto alle prime ore dal risveglio. [16] La giusta quantita di vitamina D
potrebbe contribuire a ridurre l'infiammazione articolare, con possibili benefici

nel rallentamento della progressione della malattia.

/4 A

Figura 2.7. Articolazioni sinoviali della mano di un paziente affetto da AR [E]

e la sclerosi multipla (SM): l'infammazione danneggia la mielina dei neuroni
provocando cosi lesioni e cicatrici alle fibre nervose nel SNC; i sintomi piu
comuni includono disturbi visivi, debolezza muscolare, problemi di mobilita,
di coordinamento, di sensibilita e di tipo cognitivo. [35] In diverse ricerche &

stata evidenziata una possibile correlazione tra livelli elevati di vitamina D e
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un minor rischio di sviluppare questa malattia autoimmune che colpisce |l

sistema nervoso centrale;

Nervo normale Sclerosi Multipla

NUCLEO .

| assone GUAINA N | assone
MIELINICA %

DANNEGGIATA

GUAINA
MIELIMICA

NUCLEO

TERMINALI ASSONICI

TERMINALI ASSONICI

Figura 2.6. Differenze tra un nervo sano e quello di un paziente affetto da SM [F]

¢ il lupus eritematoso sistemico (LES): dove i bersagli sono i tessuti d’origine
mesenchimale dell'individuo e questo genera un’infiammazione che colpisce
principalmente cuore, reni, polmoni, pelle, articolazioni e sistema nervoso.
| sintomi che si possono osservare vanno da dolori articolari, eruzioni
cutanee, ulcere orali, affaticamento e febbre; mentre nei casi piu gravi si
possono sviluppare problemi renali, cardiaci e neurologici. [36] Nonostante i
dati siano ancora limitati, si suppone che ci sia un'associazione tra i bassi
livelli di vitamina D e 'aumento del rischio di questa malattia autoimmune

sistemica;

Figura 2.8. Tipici rush cutanei in un soggetto affetto da LES [G]
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il morbo di crohn e colite ulcerosa: sono malattie inflammatorie croniche che
colpiscono le pareti intestinali portando addirittura a volte alla formazione di
ulcere; i sintomi piu frequenti sono dolori, febbre e crampi al ventre associati
a diarrea persistente e talvolta con presenza emorragica nelle feci
semiliquide. Le ricerche ipotizzano che la vitamina D possa svolgere un ruolo
molto importante nella salute e nella gestione di queste malattie, tuttavia per
avere dati attendibili sono necessarie ulteriori analisi correlate a queste

patologie. [37]

19



2.2.5. Diabete

Con la scoperta della presenza dei recettori VDR nelle cellule pancreatiche si
ipotizzata la correlazione tra vitamina D e il potenziale impatto del deficit di questa
vitamina sulla secrezione insulinica. [38]

Numerose ricerche hanno evidenziato che nei pazienti con un alto rischio di sviluppo
diabetico e in quelli con diabete conclamato si osserva una minore concentrazione
di 25(OH)D3 rispetto ai gruppi di controllo [39] [40]; inoltre queste analisi hanno
evidenziato anche che nelle donne con diabete mellito di tipo Il si riscontra una
maggiore frequenza di ipovitaminosi D. [39]

Studi successivi hanno suggerito che la carenza di vitamina D & associata
all’aumento del rischio di sviluppare diabete di tipo Il, sia a una sensibilita insulinica
ridotta, che ad un rischio maggiore di sviluppare la sindrome metabolica. [41]

Si & percio ipotizzato che la vitamina D stimoli la secrezione insulinica e influenzi la
modulazione del sistema immunitario agendo direttamente sui recettori presenti
sulle cellule B e pertanto la sua carenza potrebbe generare una risposta
inflammatoria eccessiva associata alla resistenza insulinica. [42] [43]

Per confermare se la vitamina D possa effettivamente influenzare il rischio di diabete
perd sono indispensabili nuovi trial specifici che valutino questa ipotesi. [44]
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2.2.6. Cancro/neoplasie

La vitamina D svolge anche un ruolo cruciale come ormone nel controllo della
crescita cellulare promuovendo la differenziazione nelle cellule sane ed inibendo la
progressione di mutazioni che portano allo sviluppo di cellule neoplastiche.

Le evidenze scientifiche odierne suggeriscono che la vitamina D possa rallentare la
progressione tumorale attraverso varie azioni, tra cui la diminuzione della
proliferazione cellulare, l'inibizione dello sviluppo di metastasi, la riduzione
dell'angiogenesi e l'incremento dell'apoptosi nelle cellule trasformate. [14]

Si € osservato che vivere ad alte latitudini aumenta il rischio di sviluppare e morire
di cancro questo probabilmente anche a causa della minore produzione di vitamina
D in queste zone. Ne consegue percio 'ipotesi di un legame tra carenza di vitamina
D ed insorgenza di tumori, che é stata confermata anche da alcune metanalisi che
hanno trovato una correlazione importante tra bassi livelli ematici di questa vitamina
e il rischio di tumore alla mammella e al colon-retto; questi studi suggeriscono che
livelli sierici di 25(OH)D3 superiori a 32 ng/ml possono diminuire del 50% la
probabilita di insorgenza di tumori al colon-retto. [45] [46] [47]

Un trial clinico randomizzato condotto nel 2007 ha evidenziato una importante calo
del rischio di tumori nei soggetti che hanno assunto una associazione di 1.100 Ul di
vitamina D e calcio rispetto a chi ha preso solo calcio o placebo. [48]

Tuttavia, altri studi simili non hanno rilevato alcun effetto della terapia con calcio e
vitamina D sull'incidenza di tumori alla mammella e al colon-retto. [49]

Al momento attuale quindi non esistono evidenze certe e significative che
confermino in modo definitivo una relazione tra carenza di vitamina D, incidenza di

tumori o mortalita da cancro.
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2.2.7. Depressione

| VDR sono presenti in diverse regioni cerebrali, pertanto, si € ipotizzata anche
un'associazione tra disturbi psichiatrici e la carenza di vitamina D. Diversi studi
osservazionali hanno evidenziato che gli individui che presentavano maggiori
probabilita di essere depressi avevano i piu bassi livelli di 25(OH)D3. [50]

In particolare, due studi clinici randomizzati hanno preso in esame l'efficacia di una
somministrazione ulteriore di vitamina D nei pazienti affetti da depressione,
evidenziando un discreto miglioramento dei sintomi depressivi. | risultati perd non
possono essere estesi all'intera popolazione in quanto queste ricerche presentano
delle limitazioni poiché coinvolgono un numero circoscritto di pazienti e solo alcune
categorie di essi. [51] [52]

Per ottenere risultati certi ed attendibili quindi sono necessari ulteriori studi condotti
per tempi piu lunghi per determinare se la carenza di vitamina D sia partecipi a
determinare lo sviluppo di depressione o se sia semplicemente una conseguenza

di essa.
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3 COME LA VITAMINA D REGOLA IL SISTEMA IMMUNITARIO

3.1. Ruolo della vitamina D nella regolazione della risposta immunitaria

Ormai & accertato che la vitamina D nella sua forma attiva, con la formula
1,25(0OH)2D3, ha un ruolo fondamentale nella regolazione del sistema immunitario
influenzando il fenotipo delle cellule presentanti I'antigene (APC) e delle cellule
dendritiche (DC), ed esercitando un controllo anche sulle funzioni dei linfociti T e B.
Questa regolazione & esercitata principalmente dall’azione della vitamina D sui
fattori di trascrizione nucleari (come NF-kB), ma anche dall’interazione diretta sui
promotori che regolano I'espressione genica delle citochine.

La scoperta del ruolo della vitamina D nella regolazione del sistema immunitario &
stata possibile grazie all'identificazione del recettore della vitamina D (VDR)
allinterno del nucleo di diverse cellule del sistema immunitario; come i linfociti T-

helper, citotossici, i linfociti B, i neutrofili, le APC, le DC e i macrofagi. [53]
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Figura 3.1. Azioni della vitamina D sulle cellule del sistema immunitario
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3.2. Vitamina D e cellule dendritiche
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Figura 3.2. Azioni sulle cellule dendritiche

Le DC sono cellule presentanti I'antigene professionali, sono quindi altamente
specializzate per la cattura, I'elaborazione e la presentazione dello stesso alle
cellule T sia nel timo che nei linfonodi periferici. Una presentazione efficace richiede
che le DC immature catturino I'antigene e vadano incontro ad un processo di
maturazione indotto da segnali del microambiente in cui si trovano. Se I'antigene
viene catturato processato e presentato senza la maturazione delle cellule DC
queste inducono tolleranza verso I'antigene. [54] [55]

La somministrazione di vitamina D alle DC CD1+ immature impedisce loro di
completare la loro differenziazione infatti mantengono I'espressione dei marker
monocitici. [53]

Questo fenomeno trova la sua spiegazione nel fatto che la 1,25-diidrossivitamina D
é in grado d’inibire in fattore di trascrizione NF-kB; tutto cid genera una
soppressione dell'espressione del MHC-Il, CD40, CD80 e CD86 (che sono delle
molecole costimolatorie), questo portera ad una diminuzione della capacita delle
DC di presentare I'antigene in modo efficace e quindi anche di attivare i linfociti T.
[5] [59]
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La vitamina D, sempre attraverso l'inibizione NF-kB, influenza la produzione di
citochine da parte delle DC portandole a produrre e rilasciare principalmente IL-10
e riducendo notevolmente la sintesi e rilascio di IL-12 e IL-23. Questo shift nella
produzione di citochine si traduce in una ridotta stimolazione dei linfociti Th1 e Th17
a favore della differenziazione delle cellule T regolatorie immunosoppressive Treg1.
La vitamina D, quindi, influenza la differenziazione delle DC favorendo la genesi di
DC con funzione immunosoppressiva. [53]

Si ritiene pero che la vitamina D, oltre a tutte queste azioni inibitorie sulle cellule
dendritiche, svolga anche un ruolo essenziale nell’attivare la risposta immunitaria,
perché aumenta l'espressione del recettore per il mannosio migliorando cosi la
cattura dell'antigene ed aumentando la capacita di endocitosi. [53]

E stato osservato come durante il processo di maturazione, si assista ad un
aumento dell'espressione dell'la-idrossilasi associato ad una diminuzione del
recettore della vitamina D (VDR). Questo fa si che le DC mature risultino
abbastanza insensibili alla vitamina D, mantenendo cosi la loro capacita di avviare
una risposta linfocitaria e stimolare I'immunita acquisita.

Contemporaneamente la vitamina D che ha origine da queste cellule agisce sul
VDR espresso sulle DC immature, frenando ulteriormente la loro maturazione, che

altrimenti comporterebbe una sovrastimolazione delle cellule T. [53] [56]
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3.3. Vitamina D e immunita innata
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Figura 3.3. Azioni sulle cellule dellimmunita innata

La prima barriera di difesa contro un ampio spettro di microrganismi patogeni
(batteri, virus, funghi e protozoi) & rappresentata dall’immunita innata, le cui cellule
esprimono i recettori per il riconoscimento di pattern molecolari associati ai patogeni
(PAMP).

Tra i recettori di riconoscimento dei PAMP, un ruolo cruciale & svolto dalla classe
Toll Like Receptors (TLR), che sono dei recettori trans-membrana che attivano la
risposta immune mediante il riconoscimento di componenti presenti sui patogeni e
sono ampiamente espressi su macrofagi, monociti e cellule polimorfonucleate. [56]
Le risposte ai segnali trasmessi dai TLR includono la produzione di citochine e di
peptidi antimicrobici; tra quest’ultimi i piu prodotti dal’'uomo sono la catelicidina, le
a-defensine e le B-defensine. [56]

La vitamina D agisce come collegamento positivo tra 'attivazione dei TLR e la
produzione di catelicidina, quindi ha un ruolo cruciale nel controllo della risposta

antibatterica del sistema immunitario innato.
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La catelicidina svolge diverse funzioni nell'immunita innata oltre alla sua azione
antibatterica:

e stimola 'aumento dell’espressione e del rilascio di citochine che portano al
differenziamento dei linfociti T-helper di tipo 2 (come IL-6, IL-10 e IL-18);

e induce la chemiotassi dei neutrofili, monociti, macrofagi e cellule T;

e stimola il recettore del fattore di crescita epidermico (portando all’attivazione
di STAT-1 e STAT-3) che quindi portera ad un aumento della proliferazione,
differenziazione e sopravvivenza delle cellule degli epiteli;

e fa da ponte tra 'immunita innata e quella acquisita/adattativa e questo fa si
che I'organismo possa innescare delle risposte specifiche in base ai diversi
patogeni con cui entra in contatto. [5]

Sembrerebbe avere anche un effetto sulla ossido nitrico sintetasi inducibile (iINOS)
i dati esaminati sono pero discordanti tra loro, in quanto alcuni studi suggeriscono
un'induzione di iINOS in cellule macrofagiche umane mentre altre ricerche hanno
dimostrato che questa vitamina ha degli effetti inibitori. [53]

La vitamina D promuove inoltre I'attivita antimicrobica delle cellule mieloidi, ma allo
stesso tempo non permette I'espressione dei recettori TLR2 e TLR4 sui monociti,
portando queste cellule ad una ridotta risposta ai PAMP; quest’effetto si manifesta
con un picco dopo circa 72 ore dalla somministrazione ed ha un ruolo di feedback
negativo per evitare un'eccessiva attivazione dei TLR. [53]

Durante il processo di differenziazione in macrofagi o in cellule dendritiche i monociti
riducono l'espressione del recettore della vitamina D (VDR), quindi con il progredire
della maturazione questi diventano meno sensibili a questa vitamina. La vitamina D
possiede un duplice effetto sulla produzione citochinica da parte delle cellule
monocitarie: la produzione di IL-1 aumenta ma quella sia di TNF-a che di IL-6 si
riduce. [53]

Per quanto riguarda l'effetto della vitamina D sulle cellule Natural Killer (NK), come
per la produzione di iINOS, i risultati degli studi sono contrastanti poiché alcuni
indicano effetti soppressivi indiretti sull'attivita dei NK, mentre altri evidenziano una
stimolazione dose-dipendente sulla citotossicita dei NK. [57]
Riassumendo la vitamina D promuove la differenziazione dei monociti in macrofagi,

stimolandone il reclutamento la fagocitosi dei patogeni, I'espressione dei Pathogen-
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Recognition Receptors (PRR) e rendendoli quindi pronti a riconoscere e rispondere

allinvasione dei patogeni.
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3.4. Vitamina D e immunita adattativa
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Figura 3.4. Azioni sulle cellule dell'immunita adattativa/acquisita

La vitamina D ha un impatto significativo sia diretto che indiretto sulle cellule T,
contribuendo alla regolazione della produzione di citochine cruciali per il
differenziamento linfocitario.

