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Introduzione

La leishmaniosi canina (CanL) € una malattia infafttrasmessa da vettore e sostenuta da un
protozoo, ld_eishmania infantumlLa CanL ha assunto sempre piu importanza siseiicina
veterinaria che in medicina umana, ed e per taijgoma oggetto di numerosi studi in
entrambe le discipline. Il medico veterinario swlgn ruolo fondamentale non solo nella
corretta gestione del paziente malato, ma ancha gestione dei pazienti infetti non malati,
nella corretta informazione della popolazione cootewoli ripercussioni per la sanita
pubblica. In quest’ultimo caso é essenziale il tav@nergico con il medico umano.

| cani che manifestano la malattia clinica hannessp un coinvolgimento multiorganico,
legato ad una reazione eccessiva e scorretta d#ng® immunitario, con danno da
immunocomplessi a livello oculare, articolare, oat@ ma soprattutto renale.

L'obiettivo di questa tesi € stato quello di vahetale alterazioni clinicopatologiche
preponderanti nella popolazione di studio, indigduquali possono essere i fattori di rischio
per l'instaurarsi di una malattia renale croniaa, la sua progressione e per I'evento morte.
Per fare questo sono stati selezionati 167 carettafla CanL sottoposti a terapia
leishmanicida, per un totale di 187