L'effetto indiretto sulle cellule T comporta l'inibizione della produzione di citochine
che favoriscono i linfociti Th1 (come IFN-gamma e IL-12) e l'attivazione delle
risposte dei linfociti Th2 tramite un aumento della produzione di IL-4, IL-5 e IL-10.
In piu poiché la vitamina D diminuisce la produzione di IL-6 e IL-23 allora limita la
risposta dei linfociti Th17 (cellule T-helper il cui ruolo principale & richiamare i
leucociti nella zona dell'infezione per contrastare i funghi e batteri) e favorisce la
differenziazione e/o l'espansione dei linfociti Treg CD4+/CD25+ (cellule
fondamentali per la tolleranza del sistema immunitario) che producono IL-10,
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ostacolando cosi lo sviluppo dei linfociti Th1 e bloccando la produzione di IL-17. [5]
[58] [59]

Gli effetti inibitori diretti della vitamina D si possono osservare chiaramente sulle
cellule T della memoria perché queste hanno un numero maggiore di VDR rispetto
alle cellule naive. [53] In queste cellule la forma attiva della vitamina D aumenta
anche l'espressione dei recettori chemochinici CCR10, CCR27 ed inibisce
I'espressione di CCR9. [56]

La vitamina D riduce la proliferazione, la differenziazione e la produzione di anticorpi
sui linfociti B; e ne aumenta loro apoptosi. [60]

Riassumendo la vitamina D induce differenziazione dei linfociti regolatori e va ad

inibire la produzione di IL-6, IL-23 e I'espressione di CCRO.
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4 COME IL SISTEMA IMMUNITARIO E REGOLATO DAL MICROBIOTA
INTESTINALE

4.1. Cos’é il microbiota intestinale

Il microbiota intestinale rappresenta un ecosistema complesso e dinamico costituito
da batteri, virus, protozoi e funghi, adattatisi a colonizzare la mucosa e il lume
intestinale, grazie allo sviluppo nel corso dell'evoluzione umana di un rapporto
simbiotico con I'organismo umano. [61]

Le stime indicano che il numero di microrganismi presenti nel tratto gastrointestinale
sia maggiore ai centomila miliardi di cellule microbiche per grammo, e che queste
siano appartenenti a circa duemila specie diverse. [62]

La variabilita intra-individuale del microbiota intestinale, ovvero le differenze nel
profilo di specie batteriche tra individui, & influenzata da molteplici fattori quali
I'assunzione di antibiotici, le diverse abitudini culturali-alimentari e lo stile di vita. [62]
Tuttavia, esiste un insieme di circa 57 specie batteriche comuni a tutti gli individui; i
phyla microbici prevalenti nell'intestino umano sono:

e Firmicutes = sono dei gram positivi, rappresentano il phylum predominante
nell’intestino, e questo gruppo &€ composto da tantissimi generi diversi come
Lactobacillus, Bacillus, Clostridium ed Enterococcus;

e Bacteroidetes = sono dei gram negativi, rappresentano il secondo phylum
intestinale come presenza, e sono rappresentati principalmente dai generi
Bacteroides e Prevotella;

e Proteobacteria;

e Fusobacteria;

e Actinobacteria;

e Verrucomicrobia. [63]

Il microbiota intestinale subisce un continuo processo di evoluzione dall'infanzia

all'eta adulta ed anche durante l'invecchiamento:

e al momento della nascita, la tipologia di parto influisce sulla composizione
del microbiota, infatti i neonati nati per via vaginale mostrano una

composizione uguale al microbiota delle vie genitali della madre, mentre i
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neonati nati per cesareo presentano una composizione simile alla pelle del
genitore; [64]

e durante l'allattamento e lo svezzamento il microbiota si arricchisce, i neonati
allattati al seno ricevono le comunita microbiche dal latte materno e dalla
superficie del seno mentre quelli che assumono latte artificiale mostrano una
minore diversita batterica; [65]

e nell'eta adulta, il microbiota si completa e rimane stabile, sebbene con
composizione e densita differente nei diversi tratti intestinali;

e durante l'invecchiamento invece si verificano modifiche principalmente
dovute a scelte alimentari (dovute ad una possibile incapacita nella

masticazione) e ad una digestione rallentata. [66]
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excitatory synapses
inhibitory synapses

axonal growth and myelination

Figura 4.1. Evoluzione del microbiota con il passare dell’eta [67]

Una composizione finale del microbiota intestinale equilibrata e sana é
caratterizzata da un’ampia e diversificata comunita microbica; tuttavia possono
verificarsi situazioni di alterazione della composizione batterica intestinale (note
come disbiosi) che sono causate da differenti fattori come I'assunzione di farmaci,

l'invecchiamento, le infezioni, la dieta non equilibrata e gli interventi chirurgici. [62]
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4.2. Ruolo del microbiota sul sistema immunitario

L'interazione tra i microbi intestinali e I'organismo & rappresentata da un rapporto
simbiotico caratterizzato da reciproci benefici; infatti 'ospite fornisce un ambiente
ricco di nutrienti, mentre il microbiota offre elementi essenziali per la salute umana.
[63]

Il microbiota intestinale ha un impatto significativo su diversi aspetti della fisiologia

umana, infatti & coinvolto in:

ATTIVITA
METABOLICHE

~

ELIMINAZIONE DI MICROBIOTA DIFESA CONTRO |

TOSSINE DAL LUME [ SA CONTS
INTESTINALE INTESTINALE

IMMUNOMODULAZIONE

—

/

MODULAZIONE
NEUROENDOCRINA

MANTENIMENTO
DELLINTEGRITA DELLA
BARRIERA INTESTINALE

Figura 4.2. Ruoli del microbiota sulla salute umana

1. attivita metaboliche:
- fermenta i carboidrati producendo cosi acidi grassi a catena corta (SCFA);
- modula l'omeostasi energetica;
- amplifica il metabolismo proteico e lipidico;
- produce vitamine come la K2, la niacina, la tiamina e I'acido nicotinico;
- metabolizza le ammine e gli antiossidanti;
- metabolizza/recupera gli acidi biliari;
2. difesa contro i patogeni:
- abbassa il pH;
- produce sostanze antibiotiche e antibatteriche;
- compete per i recettori sulle cellule dell'ospite;
- da concorrenza per le sostanze nutritive;
3. mantenimento dell'integrita della barriera intestinale, grazie alla produzione
di SCFA, enzimi, poliammine e monossido d'azoto il microbiota & in grado di

regolare la proliferazione cellulare e le funzioni dell’intestino;
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4. modulazione neuroendocrina, produce una numerosa gamma di mediatori
che regolano l'attivita di vari organi, incluso il cervello;
eliminazione di tossine dal lume intestinale;
immunomodulazione, stimola il sistema immunitario intestinale (GALT cioé il
tessuto linfoide diffuso che si trova nell’apparato intestinale). [68] [69]
Il microbiota intestinale interagisce di continuo con le cellule immunitarie del tessuto
intestinale attraverso complessi segnali molecolari; questa comunicazione
contribuisce al mantenimento dell’equilibrio tra la tolleranza e la risposta
immunitaria, influenzando cosi la produzione di alcune citochine e mediatori
dell'infiammazione. [70]
In aggiunta, il microbiota produce un‘ampia varieta di metaboliti bioattivi, come gli
SCFA, che possiedono potenti effetti immunomodulatori ed in particolare sono
implicati nella regolazione dell'infliammazione. Inoltre, il microbiota & anche coinvolto
nella modulazione dell'immunita adattativa perché coopera alla differenziazione e
alla funzione delle cellule T e B. Diversi microrganismi (ad esempio il Lactobacillus)
possono portare alla produzione di anticorpi specifici, offrendo cosi una protezione
contro determinati patogeni. [69]
Durante l'infanzia, il microbiota intestinale prende parte allo sviluppo e alla
maturazione del sistema immunitario, favorendo una risposta immunitaria
adeguata; fornisce una corretta tolleranza verso i microbi non patogeni (che sono
quelli commensali) mentre quelli pericolosi (sono i patogeni riconosciuti come non
self) verranno aggrediti e distrutti.
Tuttavia, in presenza di disbiosi, nelle malattie inflammatorie croniche intestinali
(IBD) e in altre patologie autoimmuni, si puo verificare uno squilibrio nel microbiota.
Questo squilibrio porta ad un'infezione cronica e ad una risposta immunitaria
iperattiva, portando quindi a numerosi danni al tessuto ospite e causando sintomi

dolorosi e invalidanti. [71]
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4.3. Disbiosi/microbiota intestinale alterato

Il termine "disbiosi" indica un qualsiasi squilibrio (sia quantitativo che qualitativo)
della popolazione batterica intestinale che pud causare alterazioni della sua
funzione metabolica e della sua distribuzione lungo il tratto intestinale. [68]

CARENZALE

DA SENSIBILIZZAZIONE

DISBIOSI PUTREFATTIVA

FERMENTATIVA

DA FUNGHI

Figura 4.3. Tipologie di disbiosi

Le disbiosi intestinali sono suddivise e classificate in cinque principali tipologie:

1. disbiosi carenziale caratterizzata da un deficit della flora batterica (soprattutto
di bifidobatteri e lattobacilli), questa tipologia & favorita da un’alimentazione
povera di fibre solubili e ricca di alimenti confezionati/raffinati, oppure puo
essere causata da trattamenti farmacologici a base di antibiotici;

2. disbiosi da sensibilizzazione causata da una risposta immunitaria diretta
contro i batteri della microflora fisiologica;

3. disbiosi putrefattiva favorita da una dieta ricca di carni e grassi di origine
animale ma anche povera di fibre, questa porta ad un aumento del numero
di batterioidi, clostridi e peptococchi;

4. disbiosi fermentativa che puo derivare da un’intolleranza ai carboidrati o da
un’esagerata assunzione di zuccheri semplici, perché questa dieta provoca
un'elevata fermentazione batterica nell'intestino tenue causando cosi una

sovracrescita dei batteri;
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5. disbiosi da funghi associata alla sovracrescita di saccaromiceti o dalla
patologia chiamata Candida, & avvantaggiata da un’alimentazione ricca di
zuccheri semplici, cibi lievitati, prodotti raffinati e povera di fibre. [68]

Le due tipologie di disbiosi piu comuni sono quella da candida e la “small intestinal
bacterial overgrowth” (SIBO, sovracrescita batterica nell'intestino tenue).
Quest'ultima forma & causata da una concentrazione non fisiologica di batteri che
si puo verificare attraverso l'aspirato digiunale o dalla presenza di un’atipica flora
batterica. Causa manifestazioni che vanno da forme asintomatiche a sindromi da
grave malassorbimento.

La SIBO pud provocare principalmente nella stragrande maggioranza dei casi
sintomi gastrointestinali lievi come gonfiore/dolore addominale e diarrea; inoltre puo
interferire con l'assorbimento di proteine, grassi, carboidrati, vitamine e altri

micronutrienti e spesso € fortemente associata a stati depressivi e di ansia. [72]
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4.3.1. Cause di disbiosi

Nell'analisi delle cause di disbiosi intestinale, si parte dall'esame dell'alimentazione
del soggetto, questo poiché i batteri intestinali si nutrono soprattutto dei residui non
digeriti e non assorbiti degli alimenti consumati.
Si considerano anche i comportamenti e gli stili di vita (come la sedentarieta, l'igiene
e il consumo di sigarette); inoltre si studia anche l'interazione iatrogena, dove tra i
vari farmaci, sono gli antibiotici quelli principalmente coinvolti nello sviluppo della
disbiosi, seguiti poi dagli antiacidi, dai lassativi ed infine dai trattamenti a base di
ormoni.
Ulteriori fattori che possono influenzare la disbiosi intestinale sono rappresentati
dalle patologie che compromettono il normale funzionamento del sistema digerente,
queste includono malattie epatiche, gastriche, delle vie biliari e disordini come la
celiachia e l'intolleranza al lattosio. Inoltre, si € osservato come anche che gli stati
emotivi come lo stress, la depressione e I'ansia possono essere una causa di questi
di queste alterazioni dell’ecosistema microbico. [68]
1. Cause alimentari
-un'assunzione ridotta di fibre pud compromettere il nutrimento essenziale
dei batteri;
-lo squilibrio tra gli acidi grassi omega-6 e omega-3 pud influenzare la
composizione del microbiota, aumentando il rischio di malattie inflammatorie
intestinali;
-I'eccessivo consumo di zuccheri semplici e farine raffinate pud favorire
un'elevata fermentazione batterica;
-I'eccesso di proteine pud generare metaboliti dannosi (perché quelle non del
tutto digerite vengono fermentate nel colon e possono portare alla
produzione di ammoniaca, ammine e solfiti);
-una dieta senza glutine puo influenzare la composizione del microbiota, ma
non pud completamente ripristinare I'equilibrio naturale in caso di disbiosi

causata da un’alta sensibilita al glutine/celiachia. [68] [73]
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. Stile di vita

il consumo di alcol puo alterare la qualita e la quantita dei microrganismi del
microbiota intestinale (perché I'alcol fa si che i monociti producano piu TNF-
a); [68] [74]

il fumo di sigaretta pué modificare la composizione del microbiota intestinale,
infatti attraverso delle analisi fecali si & notato che i soggetti fumatori hanno
una riduzione del rapporto Firmicutes/Bacteroidetes, ma questa situazione
puo tendere a normalizzarsi in chi smette di fumare; [75]

I'esercizio fisico puo influenzare positivamente il microbiota perché provoca
delle modifiche su questo ecosistema intestinale e quindi spesso € usato per
prevenire/curare diverse patologie corniche;

un'eccessiva igiene pud compromettere lo sviluppo normale del microbiota
intestinale perché riduce la diversita microbica (soprattutto nelle prime fasi di

vita) e percid aumenta il rischio di colonizzazione da agenti infettivi. [76]

. Cause iatrogene

- gli antibiotici possono portare alla selezione di batteri resistenti e causano
uno squilibrio nel microbiota, consentendo quindi la proliferazione di
organismi patogeni (come la Candida); [68]

- i lassativi possono favorire la proliferazione selettiva di alcuni ceppi;

- gli inibitori di pompa protonica invece possono aumentare il rischio di
sovracrescita batterica nell'intestino tenue a causa della diminuzione del pH
gastrico. [77]

. Stress psico-fisico

| ricercatori hanno osservato notevoli variazioni nelle popolazioni di
determinate specie batteriche negli individui che sono sottoposti a forte
stress psico-fisico, e questo fenomeno € attribuibile al rilascio elevato di
adrenalina in questi stati emotivi, la quale favorisce il flusso biliare che a sua

volta promuove la crescita di specifiche specie batteriche nell'intestino.
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4.3.2 Patologie correlate alle disbiosi intestinali

Negli ultimi decenni, si & notata una crescente correlazione tra le disbiosi intestinali
e diverse patologie come i disturbi autoimmuni, le malattie infammatorie intestinali

(IBD) e le sindromi metaboliche (come I'obesita e il diabete). [78]

Malattie infiammatorie intestinali (IBD)

Le IBD (come la colite ulcerosa e il morbo di Crohn) sono patologie dove sono
presenti inflammazioni croniche dell'intestino. Recenti studi hanno rilevato
significative modifiche nella composizione e nella funzione del microbiota intestinale
in pazienti affetti da queste patologie.

E stata osservata una diminuzione della diversita microbica nei pazienti che soffrono
di IBD, nel dettaglio si € osservato un aumentato del numero di Proteobacteria e
Bacteroidetes e una diminuzione di quello di Firmicutes e Clostridium. A questo &
risultata associata una ridotta produzione di SCFA. Diversi studi hanno sottolineato
come gli SCFA abbiano un ruolo antiinflammatorio in diversi modelli, la loro
riduzione in queste patologie potrebbe contribuire alla cronicizzazione della malattia
inflammatoria intestinale. [78] [79]

Inoltre, & stato osservato anche un aumento del batterio Escherichia coli, che causa
inflammazione intestinale, e nei pazienti che soffrono del morbo di Chron & stato

identificato un nuovo patotipo cioé AIEC (adherente-invasive Escherichia coli). [80]

Obesita

E un disturbo medico dove si ha un accumulo eccessivo di grasso corporeo, & una
condizione che costituisce una minaccia per la salute dell'individuo ed € un disturbo
sempre piu presente negli ultimi anni.

Questa condizione é stata collegata, in moltissimi studi, a cambiamenti nella
composizione del microbiota intestinale, perché in questi soggetti c’e un aumento
dei Firmicutes e una diminuzione dei Bacteroidetes rispetto agli individui
normopeso. [81] [82]

Il microbiota intestinale pu® influenzare la patogenesi dell'obesita attraverso
meccanismi di traslocazione dei batteri che superano lo strato epiteliale della

mucosa e quindi causano processi infammatori. [81] [83]
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Diabete

Anche nel diabete di tipo 2 & stata osservata un’alterazioni del microbiota intestinale.
Questa malattia ha spesso un’insorgenza tardiva ed e caratterizzata da una quantita
insufficiente d’insulina prodotta dalle cellule B del pancreas e anche un insulino-
resistenza.

Attraverso degli studi & stato osservato che i pazienti affetti da questa patologia
spesso hanno anche una lieve disbiosi intestinale, un minor numero di batteri che

producono SCFA ed un maggior numero di patogeni opportunisti. [84]

Artite reumatoide (AR)

L'artrite reumatoide rappresenta la forma piu diffusa d’artrite inflammatoria e
provoca un progressivo deterioramento fisico, complicanze sistemiche e una ridotta
aspettativa di vita.

Nonostante la sua eziologia non sia ancora completamente conosciuta, alcune
disbiosi del microbiota intestinale e orale sono state riscontrate in dei modelli murini
che sono stati resi geneticamente suscettibili all’artite reumatoide, quindi
recentemente & stato suggerito che i batteri commensali orali possano essere
coinvolti nello sviluppo della patologia. [85]

Studi recenti infatti hanno evidenziato che il microbiota presente a livello
subgengivale, nei pazienti appena diagnosticati con questa patologia, contiene un
quantitativo quasi doppio di Porphyromonas gingivalis in confronto agli individui
sani. E stato osservato inoltre come dato che avvalora quest’ipotesi che la disbiosi
puo essere in parte corretta tramite 'uso di farmaci anti-reumatici. [86]

Psoriasi

La psoriasi rappresenta una condizione cutanea caratterizzata da un'eccessiva
proliferazione dei cheratinociti, & originata da un'infiammazione di tipo cronico
mediata dalle cellule Th1, Th17 e Th22.
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Attualmente le due teorie predominanti che riguardano la natura degli antigeni
responsabili della psoriasi sono: la prima che l'antigene sia una proteina
riconosciuta come non self, mentre la seconda suggerisce che la psoriasi possa
essere scatenata da una disbiosi microbica. [87]

In particolare, la teoria che evidenzia una possibile relazione tra la psoriasi e una
compromessa tolleranza nei confronti dei batteri commensali della pelle e
supportata dall’osservazione di un'elevata incidenza di malattie come il morbo di
Crohn nei pazienti affetti da psoriasi; questo € attribuito a una mancata tolleranza
del microbiota intestinale nei soggetti con psoriasi. [88]

Gli studi sulla disbiosi e le patologie ad essa correlate sono ormai diffusi e si
osservano in molte condizioni mediche che spaziano da quelle principalmente a
livello intestinale, alle allergie, fino a patologie del SNC, come ad esempio I'epilessia
e depressione.

Questo ampio campo di ricerca ha catturato molto interesso nella comunita
scientifica, poiché le interazioni tra il microbiota intestinale e la salute umana si
stanno rivelando molto piu intersecate di quanto prima si pensasse. Le ricerche in
questo ambito stanno esplorando come la disbiosi possa influenzare la patogenesi
di diverse malattie e potenzialmente offrire nuove prospettive per la diagnosi, il

trattamento e la prevenzione.
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5 L’USO DI PROBIOTICI PER CONTRASTARE LE DISBIOSI

5.1. Cosa sono i probiotici

| probiotici, secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) e la “Food and
Agriculture Organization” (FAO), sono definiti come “microrganismi vivi che, quando
somministrati in quantita adeguate, conferiscono benefici per la salute dell'ospite”;
inizialmente vennero isolati da colture di prodotti lattiero-caseari.

Questi batteri protettivi includono specie come Lactobacillus, Bifidobacterium,
Saccharomyces boulardii, Streptococcus thermophilus, Clostridium butyricum e |l
ceppo Escherichia coli Neissle 1917 (non patogeno). [99] [90]

Per essere considerati utili i probiotici devono soddisfare vari criteri:

e appartenere a specie batteriche d’origine umana;

e essere sicuri per I'uso anche in pazienti immunocompromessi;

e essere capaci di sopravvivere al passaggio attraverso il tratto
gastrointestinale, aderire alle cellule intestinali e proteggerle dai patogeni
(quindi devono rimanere attivi e vitali in questo ambiente per un lasso di
tempo ragionevole a svolgere il loro effetto);

e capaci di produrre sostanze antimicrobiche e battericide. [90]

L'assunzione di probiotici influenza, in maniera benefica, la composizione e la
funzione del microbiota intestinale, perché promuove I'equilibrio salutare e previene
i disturbi gastrointestinali.

Ai giorni d’'oggi i probiotici iniziano ad essere impiegati come integratori da usare
insieme ai farmaci per il trattamento di patologie inflammatorie autoimmuni (come
I'artrite reumatoide, la colite ulcerosa e il morbo di Chron) e sono anche utilizzati nel

cercare di contrastare le patologie metaboliche (come I'obesita ed il diabete). [89]
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5.2. L'effetto dei probiotici sulla salute umana

| probiotici sono impiegati per promuovere positivamente la salute umana,
potenziando le difese intestinali e inducendo effetti benefici che possono essere di
natura immunologica e non.

Gli effetti immunologici sono: l'attivazione dei macrofagi locali, la maggiore
produzione di immunoglobuline, la modulazione dei profili delle citochine e la
riduzione della risposta agli antigeni alimentari.

Quelli non immunologici invece includono: il supporto alla digestione, la
competizione con agenti patogeni per quanto riguarda nutrienti e siti di adesione
intestinali, le variazioni del pH e la produzione di batteriocine.

| meccanismi d'azione dei probiotici includono:

1. la modifica del pH intestinale tramite la produzione di acido lattico e acetico,
e questo determina lo sviluppo di un ambiente sfavorevole ai patogeni;

2. la produzione di batteriocine che inibiscono la crescita e la virulenza dei
batteri patogeni;

3. la perturbazione della comunicazione interbatterica grazie alla produzione e
secrezione di autoinducer, molecole di segnalazione che formano la base
della comunicazione batterica;

4. il potenziamento della funzione della barriera mucosa grazie a: aumento
della produzione/secrezione di muco dalle cellule epiteliali, una minor
adesione ed invasione di queste cellule da parte di batteri enteroinvasivi,
'aumento della produzione di B-defensine 2, stabilizzazione delle giunzioni
strette ed una continua rigenerazione delle cellule epiteliali;

5. laresistenza alla colonizzazione per competizione con i patogeni e i nutrienti
e I'adesione nella nicchia microbiologica;

6. linfluenza sul sistema immunitario attraverso il cross-talk batterio-epitelio
che interagisce con il GALT;

7. 'aumento della promozione di linfociti B a plasmacellule e la maggior
produzione di immunoglobuline;

8. la modulazione/attivazione dei macrofagi, dei linfociti T e delle cellule natural
killer. [91]
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L'assunzione di probiotici favorisce una comunicazione a triplice direzione tra
probiotico, microbiota intestinale e ospite, portando:

-miglioramenti nella funzione digestiva (riduce i sintomi della dispepsia,
costipazione, diarrea e migliora sia la digestione che la regolarita intestinale);

- a rafforzare il sistema immunitario (riduce il rischio d’infezioni e malattie
autoimmuni);

-sostegno alla salute mentale (riduce il rischio di ansia e depressione probabilmente
grazie all’asse intestino-cervello);

-minor rischio di allergie nelle prime fasi della vita;

-un maggior controllo del peso e prevenzione dell'obesita. [92]
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Figura 5.1. Meccanismo d’azione dei probiotici sulla flora intestinale e sulla salute umana [93]
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5.3. L’'uso dei probiotici per contrastare le patologie in cui é correlata

un’alterazione del microbiota

Una gran parte degli studi clinici sull'applicazione dei probiotici si &€ concentrata sul
loro impiego nel trattamento delle malattie infiammatorie intestinali, ma finora i
risultati ottenuti non possono essere considerati conclusivi; questo perché alcune
ricerche hanno evidenziato effetti promettenti, mentre altri studi non hanno riportato

alcun effetto significativo. [94] [95]

Participants and

Disease Probiotic(s) Strain Duration of Study Dose of Probiotics Main Findings References
CD Saccharomyces boulardii 32 adults; 6 mo 1 g daily Maintenance of remission 38
Lactobacillus rhamnosus GG 45 adults; 12 mo No data No effect on recurrence 39
L. rhamnosus GG 11 adults; 6 mo 2 % 10° CFU daily No effect on moderate to 34
active disease activity
L. rhamnosus GG 75 children; 2 yr 1 x 10" CFU twice No effect on recurrence in 40
daily pediatric patients
Lactobacillus acidophilus (johnsonii) Lal 98 adults; 6 mo 2 % 10° CFU daily No effect on postoperative 41
recurrence
Lactobacillus acidophilus (johnsonii) Lal 70 adults; 12 wk 1 x 10" CFU daily No effect on postoperative 42
recurrence
uc Escherichia coli Nissle 1917 116 adults; 12 mo 5 % 10" CFU twice Maintenance of remission 32
daily (4 capsules)
Escherichia coli Nissle 1917 327 adults; 12 mo 200 mg once daily Maintenance of remission 37
Enterococci, Bifidus, Lactobacillus 30 adults; 8 wk 1.26 g daily Maintenance of remission 43
Bifidobacterium brevis, Bifidobacterium 21 adults; 12 mo 100 mL daily Maintenance of remission 44
bifidum, Lactobacillus acidophilus
L. rhamnosus GG 187 adults; 12 mo 18 x 10° CFU daily Maintenance of remission 45
Bifidobacterium longum 18 adults; 4 wk 2 x 10" CFU daily Decrease in inflammation 46

CFU, colony-forming unit.

Figura 5.2. Effetti dei probiotici sui pazienti affetti da IBD [94]

Uno studio condotto nel 2013 da Shadnoush e colleghi ha osservato che
I'assunzione di yogurt probiotico, contenente Bifidobacterium e Lactobacillus, dopo
otto settimane di assunzione ha ridotto significativamente i livelli sierici di IL-1f,
TNF-a e della proteina C reattiva e contemporaneamente ha indotto un aumentato
delle concentrazioni di IL-6 e IL-10. [95]

Questi risultati percio suggeriscono che i probiotici possono aiutare il mantenimento
dell'omeostasi gastrointestinale e regolare le risposte immunitarie pro-inflammatorie
e antinflammatorie delle cellule immunitarie che compongono l'intestino.

La maggior parte degli studi sui probiotici utilizza il preparato noto come VSL#3;
questo € composto da otto ceppi batterici: Lactobacillus casei, Lactobacillus
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bulgarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Steptococcus
thermophilus, Bifidobacterium brevis e Bifidobacterium infantis.

Attraverso diverse ricerche si & notato che la somministrazione di questo preparato
causa un grande aumento della secrezione di IL-10 e un’inibizione della produzione
di IL-12; inoltre & anche in grado di rafforzare l'integrita della barriera intestinale
attraverso l'amplificazione dell'espressione delle proteine responsabili della
formazione delle giunzioni strette. [96] [97]

La somministrazione di VSL#3 ai bambini affetti da colite ulcerosa ha portato alla
remissione della malattia in quasi il 93% dei casi rispetto al gruppo di controllo, e
grazie ad uno studio successivo di Shen e collaboratori si &€ potuto estendere I'uso
di questo composto anche agli adulti affetti dalla stessa patologia anche in questi &
stato osservato un effetto positivo sull'induzione e il mantenimento della remissione
della malattia. [98] [99]

Sono stati condotti anche diversi studi sull'uso dei probiotici nel trattamento
dell'obesita e delle patologie metaboliche, e da questi & emerso che I'assunzione di
Lactobacillus riduce la massa grassa nei pazienti obesi o affetti da diabete di tipo 2;
questo perché la somministrazione di questa classe di batteri € in grado di migliorare
la sensibilita insulinica, quindi cid suggerisce che alcuni interventi con i probiotici
potrebbero invertire il fenotipo metabolico associato a una dieta ricca di grassi. [100]
[101]
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6 EFFETTI SULLA SALUTE UMANA DATI DALLA CO-
SOMMINISTRAZIONE DI VITAMINA D CON | PROBIOTICI

Il microbiota intestinale svolge un ruolo fondamentale per la salute metabolica e la
capacita immunitaria controllando il rinnovo delle cellule epiteliali, la sintesi delle
vitamine, la disponibilita dei nutrienti che non sono direttamente ottenibili dalla dieta,
'accumulo di grasso, lo sviluppo cerebrale e stimola il sistema immunitario
intestinale (GALT) attraverso complessi segnali molecolari contribuendo cosi al
mantenimento dell’equilibrio tra la tolleranza e la risposta immunitaria. [102] La
genetica, I'eta, le modifiche dietetiche, lo stress fisiologico e psicologico risultano
essere fattori che condizionano la costituzione del microbiota. [103]

Dati recenti suggeriscono che la vitamina D e il suo recettore (VDR) hanno un ruolo
importante nella modulazione del microbiota intestinale, in quanto un incremento
dell’espressione del VDR pud: ridurre le disbiosi intestinali, aumentare I'espressione
dei peptidi antimicrobici, migliorare la funzione della barriera intestinale e diminuire
le citochine pro-infammatorie nonché stimolare la produzione di acidi grassi a corta
catena da parte dei batteri commensali. [104]

Di conseguenza, la carenza di vitamina D e le mutazioni o i difetti nel segnale del
suo recettore (VDR) risultano essere associate a numerose malattie metaboliche e
dello sviluppo di alcune patologie cardiovascolari come: rischio di infarto miocardico
(IMA), ictus fatali, arteriosclerosi ed aterosclerosi.

Tuttavia, gli studi interventistici sull’assunzione della vitamina D hanno prodotto
risultati contrastanti riguardo I'efficacia di tale trattamento per queste patologie.
[105] [106]

Al contempo studi condotti sul microbiota intestinale suggeriscono un suo ruolo nel
mantenimento dellomeostasi ossea, nel proteggere lintegrita della barriera
intestinale e nel regolare la produzione di metaboliti microbici che possono avere
un ruolo sulla salute umana come gli acidi grassi a catena corta. Questi dati
suggeriscono che i probiotici con il loro ruolo di ripristinare/mantenere un microbiota
sano siano in grado di contribuire alla riduzione I'inflammazione, prevenire e riparare
i danni cellulari. [104]

Allo stesso modo dell'integrazione con la vitamina D, le ricerche sull’assunzione di
probiotici hanno evidenziato risultati insicuri sulla loro efficacia nel miglioramento di

patologie allergie, disturbi gastrointestinali, sindrome metabolica e obesita. [107]
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Studi recenti suggeriscono come l'integrazione combinata di vitamina D e probiotici
possa avere effetti sinergici sulla modulazione del microbiota intestinale e quindi
anche su tutte le funzioni fisiologiche che sembrano essere in parte regolate da
esso. [108]

| probiotici hanno dimostrato di migliorare I'assorbimento intestinale della vitamina
D e di potenziare I'espressione e I'attivita trascrizionale del recettore della vitamina
D (VDR). Parallelamente, lo stato del VDR sembra essere cruciale per modulare i
meccanismi d’azione dei probiotici e i loro benefici antinflammatori,
immunomodulatori e antinfettivi.

Queste evidenze suggeriscono una reciproca interazione tra vitamina D e probiotici,
generando inevitabilmente la possibilita che questo si possa ripercuotere con effetti

benefici sulla salute umana. [105] [106]
| potenziali effetti benefici della co-assunzione di vitamina D e probiotici sulla salute
umana ipotizzati sono:

1) sulla salute dell'intestino: la vitamina D pud agire sulla composizione del
microbiota intestinale, mentre I'uso dei probiotici pud diminuire l'infammazione e
rafforzare la funzione della barriera intestinale, prevenendone la permeabilita; [108]
2) sul sistema immunitario: la vitamina D e essenziale per il funzionamento del
sistema immunitario, e i probiotici possono modulare la risposta immunitaria
migliorando la funzione dei linfociti T e di altre cellule immunitarie; infatti alcuni studi
suggeriscono che I'assunzione di vitamina D con probiotici possa ridurre il rischio di
infezioni respiratorie e gastrointestinali;

3) sull’assorbimento dei nutrienti: i probiotici possono aiutare I'assorbimento della
vitamina D grazie a un microbiota intestinale piu sano, ed avere una maggiore
disponibilita di vitamina D puo0 facilitare I'assorbimento del calcio e di altri nutrienti
cruciali; [108]

4) sulla salute ossea: la vitamina D & cruciale per la salute delle ossa poiché
favorisce I'assorbimento del calcio, mentre i probiotici possono migliorare

I'assimilazione dei nutrienti e ridurre l'inflammazione, percid contribuiscono alla
salute del sistema osseo; [114]

5) sulla salute mentale: la vitamina D é stata associata alla riduzione dei sintomi

depressivi e al miglioramento delllumore, mentre i probiotici possono anche avere
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effetti positivi sul benessere mentale grazie alle connessioni tra salute intestinale e

la salute mentale (asse intestino-cervello). [110]

6.1. Studi che hanno valutato la co-somministrazione della vitamina D e dei

probiotici

Le ricerche principali che hanno studiato I'applicazione della co-somministrazione
di vitamina D e probiotici si sono concentrate principalmente sull’'uso di questa co-
integrazione per trattare: la schizofrenia, I'osteopenia, il diabete di tipo 2, il diabete
gestazionale, la sindrome dell’ovaio policistico, le coliche infantili nei neonati, I'IBS
(sindrome dell'intestino irritabile), le persone obese. [109]

6.1.1. Studio che valuta I’effetto della co-integrazione in pazienti affetti da

schizofrenia

Lo studio & stato supportato da evidenze che dimostravano l'esistenza di una
interazione tra nutrizione e salute mentale, questa relazione € mediata da
un’intricata rete di neurotrasmettitori e percorsi ormonali situati nell’intestino, che
svolgono un ruolo cruciale nella regolazione delle funzioni cerebrali. [110]

In particolare, i neurotrasmettitori (come la serotonina e la dopamina), prodotti
nellintestino, influenzano direttamente il benessere psicologico, modulando
'umore, I'ansia e la risposta allo stress. Inoltre, gli ormoni intestinali interagiscono
con il SNC facilitando una comunicazione bidirezionale che contribuisce alla
regolazione dei processi cognitivi ed emotivi.

Questi risultati sottolineano I'importanza di una dieta equilibrata e ricca di nutrienti
specifici, non solo per il benessere fisico ma anche per la salute mentale e il
funzionamento ottimale del cervello.

Aver osservato bassi livelli di vitamina D nei pazienti schizofrenici ha fatto supporre
che l'integrazione di 25(OH)D3 avrebbe potuto migliorare i profili clinici e metabolici
nei disturbi neuropsichiatrici. A supporto anche studi precedenti, tra cui quello di
McGrath nel 2003 e la ricerca di Humble nel 2010, hanno osservato come i pazienti
che hanno ricevuto un'integrazione di vitamina D superiore a 2.000 Ul/die hanno
riportato un significativo miglioramento dei sintomi di psicosi, depressione e
schizofrenia. [111] [112]
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Successive sperimentazioni hanno mostrato che i disturbi neuropsichiatrici, sopra
citati potrebbero essere modulati attraverso I'assunzione di probiotici e di substrati
microbici. In particolare, I'integrazione con probiotici per 14 settimane ha eliminato i
sintomi somatici comuni (tra cui: psicosi, deliri, allucinazioni, appiattimento
dell’affettivita, deficit cognitivi, ...) nei pazienti ambulatoriali affetti da schizofrenia.
[113]

Questo suggerisce che i trattamenti con singoli integratori (di probiotici o di vitamina
D) nelle malattie neuropsichiatriche possono produrre alcuni miglioramenti, e di
conseguenza i ricercatori hanno ipotizzato che I'uso combinato di vitamina D e
probiotici potesse determinare ulteriori miglioramenti, soprattutto nei pazienti
schizofrenici con carenza di vitamina D. [113]

Lo studio condotto da Ghaderi ha avuto lo scopo di valutare gli effetti
dell'integrazione di vitamina D e probiotici sui sintomi clinici della schizofrenia
cronica. Si tratta di uno studio randomizzato in doppio cieco, controllato con
placebo, svolto nel 2017, che ha coinvolto 60 individui.

La gravita dei sintomi psichiatrici € stata misurata utilizzando la scala PANSS
(Positive and Negative Syndrome Scale), uno strumento medico/analitico utilizzato
per valutare la severita dei sintomi nei pazienti schizofrenici. [110]

| criteri di inclusione per partecipare al trial richiedevano che i partecipanti avessero
una diagnosi di schizofrenia da almeno due anni, un punteggio PANSS di almeno
55, fossero stati trattati con clorpromazina e agenti anticolinergici negli ultimi sei
mesi e avessero un'eta compresa tra 25 e 65 anni.

Sono stati invece esclusi dallo studio i soggetti con ritardo mentale, dipendenza da
alcol o sostanze stupefacenti, trattati con litio, carbamazepina o acido valproico,
donne in allattamento, donne in gravidanza e individui che avevano assunto
antidepressivi nei 6 mesi precedenti.

Nello studio sono stati coinvolti 60 pazienti affetti da schizofrenia cronica per il
trattamento di una durata di 12 settimane. | partecipanti sono stati divisi in due
gruppi: il primo gruppo ha ricevuto 50.000 Ul di vitamina D3 ogni 2 settimane,
insieme a 8 x 10° CFU (colonia per capsula) al giorno di integratori probiotici
(contenenti: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
fermentum e Bifidobacterium bifidum) mentre al secondo gruppo é stato
somministrato un placebo. [110]
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Figura 6.1.1. Strategia adottata per la divisione dei pazienti in questo studio [110]

| risultati ottenuti al termine delle 12 settimane hanno mostrato che la terapia con

vitamina D insieme ai probiotici rispetto al placebo ha portato ad un:

e miglioramento significativo nei punteggi PANSS totali, nella capacita
antiossidante totale (TAC) e nel rapporto HDL-colesterolo;

e diminuzione significativa dei livelli delle proteine C-reattive ad alta sensibilita
(hs-CRP), del glucosio plasmatico a digiuno, delle concentrazioni d’'insulina

e dei livelli di colesterolo totale. [110]

Tabella 6.1.1. Cambiamenti delle variabili metaboliche dati dallo studio sui pazienti con schizofrenia

trattatati con placebo o con l'assunzione di vitamina D insieme ai probiotici [110]
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Placebo group Vitamin D plus probiotics group
(n=30) (n=30)

PANSS subscales

Negative -19+ 06 -40+ 06
Positive —04+ 06 -02+ 06
General 07 +07 -35+07
Total -18+ 14 =75+14
BPRS 27%16 =24+ 16
25-OH-vitamin D (ng/mlL) 02+05 91+05
TAC (mmol/L) -223+172 527 %172
GSH (umol/L) 166 + 204 107.7 + 204
MDA (umol/L) 0201 -03+01
hs-CRP (mg/L) 0203 -24+03
NO (umol/L) 08+05 04 £05
FPG (mg/dL) -07+16 65+ 16
Insulin (uIU/mL) 05+ 04 -27 £ 04
HOMA-IR 01+01 -08+0.1
QUICKI 0.0001 + 0.003 001 £ 0,003
Triglycerides (mg/dL) 115+ 49 91 +49
VLDL-cholesterol (mg/dL) 23+10 -18+10
Total cholesterol (mg/dL) 66+ 31 -56+31
LDL-cholesterol (mg/dL) S1+27 -31+27
HDL-cholesterol (mg/dL) 06+ 1.1 09+ 1.1
Total-/HDL-cholesterol ratio 03+01 -004 +01

Le criticita di questo studio risiedono nel fatto che non é stato caratterizzato il
microbiota intestinale, impedendo di stabilire se esso sia stato alterato dopo le 12
settimane di trattamento. Inoltre, avendo utilizzato un placebo come controllo, non
e possibile determinare con certezza se i risultati ottenuti siano attribuibili alla co-
integrazione o all'effetto di una delle due componenti somministrate.

Pertanto, per ottenere risultati piu affidabili, sarebbe opportuno progettare nuovi trial
che valutino anche la composizione del materiale fecale e che utilizzino, come
controllo, esclusivamente la vitamina D o il probiotico, invece del placebo.
Un'ulteriore ricerca che valuta gli effetti della co-somministrazione di probiotici e
vitamina D sulla funzione cognitiva nei pazienti schizofrenici & stata condotta da
Mohammadi nel 2024. Questo studio ha adottato un disegno randomizzato in
doppio cieco controllato con placebo e ha coinvolto 70 pazienti per una durata di 12
settimane. [114]

| criteri di inclusione prevedevano un'eta compresa tra i 18 e i 65 anni, I'assenza di
problemi gastrointestinali e la manifestazione dei sintomi tipici della schizofrenia da
almeno 6 mesi. | criteri di esclusione, invece, comprendevano la presenza di lesioni
cerebrali, traumi cranici, ritardo mentale, Parkinson, epilessia, diabete ed epatite,
nonché l'uso di oppioidi, farmaci antidepressivi e farmaci per la perdita di peso nei

3 mesi precedenti; inoltre, sono state escluse le donne in gravidanza e allattamento.
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| pazienti sono stati suddivisi in due gruppi distinti: al primo gruppo sono stati
somministrati giornalmente 400 Ul di vitamina D e 2 x 10° CFU di un integratore
probiotico (contenente: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium longum e Bacillus
coagulans), mentre al secondo gruppo € stato somministrato un placebo. [114]

Enroliment
| Assessed for eligibility (n=123) ‘

Excluded (n=53)

0 Notmeeting inclusion criteria (n=22)
1 Declined to participate (n=27)

1 Otherreasons (n=4)

Randomized (n= 70)

1 Allocation Y
Allocated to Probiotic receiving group (n=33) Allocated to Placeboreceiving group (n=35)
Follow-Up v
Lost to follow-up: Personal reasons (n=1) Lost to follow-up (n=0)
« ITT Analysis | v
Analysed (n= 35) Analysed (n= 35)

Figura 6.1.1.2 Strategia adottata per la divisione dei pazienti in questo studio [114]

La gravita della malattia e i sintomi cognitivi sono stati valutati come esiti primari
utilizzando il test PANSS e il test MoCA. Quest'ultimo € un test di screening
impiegato per valutare le funzioni cognitive, analizzando diverse aree tra cui
attenzione e concentrazione, funzioni esecutive, memoria, linguaggio, abilita visivo-
spaziali, abilita di calcolo e orientamento. La scala di punteggio del MoCA varia da
0 a 30, con un punteggio di 26 o superiore generalmente indicativo di uno stato
cognitivo sano.

Gli esiti secondari considerati nello studio includevano il profilo lipidico, l'indice di
massa corporea (BMI), i problemi gastrointestinali, i livelli sierici di proteina C-
reattiva (CRP) e la velocita di sedimentazione degli eritrociti (ESR). [114]

Dopo 12 settimane di trattamento, i risultati ottenuti dalla co-integrazione di
probiotici e vitamina D hanno mostrato:

e un aumento di 1,96 unita nel punteggio MoCA rispetto al gruppo placebo;
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un aumento della percentuale di soggetti con un punteggio MoCA superiore
a 26;
una diminuzione significativa del colesterolo totale (TC), della glicemia a
digiuno (FBS) e dei livelli di CRP. [114]

Tabella 6.1.1.2 Cambiamenti delle variabili metaboliche dati dallo studio sui pazienti con schizofrenia

trattatati con placebo o con l'assunzione di vitamina D insieme ai probiotici [114]

Variables

PANSS

MoCA

Variable

BMI (kg/m?)

TG (mg/dL)

TC (mg/dL)

LDL (mg/dL)

HDL (mg/dL)

LDL/HDL

FBS (mg/dL)

CRP (mg/L)

ESR (mm/h)

Time points
Groups Baseline
Placebo (n=35) 43.49+11.48
Probiotic 63.09+12.02
(n=34)
p-Value* <0.001
Placebo (h=35) 20.60+6.18
Probiotic 15.23+4.27
(n=34)
p-Value* <0.001
Time point
Before
After
p-Value*

Baseline adjusted MM
Before

After

p-Value*

Baseline adjusted MM
Before

After

p-Value*

Baseline adjusted MM
Before

After

p-Value*

Baseline adjusted MM
Before

After

p-Value*

Baseline adjusted MM
Before

After

p-Value*

Baseline adjusted MM
Before

After

p-Value*

Baseline adjusted MM

Before

After

p-Value*

Baseline adjusted MM
Before

After

p-Value*

Baseline adjusted MM

2weeks 4weeks 6weeks 8weeks 10weeks 12weeks adjusted MM
44.94+12.98 42.40+11.09 41.69+1016 42.54+10.79 4294+11.66 4217+9.14 51.20+1.50
61.09+13.64  61.32+15.26 59.18+14.73 56.15+16.88  54.47+18.51 50.15+16.03  48.36+1.53
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.003 0.015
21.06+5.55 21.83+5.42 21.43+6.27 21.57+5.53 21.26+5.84 21.69+5.50 19.47+0.43
15.38+4.48 17.50+4.15 1917 +3.92 20.29+4.18 21.29+4.19 22.58+3.60 21.43+0.44
<0.001 <0.001 0.078 0.283 0.976 0.423

Groups

Probiotic (n=35) Placebo (n=35)

Mean+SD MD Mean +SD MD

27.26+5.03 0.17 (-2.21; 1.96) 25.50+6.67 0.43(-0.83; 4.61)

27.53+5.25 26.04+6.61

0.086 0.004

29.61+0.16 29.93+0.16

141.24+75.56 -8.00 (-253.00; 212.00) 158.88+101.50 1.00 (-107.00; 22.00)

131.36+79.67 157.63+92.46

0.453 0.705

138.48+8.83 150.91+8.57

164.69+40.72 -15.00 (-143.00; 78.00) 153.08+43.83 4.00 (-10.00; 24.00)

146.21+34.18 155.86+45.91

0.019 0.044

142.01+4.88 159.81+4.74

90.71+30.25 ~7.00 (-56.00; 49.00) 78.09+31.20 1.00 (-8.00; 25.00)

81.97+25.62 78.80+5.35

0.055 0.525

76.71+2.94 83.45+2.76

40.89+7.98 1.00 (-7.00; 10.00) 41.82+10.48 -7.00 (-36.00; 32.00)

42.11+6.90 36.82+9.17

0.062 0.026

42.30+1.21 36.62+1.25

2.28+0.86 -0.01 (-1.76; 1.33) 1.91+0.69 -0.04 (-0.53; 0.61)

2.34+0.78 1.88+0.73

0.481 0.644

2.21+0.09 2.01+0.08

104.58+13.60 -8.00 (-58.00; 30.00) 100.88+12.02 3.00(-12.00; 11.00)

96.09+18.24 102.77+10.46

0.018 0.036

95.09+2.29 103.73+2.25

246+8.48 0.00 (-42.00; 7.60) 3.66+1.51 -0.50 (-3.20; 2.00)

0.77+215 3.19+1.35

0.305 0.002

0.82+0.33 3.15+0.29

14.10+14.83 8.00 (-23.00; 47.00) 7.46+4.33 3.00 (-4.00; 13.00)

11.63+12.02 7.09+4.16

0.135 0.227

9.52+1.15 8.89+1.06

MMD
-2.82+2.41

1.96+0.65

MMD
-0.32

-12.43

-17.79

-6.73

5.68

0.20

-8.63

-2.33

0.63

p-Value**

0.247

0.004

p-Value**

0.169

0.317

0.011

0.104

0.002

0.135

0.009

<0.001

0.694

Le principali limitazioni di questa ricerca includono I'assenza di dati sullo stato della
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vitamina D nei pazienti e la mancanza di informazioni dettagliate sui farmaci utilizzati
dai soggetti durante lo studio, oltre alla co-somministrazione.

Studi che possano tenere in conto anche di questi aspetti permetterebbero di
ottenere risultati piu significativi che possano stabilire gli effetti specifici della co-
integrazione di vitamina D e probiotici sui pazienti affetti da schizofrenia.
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6.1.2. Studio che valuta gli effetti della co-somministrazione sulle donne in

postmenopausa che soffrono di osteopenia

Come gia dimostrato, la vitamina D & essenziale per la salute delle ossa, in
particolare nelle donne che soffrono di osteopenia. Recenti studi hanno evidenziato
che alcuni ceppi di probiotici possono aumentare i livelli plasmatici di questa
vitamina e di conseguenza, si € ipotizzato che l'assunzione combinata di vitamina
D e probiotici possa essere efficace sia nel trattamento sia nella prevenzione
dell'osteoporosi nelle donne in menopausa.
Lo studio condotto da Jafarnejad nel 2017 aveva lo scopo di valutare gli effetti
dell'integrazione di probiotici multispecie, insieme alla vitamina D, sui biomarcatori
e sulla densita ossea nelle donne in postmenopausa con osteopenia.
Questo studio randomizzato in doppio cieco ha coinvolto 50 pazienti di eta
compresa tra i 50 e 72 anni, affette da osteopenia, suddivise in 2 gruppi e ha avuto
la durata di 6 mesi.
Tutte le partecipanti hanno ricevuto una terapia quotidiana di 500 mg di calcio e 200
Ul di vitamina D; la differenza perd € stata che il primo gruppo ha assunto calcio,
25(0OH)D3 e un placebo mentre il secondo gruppo ha ricevuto calcio, vitamina D e
un integratore probiotico multispecie (contenente Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium breve e Streptococcus thermophilus).
| risultati ottenuti al termine del trattamento indicano che I'uso combinato di vitamina
D e probiotici rispetto alla somministrazione della vitamina, ha determinato una
significativa riduzione dei livelli:

o difosfatasi alcalina specifica per '0sso;

e dell'ormone paratiroideo;

e del fattore di necrosi tumorale-a (TNF-a).

Tuttavia, non sono stati osservati effetti sulla densita minerale ossea totale della
colonna vertebrale e dell'anca. [114]
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6.1.3. Studio che valuta gli effetti della co-integrazione sui parametri della
salute mentale e sullo stato metabolico nei pazienti diabetici di tipo 2 affetti
da malattie coronariche

Le malattie coronariche (CHD) e il diabete di tipo 2 (T2DM) rappresentano i
principali fattori di rischio di mortalita. Queste patologie, prima di essere letali,
spesso generano deterioramento cognitivo, sintomi depressivi, inflammazione
cronica, stress ossidativo e disabilita funzionale. Inoltre, nelle persone affette da
T2DM, linsulino-resistenza e liperinsulinemia possono provocare disturbi
metabolici che portano a una ridotta sintesi di ossido nitrico (NO) nelle pareti dei
vasi sanguigni; quest’ultimo normalmente ha il compito di controllare la circolazione
del sangue (dilatando le pareti vasali) e regola il rilascio di ormoni e
neurotrasmettitori (come I'adrenalina). [117]

Studi iniziali hanno dimostrato che I'assunzione di vitamina D 50.000 Ul ogni due
settimane per 6 mesi nei pazienti diabetici affetti da CHD ha avuto effetti benefici
sul controllo glicemico, sui livelli di proteina C-reattiva ad alta sensibilita e sulla
sintesi di NO, glutatione e malondialdeide, senza tuttavia influenzare altri profili
metabolici. [118]

In un altro studio, in pazienti affetti da steatosi epatica non alcolica l'integrazione di
25(0OH)D3 50.000 Ul settimanali per 10 settimane ha ridotto l'insulino-resistenza e i
livelli di glucosio a digiuno. [119]

Parallelamente altre ricerche hanno dimostrato che l'integrazione con i probiotici nei
pazienti che soffrono di T2DM migliora i valori del glucosio a digiuno e del
colesterolo HDL, ma non influenza gli altri marcatori del controllo glicemico ed i
profili lipidici; inoltre nello studio del 2013 condotto da Jones si € osservato che
aumenta notevolmente la vitamina D circolante in risposta all'integrazione probiotica
orale. [120]

Incrociando questi risultati e considerando gli effetti antiossidanti e antinfiammatori
della vitamina D e dei probiotici, & stata ipotizzata I'utilita della co-integrazione di
25(0OH)D3 e probiotici nelle persone diabetiche o affette da CHD.

Su queste basi € stato generato lo studio condotto da Raygan nel 2018, che ha
valutato gli effetti di questa co-somministrazione sui parametri dello stato
metabolico, depressivo ed ansiogeno.
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La studio era randomizzato, in doppio cieco, controllata con placebo e ha avuto una
durata di 12 settimane i pazienti arruolati avevano un'eta compresa tra 45 e 85 anni
e una diagnosi di diabete di tipo 2; sono stati esclusi i soggetti che avevano assunto
vitamina D o probiotici negli ultimi 3 mesi e i pazienti con disturbi della tiroide.

| pazienti sono stati randomizzati in due gruppi di 30 individui ciascuno, e tutti hanno
ricevuto 50.000 Ul di vitamina D3 ogni due settimane. Inoltre, il primo gruppo ha
assunto 8 x 10° CFU al giorno di integratori probiotici (contenenti Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum e Bifidobacterium
bifidum), mentre il secondo gruppo ha ricevuto un placebo insieme alla vitamina D.

[116]

Assessed for eligibility (n=78)
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Figura 6.1.3. Strategia adottata per la divisione dei pazienti in questo studio [116]

| risultati osservati da questo studio hanno evidenziato che la co-integrazione di

vitamina D e probiotici ha favorito:

e un miglioramento nei punteggi dei questionari redatti dai pazienti sulla

depressione (BDI), sull’ansia (BAI) e sulla salute generale (GHQ);
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e una riduzione vantaggiosa dei livelli di insulina e dell'insulino-resistenza
(HOMA-IR);

e un aumento significativo dei livelli sierici di vitamina D, dell'indice di controllo
quantitativo della sensibilita insulinica (QUICKI) e dei livelli sierici di
colesterolo HDL;

e una variazione dei livelli di proteina C-reattiva ad alta sensibilita (hs-CRP), di
ossido nitrico plasmatico (NO) e della capacita antiossidante totale
plasmatica (TAC). [116]

Tabella 6.1.3. Cambiamenti dei parametri della salute mentale e dello stato metabolico nei pazienti
diabetici di tipo 2 affetti da CHD e trattatati con placebo o con I'assunzione di vitamina D insieme ai
probiotici [116]

Placebo group (n = 30) Vitamin D plus probiotic group (n = 30)

Baseline End-of-trial Change Baseline End-of-trial Change
Serum 25-OH-vitamin D (ng/mL) 13.8 * 3.0 13.9 = 3.4 01 =14 147 * 2.9 26.5 + 6.1 11.8 = 5.9
BDI score 215 = 39 20.6 + 3.7 -09 =+ 21 23.2 + 4.6 20.4 = 3.4 —-28 = 38
BAI score 16.5 = 4.0 15.7 = 3.7 -08 + 1.4 179 + 4.7 15.8 = 4.0 -21+ 23
GHQ score 46.5 = 7.0 45.4 = 5.7 -11 = 34 49.1 = 7.7 45.1 = 5.7 -39 + 41
FPG (mg/dL) 126.8 + 34.9 124.3 + 34.8 -25 + 17.9 121.3 = 49.7 114.9 = 46.6 -6.3 + 26,5
Insulin (uIU/mL) 131 = 7.8 133 =79 0.2 + 49 13.7 = 7.3 109 = 7.4 —-2.8 * 3.8
HOMA-IR 4.0 + 25 39 + 25 -01+15 42 = 3.7 32 + 26 -1.0 £ 1.6
QUICKI 0.32 = 0.02 0.32 + 0.02 —0.001 + 0.01 0.32 = 0.03 0.35 + 0.06 0.03 + 0.04
Triglycerides (mg/dL) 153.5 = 65.4 153.6 = 61.6 01 + 17.7 149.2 = 92.3 137.4 = 61.5 -11.8 = 69.7
VLDL-cholesterol (mg/dL) 30.7 = 13.1 30.7 * 12.3 0.01 * 3.5 29.8 + 185 27.5 + 12.3 —-2.4 * 139
Total cholesterol (mg/dL) 146.7 = 29.1 146.9 = 33.9 0.3 = 18.0 138.8 = 41.7 144.2 + 33.3 5.4 = 30.5
LDL-cholesterol (mg/dL) 72.6 + 18.7 73.3 + 239 0.8 + 16.4 68.1 + 29.1 73.5 + 28.2 5.4 = 20.6
HDL-cholesterol (mg/dL) 43.4 * 8.2 428 = 7.4 -05 + 3.8 409 * 8.2 43.2 = 8.2 23 + 35
hs-CRP (ng/mL) 3430.9 + 2939.3  3691.4 + 30247  260.5 * 2298.2 3410.0 = 23849 2460.0 = 2135.8 —950.0 * 1811.2
NO (umol/L) 37.7 = 82 36.3 + 8.7 -14 + 6.7 385 = 39 40.2 = 3.3 1.7 £ 40
TAC (mmol/L) 1032.8 = 367.7 915.8 + 284.5 —1169 * 3242 987.9 + 91.7 1000.5 = 91.4 126 = 41.6
GSH (pmol/L) 510.6 + 123.0 498.4 + 158.5 -12.2 = 1225 686.4 + 80.5 704.4 = 1427 18.0 = 112.7
MDA (umol/L) 3.3 =13 3.4 = 1.0 01 =07 2.8 = 0.2 27 = 0.3 -01 = 0.3
SBP (mm Hg) 129.2 = 85 128.2 = 9.9 -1.0 * 6.1 1327 = 7.9 132.0 = 8.4 -0.7 * 6.4
DBP (mm Hg) 78.0 = 83 76.7 + 7.8 -13 + 6.1 76.8 = 7.2 76.1 = 7.0 -0.7 + 4.7

Questo studio appare incompleto in quanto non é stata misurata la carica batterica
fecale né prima né dopo il trattamento, e non e stato valutato I'effetto della co-
integrazione sull'espressione genica correlata all'inflammazione ed alla insulino-

resistenza.
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6.1.4. Studio che valuta gli effetti della co-supplementazione sullo stato
metabolico e sugli esiti della gravidanza nelle donne affette da diabete
gestazionale

Il diabete mellito gestazionale (GDM) cioe l'intolleranza al glucosio diagnosticata
durante la gravidanza puo generare effetti avversi come il ricorrere al taglio cesareo,
portare a un parto prematuro o alla macrosomia, influenzando negativamente la
salute sia della madre sia della prole nel lungo termine. [122]

Studi precedenti hanno dimostrato che la carenza di vitamina D € correlata a un
aumento del rischio di sviluppare GDM [123], inoltre altre ricerche hanno suggerito
che il trattamento con 1,25(0OH)2D3 pud migliorare l'insulino-resistenza e ridurre
l'infiltrazione di lipidi nella placenta, diminuendo cosi la probabilita di sviluppare
GDM o addirittura prevenendo l'insorgenza di questa patologia. [124]

La composizione del microbiota intestinale & una componente fondamentale dello
stato metabolico, I'uso dei probiotici ne pud alterare la composizione producendo
sostanze antimicrobiche che favoriscono la crescita dei batteri benefici e
l'inattivazione delle tossine dei batteri patogeni, in piu possono sostenere la
resistenza alla colonizzazione attraverso I'aumento della produzione di muco e la
competizione per i recettori. [125]

Questi risultati hanno portato Jamilian nel 2019, a valutare gli effetti della co-
somministrazione di vitamina D e probiotici sui profili metabolici, i biomarcatori
dell'infiammazione, lo stress ossidativo e sugli esiti della gravidanza nelle donne
con GDM. [121]

Lo studio, condotto era randomizzato in doppio cieco, controllato con placebo, ha
avuto una durata di 6 settimane, e ha coinvolto pazienti che avevano un'eta
compresa tra 18 e 40 anni, una diagnosi di GDM e fossero alla loro prima
gravidanza.

| criteri di esclusione erano I'essere in terapia insulinica, avere ipo o ipertiroidismo,
aver assunto vitamina D o integratori probiotici nei 3 mesi precedenti, soffrire di
eclampsia ed essere fumatrici.

Lo studio ha coinvolto 87 donne, suddivise in 3 gruppi: il primo gruppo, composto
da 30 pazienti, ha ricevuto 50.000 Ul di vitamina D ogni 2 settimane piu 8 x 10° CFU
al giorno di un integratore probiotico (contenente Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum e Bifidobacterium bifidum); il
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secondo gruppo, composto da 29 pazienti, ha ricevuto solo l'integratore probiotico;

infine, il terzo gruppo, composto da 27 donne, ha ricevuto un placebo. [121]
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Figura 6.1.4. Strategia adottata per la divisione dei pazienti in questo studio [121]

| risultati ottenuti dopo le 6 settimane di trattamento hanno mostrato che la co-

integrazione di vitamina D e probiotici, rispetto alla assunzione della vitamina e dei

probiotici singolarmente, ha portato a:

una riduzione importante del glucosio plasmatico a digiuno, dei livelli di
insulina sierica e dei livelli di insulino-resistenza (HOMA-IR);

un notevole aumento dell'indice di controllo quantitativo della sensibilita
insulinica (QUICKI), dei livelli di glutatione e della capacita antiossidante
totale (TAC);

una diminuzione dei livelli di trigliceridi, dei livelli di VLDL, del rapporto tra
HDL e colesterolo totale, dei livelli di proteina C-reattiva ad alta sensibilita

(hs-CRP) e del livello di malondialdeide (MDA) [121]
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Tabella 6.1.4. Cambiamenti dei parametri sullo stato metabolico nelle pazienti affette da diabete
gestazionale e trattate o con I'assunzione di vitamina D insieme ai probiotici o con solo integratore

probiotico oppure con un placebo [121]

Variables Placebo group (n = 28) Probiotic group (n = 29) Vitamin D plus

probiotic group

(n =30)

WkO Wk6 WkO Wk6 WkO Wk6
25-hydroxyvitamin 143 + 4.1 17.7 £ 3.7 129 +3.2 18.5 + 3.1 134 + 4.1 351 +39
D (ng/mL)

FPG (mg/dL) 94.1 + 6.1 93.0+79 96.6 + 3.4 86.5 + 7.6 954 +22 83.1+57
Insulin (pIU/mL) 136 +25 134+ 29 131 +7.7 11.7 + 6.6 12.8 + 4.6 10.8 + 5.1
HOMA-IR 3.1+06 31 +038 31+1.9 25+15 30+11 22+1.1
QUICKI 032 +0.009 032+ 001 033 + 0.03 0.34 + 0.05 0.32 + 0.01 0.34 + 0.03

Triglycerides (mg/dL) 1572+ 397 1719+ 426 160.6+60.5 153.1+60.5 1705 +582 1456 +534
VLDL-cholesterol (mg/dL) 31.4 + 7.9 344 + 85 321 +121 306+121 341 +117 291107
Total cholesterol (mg/dL) 222.6 + 40.8 2258 +33.0 219.1+364 2196+374 221.7+391 2154 +46.7
LDL-cholesterol (mg/dL) 1354 +36.6 136.9+334 133.1+342 1349+341 1328 +357 1284 +39.1
HDL-cholesterol (mg/dL) 55.8 +14.8 545+ 128 538+120 541+109 549+107 579+113

Total-/HDL-cholesterol 4.2 + 1.2 43 +1.2 42 +09 41+08 41+ 1.0 3.8+08
hs-CRP (mg/L) 52+22 57 +22 54+1.9 44+ 1.3 6.2+13 44 +13

NO (pmol/L) 30.0 + 4.1 298 + 3.7 323 +45 33.0+55 285 +5.1 294 + 6.7
TAC (mmol/L) 722.4 + 1409 704.2 + 955 7237 +226.7 739.7 + 2242 7976 + 802 860.2 +921
GSH (umol/L) 577.8 + 2603 577.4 +2469 5013 +59.9 511.9+556 479.7+100.6 548.8 + 123.9
MDA (pmol/L) 32+09 34+1.0 28 + 0.6 27+05 33 +06 3.1+0.7

Anche questo studio non ha tenuto conto della caratterizzazione del microbiota, che
impedisce di determinare se la somministrazione abbia alterato la sua
composizione, e dalla mancata analisi degli effetti della vitamina D e dei probiotici

sull'espressione genica relativa ai profili metabolici.
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6.1.5. Studio che valuta gli effetti della co-integrazione sulla salute mentale,
sui parametri di stress ormonale, infiammatorio ed ossidativo nelle donne

con la sindrome dell’ovaio policistico

La sindrome dell'ovaio policistico (PCOS) & una delle endocrinopatie ginecologiche
piu comuni nelle donne in eta pre-menopausale; la qualita della vita delle donne
affette da questa patologia pud essere compromessa dalla presenza di irsutismo,
irregolarita mestruali, disturbi della salute mentale e acne.

Infatti il danno ossidativo, l'iperandrogenismo e l'infiammazione cronica possono
giocare un ruolo centrale nella PCOS.

La presenza di specie radicaliche libere prodotte dalla risposta infiammatoria delle
cellule policistiche pud generare alti livelli di androgeni e 'aumento dei marcatori
inflammatori sistemici (come la proteina C-reattiva) a cui & associato un rischio
maggiore di sviluppare diabete di tipo 2 e malattie cardiovascolari. [127]

E stato scoperto che i livelli fisiologici di vitamina D hanno un effetto benefico sulla
ricettivita endometriale, mentre livelli eccessivi possono essere dannosi per lo
sviluppo degli ovociti e sulla qualita del’embrione. [128]

Studi precedenti avevano rivelato che le donne affette da PCOS spesso presentano
una carenza di vitamina D e questo deficit &€ legato ad un'elevata insulino-resistenza
e ad un aumento dei livelli di testosterone.

In uno altro studio, l'uso di integratori probiotici per 12 settimane nelle donne con
PCOS ha portato a un miglioramento dei profili androgenici, dei parametri di stress
ossidativo e delle concentrazioni di proteina C-reattiva. [129]

La somministrazione di vitamina D alle donne con PCOS ha dimostrato che puo
avere un impatto positivo sui marcatori infammatori sistemici e sul danno
ossidativo, mentre I'assunzione di probiotici ha mostrato effetti promettenti nel
trattamento delle anomalie metaboliche, quali I'aumento dei fattori inflammatori, lo
stress ossidativo, l'insulino-resistenza e la dislipidemia aterogenica.
Ostadmohammadi, nel 2019 sulla base di questi presupposti ha ricercato I'effetto
della co-integrazione di vitamina D e probiotici sull'irsutismo, sulla salute mentale,
sui parametri di stress ormonale e sui biomarcatori dell'infammazione e del danno

ossidativo nelle pazienti affette dalla sindrome dell'ovaio policistico. [126]
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Lo studio e stato randomizzato in doppio cieco, controllato con placebo, ha avuto
una durata di 12 settimane ed ha coinvolto 60 donne con PCOS diagnosticata, d’eta
compresa tra i 18 e 40 anni e con un indice di massa corporea tra 17 e 34 kg/m?.
Dalla ricerca sono state escluse le donne in gravidanza, in allattamento, con tumori
secernenti androgeni, con disfunzioni della tiroide, affette da diabete, da ansia o
depressione e con iperplasia surrenale.

Le partecipanti sono state divise in due gruppi: il primo gruppo ha ricevuto 50.000
Ul di vitamina D ogni due settimane insieme a 8 x 10° CFU al giorno di un integratore
probiotico  (contenente: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus fermentum e Bifidobacterium bifidum), mentre il secondo gruppo ha

ricevuto un placebo. [126]
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Figura 6.1.5. Strategia adottata per la divisione dei pazienti in questo studio [126]
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| risultati ottenuti dopo le 12 settimane di somministrazione congiunta di vitamina D

e probiotici mostrano:

e un significativo miglioramento nel punteggio dei questionari sulla salute
generale (GHQ);

e una diminuzione notevole dei livelli di testosterone totale, dell’irsutismo, dei
livelli di proteina C-reattiva ad alta sensibilita (hs-CRP) e dei livelli di
malondialdeide (MDA);

e un aumento della capacita antiossidante totale (TAC).

Tuttavia, non e stato osservato nessun miglioramento sull’acne e sulla alopecia
probabilmente in quanto i livelli plasmatici delle globuline leganti gli ormoni sessuali
(SHBG) e dell'ossido nitrico (NO) non si sono modificati. [126]

Tabella 6.1.5. Cambiamenti dei parametri sulla salute mentale, sui profili ormonali e sui biomarcatori
dellinfammazione e del danno ossidativo nelle donne affette da PCOS e trattate I'assunzione di

vitamina D insieme ai probiotici oppure con un placebo [126]

Variables Placebo group (n=30) Vitamin D plus probiotic group
(n=30)

Baseline Week 12 Baseline Week 12
25-hydroxyvitamin D (ng/mL) 129 + 32 133+£27 111 £41 244 £ 56
BDI total scores 138+ 36 132+ 37 129 + 4.1 119+ 34
GHQ scores 427 £ 9. 419+ 89 404 + 6.7 387+68
DASS scores 825+ 118 808+ 124 815+122 789 +123
PSQl 75+28 65+ 30 7827 58+ 21
Total testosterone (ng/mL) 1.1+04 11103 10£03 09+02
SHBG (nmol/L) 402+ 50 403 +53 384 £59 396+ 57
mF-G scores 139+ 30 136+ 30 1498 + 3.2 135+ 33
hs-CRP (mg/L) 37+10 38+13 38+ 1.1 32+08
NO (umol/L) 333+49 323 +55 342+10 336+08
TAC (mmoal/L) 8351 £101.7 8309 +938 8505+ 827 919.2 + 854
GSH (umol/L) 4758 £ 717 4917 £ 81.0 5104 £ 993 556.5 + 67.2
MDA (pmol/L) 27+05 26+ 05 29+£03 25+02

Anche questa ricerca presenta delle limitazioni, dovute alla mancata

caratterizzazione del microbiota intestinale prima, durante e dopo la co-

somministrazione.
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6.1.6. Studio che valuta gli effetti della co-somministrazione sulle coliche

infantili

Le coliche infantili sono una condizione comune nei neonati che, sebbene sia
considerata autolimitante e benigna, rappresenta una fonte significativa di stress
per i genitori. In quanto il senso psicologico di impotenza nel migliorare le condizioni
del proprio figlio e la mancanza di sonno causata dal pianto eccessivo notturno del
bambino generano nell’adulto uno stato di malessere. [131] [132]

Nei neonati sani di eta inferiore ai tre mesi le coliche si manifestano con episodi di
pianto inconsolabile che possono durare anche fino a 3 ore e si verificano almeno
3 giorni alla settimana per un periodo di circa un mese.

Ricerche come quelle di De Weerth (2013) e di Savino (2009), condotte sulle coliche
neonatali hanno dimostrato che il microbiota intestinale dei neonati affetti da questa
sindrome € caratterizzato da una riduzione dei lattobacilli e un aumento dei batteri
coliformi; questo squilibrio pud essere una possibile causa dell'aumento della
motilita intestinale, della produzione di flatulenza nei neonati e la conseguente crisi
di pianto. [133]

Studi recenti hanno suggerito I'uso di integratori di vitamina D nei neonati, poiché
un deficit di questa vitamina pud portare a una maggiore suscettibilita alle lesioni
intestinali.

Parallelamente alcuni trial clinici hanno riportato che i probiotici, in particolare a base
di Lactobacillus reuteri, possono essere utili nel ridurre il pianto nei neonati allattati
al seno con coliche. Tuttavia, lo studio di Sung ha rilevato che non ci sono ancora
prove sufficienti per supportarne I'uso nella prevenzione in tutti i neonati ma solo
che i probiotici mostrano effetti positivi nella gestione delle coliche infantili.

Sulla base di queste ricerche, é stato predisposto un trial da Savino e collaboratori
nel 2015, il cui obiettivo era valutare l'efficacia della somministrazione orale di
Lactobacillus reuteri DSM 17938 insieme a vitamina D3 nel ridurre le coliche infantili
nei neonati di 10 giorni di eta. [130]

Questo lavoro prospettico e randomizzato € stato svolto in Italia, ed in questa ricerca
sia i genitori che i medici erano a conoscenza del tipo di trattamento, mentre il
Valutatore degli esiti del trial (TOA) era all’'oscuro.

L'obiettivo dello studio era dimostrare che la co-somministrazione di vitamina D e

probiotici potesse ridurre:
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e l'uso di farmaci analgesici per il trattamento delle coliche infantili, come il
cimetropio bromuro (un composto antimuscarinico e anticolinergico) e il
simeticone (un agente antischiuma che favorisce l'espulsione dei gas
addominali);

e il passaggio all'alimentazione con latte artificiale e proseguire per piu tempo
con l'allattamento al seno;

e lintervento richiesto dai genitori al pediatra e le visite agli ambulatori
pediatrici a causa delle coliche infantili. [130]

| criteri di inclusione prevedevano che i neonati avessero meno di 10 giorni di vita,
un'eta gestazionale tra le 37 e le 42 settimane e un peso alla nascita compreso tra
2,5 e 4,3 kg; mentre sono stati esclusi i neonati prematuri e quelli affetti da ipossia
perinatale o da enterocolite necrotizzante.

In questo studio sono stati inizialmente ammessi 138 neonati, ma solo 113 sono
stati campionati e divisi in due gruppi randomizzati; 25 di questi sono stati esclusi
poiché non soddisfacevano i criteri di inclusione o perché i genitori non hanno fornito
il consenso.

Al primo gruppo, composto da 58 neonati, sono stati somministrati solo 400 Ul di
vitamina D3 ogni giorno. Tuttavia, 4 neonati sono stati successivamente esclusi a
causa dello sviluppo di infezioni urinarie o di reflusso gastroesofageo. Al secondo
gruppo, composto da 55 neonati, sono stati somministrati 400 Ul di vitamina D3
insieme a 5 gocce contenenti Lactobacillus reuteri al giorno. Anche in questo
gruppo, 4 neonati sono stati esclusi per infezioni urinarie o delle vie respiratorie, o

per reflusso gastroesofageo.[130]
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138 infants were assessed for eligibility

- 10 infants did not fit the
eligibility criteria

- 15 families did not provide
consent

113 infants underwent randomization

3
& v
58 infants were assigned to 55 infants were assigned to
the control group (A) the treatment group (B)
(vitamin D3 only) (Lactobacillus reuteni + vitamin D3)
l l
0 infants were lost to 0 infants were lost to
follow-up after 3 months follow-up after 3 months
—> - 1infant excluded —> - 1infant excluded
because of urinary because of urinary
infection tract infection
- 3 infants excluded - 1infant excluded
because of because of upper
gastroesophageal airways infection
reflux - 3 infants excluded
because of
gastroesophageal
reflux
54 infants were included in the 51 infants were included in the
intention-to-treat analysis intention-to-treat analysis

Figura 6.1.6. Strategia adottata per la divisione dei pazienti in questo studio [130]

| risultati ottenuti dopo 12 settimane di somministrazione congiunta di vitamina D e
probiotici, rispetto al gruppo che ha assunto solo la vitamina, hanno mostrato che i
genitori dei neonati hanno consultato con meno frequenza i pediatri e si sono ridotte
le visite ambulatoriali per episodi di coliche infantili rispetto ai genitori dei neonati
che hanno ricevuto solo vitamina D.

Inoltre, & diminuito significativamente I'uso di farmaci analgesici nel gruppo trattato
con la co-somministrazione; nel gruppo trattato, solo 1 neonato ha ricevuto
cimetropio bromuro (rispetto ai 24 neonati del gruppo di controllo) e solo 11 neonati
hanno ricevuto simeticone (rispetto ai 48 del gruppo di controllo).

La co-integrazione ha anche ridotto il passaggio all'utilizzo di latte artificiale: solo 7
neonati nel gruppo di trattamento sono passati al latte artificiale, rispetto ai 20
neonati del gruppo che ha ricevuto solo vitamina D. [130]
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Tabella 6.1.6. Risultati della co-assunzione di vitamina D e probiotici rispetto al solo utilizzo di

vitamina D nei bambini che soffrono di coliche infantili [130]

Endpoint Lactobacillus reuteri + Vitamin D3 (n=54)
vitamin D3 (n=51)

Primary endpoints
Use of cimetropium bromide 1 24
Use of simethicone 1 48
Secondary endpoint
Use of infant formula in the first 7 20
three months
Lactobacillus reuteri + Vitamin D3 (average
vitamin D3 (average * SD) * SD)
Phone calls for each infant? 5.0412.64 8.40+3.58
Visits for each infant? 2.66x1.77 4.98+1.89

Le problematiche riscontrate in questo studio sono numerose. Innanzitutto, i dati
raccolti non sono stati ottenuti in doppio cieco, il numero di partecipanti al trial era
molto ristretto, e sia l'intensita che la frequenza delle coliche infantili sono state
rilevate tramite dati indiretti e soggettivi.

Sarebbe utile anche valutare gli effetti del Lactobacillus reuteri da solo con quelli del
Lactobacillus reuteri associato alla vitamina D3, al fine di determinare se la co-
somministrazione sia effettivamente piu efficace del singolo probiotico.
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6.1.7. Studio che valuta gli effetti della co-assunzione nei pazienti affetti dalla

sindrome dell’intestino irritabile

La sindrome dell'intestino irritabile (IBS) € una malattia cronica recidivante che
influisce significativamente sulla qualita della vita e in base alla sintomatologia che
ne consegue si divide in: IBS con stitichezza (IBS-C), IBS con diarrea (IBS-D) e IBS
con effetti misti (IBS-M)

La terapia per I'IBS é principalmente focalizzata sul trattamento dei sintomi
attraverso l'uso di loperamide per la diarrea, metilcellulosa per la stitichezza e
rilassanti del muscolo liscio per il dolore addominale. Tuttavia queste terapie hanno
un successo limitato e non sono sempre essere efficaci nella gestione a lungo
termine dell'lBS. [135]

Una recente revisione sistematica di 35 studi sull'uso dei probiotici nell'lBS ha
mostrato che in 25 di questi si sono osservati effetti benefici sui sintomi generali
della malattia. [136]

Un altro studio ha sperimentato la somministrazione di alte dosi di vitamina D (3.000
Ul al giorno) su di un paziente affetto da sindrome dell'intestino irritabile, quello che
ha mostrato &€ una remissione completa dei sintomi dopo lintegrazione della
vitamina ma poi ha avuto una recidiva al terminato del trattamento. [137]

Un ulteriore dato che supporta I'importanza della vitamina D nella gestione dell'IBS
e che il 70% dei pazienti affetti da questa patologia presenta anche un deficit di
questa vitamina.

| dati sopra presentati hanno generato I'interrogativo se I'assunzione di vitamina D,
la somministrazione di probiotici, o la combinazione di entrambi potesse avere effetti
favorevoli sull'IBS; questo quesito ha portato alla ricerca del 2015 di Tazzyman.
[134]

Lo studio, condotto nel Regno Unito, & stato progettato come uno studio
randomizzato, in doppio cieco, controllato con placebo, della durata di 12 settimane.
Sono stati inclusi pazienti con una diagnosi precedente di IBS, escludendo pero chi
aveva usato antibiotici nel mese precedente al reclutamento, quelli che stavano
prendendo antidepressivi o anti psicotici o che gia facevano uso di vitamine o
probiotici, pazienti diabetici, quelli che avevano avuto operazioni gastrointestinali e
le donne in gravidanza. [134]
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Sono stati reclutati 51 partecipanti, suddivisi in due categorie in base ai livelli di
vitamina D posseduti: "Vitamin D deficient" (valori inferiori a 20 ng/ml) e "Vitamin D
replete" (valori superiori a 20 ng/ml); in seguito sono stati assegnati a tre diversi
gruppi di trattamento.

Il primo raggruppamento (composto da 17 pazienti) ha ricevuto un doppio placebo,
il secondo gruppo (composto da 16 pazienti) ha ricevuto una dose quotidiana di
3.000 Ul di vitamina D piu un placebo probiotico, mentre il terzo gruppo (composto
da 18 pazienti) ha ricevuto la stessa dose di vitamina D e 2,5 x 10" CFU di
integratore probiotico al giorno.

Dopo 12 settimane di trattamento, i risultati hanno mostrato un miglioramento
significativo nei livelli di vitamina D. Nel gruppo che ha ricevuto solo vitamina D, la
percentuale di pazienti "Vitamin D replete" € aumentata dal 25% all'87,5%. Nel
gruppo che ha ricevuto sia vitamina D che probiotici, la percentuale &€ aumentata
dal 22,2% al 92,3%. Anche nel gruppo trattato con placebo, si & osservato un
aumento nella percentuale di pazienti "Vitamin D replete", passando dal 18,5% al
60%. [134]

Gruppo % "Vitamin D % "Vitamin D replete™
replete” iniziale | post-trattamento
Doppio placebo 18,50 60,00
Vitamina D3 + Placebo probiotico 22,20 92,30
Vitamina D3 + Probiotico 25,00 87,50

Tabella 6.1.7. Stato della vitamina D prima e dopo il trattamento
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Figura 6.1.7 Risultati ottenuti nei 3 diversi gruppi dopo 12 settimane di trattamento [134]

" * W Placebo
% == BVvitD3 201 LA -+~ Placebo
* [ VitD3 + Probiotic . ;ugg -
8 . — Vit D3 + Probiotic
50 L t
2 7
= <
E 40 H
g B @ 20
g 5
g E
~ 40
@
20 ° =
° .
F .60 R g
10 "
* -80
0= T T [ A R S B
-2 (Baseline) 12 (Exit) 2 0 2 4 6 & 10 12
Week Week
C Deficient D Deficient
807 * M Piacebo
W vitD3 201

[ vit D3 + Probiotic - Placebo
===Vt D3
= Vit D3 + Probiotic

250HD ng/mi
g 8
1 1
*
Total Symptom Severity
T T

- 60

HIlH
1
— -

T T [
-2 (Baseline) 12 (Bxit) 20 4 6
Week Week

Al termine non si & osservata un'interazione significativa né con l'intervento della

sola vitamina D né con la combinazione di vitamina D e integratore probiotico.

Questo risultato pud essere spiegato dall’influenza di diversi fattori, tra cui:

la durata troppo breve della terapia, infatti sarebbe stato opportuno estendere
il trattamento fino a 6 mesi per ottenere risultati piu significativi;

la dimensione del campione presa in considerazione era troppo piccola, dato
che sarebbe stato necessario avere 74 partecipanti per ogni gruppo di
trattamento;

la variazione stagionale €& significativa; infatti i pazienti sono stati reclutati tra
gennaio e aprile, ma la maggior parte delle visite di follow-up si & svolta tra
maggio e agosto, cioe i periodi in cui I'esposizione ai raggi solari aumenta e
di conseguenza aumenta anche la sintesi di vitamina D rendendo cosi i

risultati non attendibili.
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Nonostante questi esiti deludenti, si € comunque verificato un aumento significativo
dei livelli sierici di 25(OH)D nei pazienti trattati con vitamina D rispetto a quelli trattati
con placebo. [134]

La principale limitazione dello studio riguarda la sua durata infatti la durata
dell'intervento attivo nell'lBS dovrebbe essere piu lunga per valutare l'effettiva
efficacia, il trial &€ sottodimensionato e le variazioni stagionali hanno influenzato i
livelli di vitamina D in tutti i pazienti a causa della maggiore esposizione alla luce
solare. Per ottenere risultati piu affidabili, sarebbe stato utile arrivare ad una durata
superiore a 8 settimane (fino a 6 mesi), una dimensione campionaria piu ampia (74
individui per ogni gruppo di somministrazione) e tenere conto dell’effetto delle

variazioni stagionali sulla produzione di vitamina D.
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6.1.8. Studio che valuta gli effetti dello yogurt co-fortificato con vitamina D e

probiotici negli adulti obesi

Attualmente I'obesita rappresenta uno dei principali fattori di rischio per la mortalita,
questo & dovuto non solo allo stress psicologico e alla depressione causati dalla
denigrazione e dalla percezione negativa della propria immagine corporea, ma
soprattutto alla predisposizione allo sviluppo di disturbi cronici potenzialmente letali
come apnea notturna, diabete di tipo 2, ipertensione e malattie cardiovascolari.
[139]

E stato osservato che i soggetti obesi presentano frequentemente un deficit di
vitamina D, che risulta inversamente proporzionale al peso corporeo, all'indice di
massa corporea e alla massa grassa; tuttavia non € ancora chiarito se tale carenza
sia una conseguenza dell'obesita o uno dei suoi fattori di rischio. [140]

L'ipotesi piu accreditata per spiegare il deficit di vitamina D nei pazienti obesi € che
questa vitamina venga distribuita in un volume di tessuto adiposo piu ampio rispetto
alle persone con un peso nella norma.

Tale carenza risulta particolarmente presente in un individuo obeso perché questo
conduce una vita sedentaria, si espone poco alla luce del sole per paura del giudizio
delle altre persone e spesso soffre di disbiosi del microbiota intestinale, di
conseguenza una strategia per gestire I'obesita contempla anche la manipolazione
del microbiota intestinale attraverso l'uso di integratori probiotici. [141]

Lo studio condotto da Hajioor e collaboratori nel 2021 aveva come scopo quello di
dimostrare che la fortificazione dello yogurt con batteri probiotici (Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis), da soli o in combinazione con la vitamina D,
potesse essere efficace per ridurre la carenza di questa vitamina e la disbiosi
associata all'obesita. [138]

Lo studio, randomizzato e in doppio cieco, era controllato con placebo (yogurt a
basso contenuto di grassi) e ha coinvolto 140 uomini e donne obesi per una durata
di 10 settimane durante il periodo invernale (da dicembre a febbraio).

Sono state escluse le donne in menopausa, gravidanza ed in allattamento; mentre
i criteri di inclusione prevedevano un BMI (indice di massa corporea) > 30, I'assenza
di terapie antibiotiche e 'assunzione di probiotici o vitamina D nel mese precedente
alla terapia, assenza di malattie metaboliche (come diabete, cancro o patologie

renali) e di anemia.
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Tutti i 140 partecipanti hanno seguito una dieta a basso contenuto calorico (con un
deficit di circa 500-1.000 kcal rispetto al metabolismo basale) e hanno svolto 45-60
minuti di attivita fisica moderata tre volte alla settimana; per quanto riguarda la

terapia invece i partecipanti sono stati suddivisi in quattro gruppi: [138]

e il primo gruppo ha assunto quotidianamente 100 g di yogurt regolare a basso
contenuto di grassi;

e il secondo gruppo consumo giornaliero di 100 g di yogurt probiotico
(contenente Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis);

e il terzo gruppo ha assunto tutti i giorni 100 g di yogurt fortificato con 1.000 Ul
di vitamina D;

e il quarto gruppo ha preso quotidianamente 100 g di yogurt probiotico

fortificato con vitamina D.

Dei 140 soggetti, solo 118 hanno completato l'intervento; le ragioni delle defezioni
sono da ricercare nel fatto che 2 partecipanti hanno interrotto per gravidanza o
intervento chirurgico, 2 non hanno seguito la dieta, 7 non hanno consumato
regolarmente lo yogurt, 10 hanno iniziato una terapia antibiotica e 1 ha deciso di

non proseguire lo studio. [138]

Assessed for ligibility (n = 300)

Excluded (n = 160)

Not meeting inclusion criteria (n = 99)
Declined to participate (n = 25)

Other reasons (n = 16)

‘ Randomized (n = 140) ‘

Allocation

Group 1 (n =35) | I Group 2 (n = 35) ‘ [ Group 3 (n = 35) | | Group 4 (n = 35)

Drop out Drop out

Drop out Drop out

Antibiotic therapy (n = 3) Antibiotic therapy ( n = 3)

Antibiotic therapy (n = 2) Antibiotic therapy (n = 2)

pregnancy (n=1) not following diet (n = 1)

Surgery (n=1) not compliance (n = 1)

not consumplion yogurt not consumption yogurt (n = 2)

Follow-Up

I Follow up (n = 31) ‘ ‘ Follow up (n = 28) ‘ ‘ Follew up (n = 30) ‘ ‘ Follow up (n = 29) ‘

I Analyzed (n = 31) ‘ \ Analyzed (n = 28) ‘ | Analyzed (n = 30) | ‘ Analyzed (n = 29) ‘

Not following diet (n = 1) not cnnsnl{r:mm;\ yogurt

Figura 6.1.8. Diagramma del follow-up usato per questo studio [138]
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| risultati al termine dello studio sono stati i seguenti:

Tabella 6.1.8. Fattori antropometrici, profilo lipidico e livello della vitamina D dei partecipanti allo
studio prima e dopo il trattamento [138]

in tutti i gruppi tutti i fattori antropometrici, ad eccezione dell'acqua corporea

totale (TBW), sono diminuiti in modo significativo questo quindi suggerisce

che il calo si da attribuire all'effetto della dieta ipocalorica;

i livelli di trigliceridi sono diminuiti notevolmente nei gruppi di intervento

(gruppi 2, 3 e 4), anche se non sono state rilevate differenze significative tra

di essi;

solo il gruppo 2, che ha assunto solo il probiotico, ha mostrato una riduzione

interessante dei livelli di LDL, HDL e colesterolo totale;

la concentrazione di vitamina D & aumentata nei gruppi 1, 3 e 4, mentre nel

gruppo 2 non ci sono state variazioni. [138]

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
(n=31) (n=28) (n=30) {n = 30)
Variable/Yogurt  Before After Before After Before After Before After
BF 36.57 + 6.04 3519 + 773" 38.52 + 6.04 37.23 + 6.91° 35.05 +6.09 34.39 + 690"  34.08+5.53 32.85 +5.39°
PBF 41 (38.50-42.80) 40(37.47- 40.25 40.15 (36.07- 40.60 (37.40-42.80) 39.40(36.97- 38.65(33.70-42.72) 37.90
42.22)° (36.37-42.70) 42.42) 41.52) (32.15-41.72)°
TBW 39.24 +5.01 3913+ 4.93 42.03 +8.28 41.64 + 8.19 38.55 £ 740 38.98 + 6.87 4012 + 6.92 39.77 + 7.02
WHR 093(091-097) 092 0.95(0.90-0.98) 0.94 0.94 (0.50-1) 0.93(0.89-1)  0.94(0.90-0.98) 0.92(0.90-0.98)
(0.90- 0.96) (0.89-0.97)
BMI 34.60(31.90-38) 33.65(30.72- 36.30 35.70 (32.20- 34.90(31.95-35.95)  33.80(31.32- 33.80(31.35-35.05) 33.25
37.37)° (33.50-39.50) 38.22)° 35.75)° (30.80-34.50)°
LBM 5410 (49.20-60) 54.25(49.37- 54.55(50.80-65) 55 (49.70- 49.50 (47.25-60.55)  50.20 (47.15- 55 (49.50-61.75] 54.70
58.52) 63.85)° 60.40) (48-61.62)
Weight 90.20 90.20 93.60 91.15 87.30(79.57-97.75)  86.10(78.57- 89.70 (84.05-9552) 8B.05
(83.7-97.50) (80.20- (87.72-106.80) (83.-107.85)° 94177 (81.15-95.15)°
97.50)
wcC 106.75 99.50 109.50 101 103.25 97.50 103.75 98.50(93-103¢
(102.62-112.25)  (95-106.5)° (104.62-115.37)  (97-110.5)° (98.25-111.25) (88.37-110)°  (100.37-107.75)
HC 112.50 110.50 117.25 113 115(106.5-118.62) 109.75 111.75
(107.87-122.75)  (105.5-119)  (111.37-125.87)  (107-120) (105.87- (108.25-116.37) (106.-115.50)*
115)°
Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
(n=31) (n=28) (n=30) (n=30)
Variable/Yogurt  Before After Before After Before After Before After
TG (mmol/1) 1934147082  17475+61.62 22653+ 9407 15347 +46.81 173.20+76.26 14331+4981 22371+6557  181.62+54.81
HDL(mmol/I) 233 +45.03 22708 +44.62 25447+5920 211874521 24040+ 5717 22.54+4518 23207 +61.69  212.62 +48.96
LDL(mmol/l) 13376 +33.63 128043145  14193+4707 123.20+4244  13793:48.05 12946+4091 126.62+5147  108.08 +34.60
TC (mmol/I) 63.18 + 11.05 637111194 63.27 + 10.87 57.53 +6.72 6753 £1299 65.08 + 11.62 62.86 + 1494 61.92 £ 13.65
Vitamin D (ug/l)  32.96 +11.92 37.26 + 1412 34,78 + 15.64 36.67 +15.79 28.46 + 14.99 38.56 + 15.44 30.44 +13.01 36.01+11.05

Da questo studio si nota che lo yogurt co-fortificato con probiotici e vitamina D non
mostra effetti significativamente superiori sulle concentrazioni sieriche di 25(OH)D
rispetto allo yogurt fortificato esclusivamente con vitamina D; quindi non si sono

generati effetti positivi dal consumo di probiotici sull’assorbimento della vitamina D.
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CONCLUSIONI

L'integrazione combinata di vitamina D e probiotici sembra possa rappresentare una
promettente area di ricerca con potenziali benefici per varie condizioni di salute,
poiché diversi lavori suggeriscono che le singole componenti giocano ruolo sulla
salute fisiologica e psicologica del corpo umano. Inoltre diversi studi dimostrano
come la vitamina D attraverso i suoi recettori influenza la composizione del
microbiota e la sua funzionalita e viceversa.

Questo ha fatto presupporre che la co-somministrazione potrebbe rappresentare
una nuova intuizione nella gestione di alcune patologie croniche; andando a
migliorare la salute mentale, i parametri metabolici, la sensibilita insulinica ed i livelli
sierici di vitamina D, la riduzione delle dislipidemie, dell'infammazione e 'aumento
della capacita antiossidante.

| risultati delle ricerche esaminati in questa tesi suggeriscono che la co-assunzione
svolga un effetto superiore rispetto alla somministrazione del placebo ed anche
della sola assunzione di vitamina D o dei soli probiotici in modo disgiunto.

La problematica principale & che gli studi riguardanti la co-integrazione di vitamina
D e probiotici sono ancora troppo esigui per trarre conclusioni, infatti tali risultati non
possono essere ancora considerati solidi/certi in quanto mancano ancora studi che
prendano in considerazione altri fattori combinati come la stagionalita e le variazioni
nella sintesi endogena di vitamina D dovute all’esposizione al sole e dalla dieta.
Quindi c’é la necessita di svolgere ulteriori ricerche che abbiano una qualita piu alta,
una maggiore varieta a livello della popolazione, un maggior numero di aree
sanitarie esaminate e un numero molto piu grande di soggetti sottoposti agli studi;
inoltre un aspetto fondamentale da considerare € la standardizzazione delle dosi di
vitamina D e probiotici utilizzate nella co-integrazione, questo perché diverse
formulazioni e dosaggi possono avere effetti anche totalmente differenti.

E fondamentale anche comprendere pill accuratamente i meccanismi attraverso cui
i probiotici e la vitamina D interagiscono nel corpo umano, questo attraverso studi
preclinici e clinici che si focalizzino su come questi interventi influenzino il microbiota
intestinale, I'inflammazione e la funzione immunitaria.

Un altro aspetto che potrebbe giocare un ruolo chiave & la personalizzazione del

trattamento, questo perché l'uso di approcci personalizzati, basati su analisi
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dettagliate del microbioma e dei livelli sierici della vitamina D, potrebbero rendere
ottimali i risultati terapeutici per ogni individuo.

Ci si auspica che la ricerca nei prossimi anni possa colmare le attuali lacune
fornendo evidenze solide e ricche per lintegrazione di questa combinazione
terapeutica nella pratica clinica dato I'alto interesse delle patologie coinvolte e delle

ripercussioni sintomatiche verso cui € mirata questa terapia.
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Ate nonna Lella, il cui affetto e saggezza mi hanno sempre dato forza. Sei stata un
faro d’ispirazione nella mia vita, le tue parole di incoraggiamento mi hanno spinto a
superare ogni ostacolo. Grazie per aver creduto in me e per avermi trasmesso valori

fondamentali.

Voglio inoltre ricordare con affetto i miei nonni Geo, Santi, llva che non sono piu con
noi; anche se non sono qui fisicamente, sento ancora la loro presenza e il loro
amore. Il loro esempio di passione ed integrita continua a ispirarmi ogni giorno.
Grazie per avermi trasmesso il valore del duro lavoro e per avermi sempre

sostenuto, anche a distanza.

Un ringraziamento speciale va alla mia professoressa, Fallarini Silvia, per la sua
guida preziosa e la sua dedizione. Grazie per avermi accompagnato con pazienza
e competenza lungo il percorso di ricerca e per avermi fornito gli strumenti necessari
per affrontare questo lavoro con serieta e passione. Le sue indicazioni sono state
fondamentali per la realizzazione di questa tesi e per la mia crescita accademica e

personale.
Atutti voi, il mio piu profondo e sincero ringraziamento. Questa tesi &€ dedicata a voi.
Con gratitudine.

Brizzi Giorgio
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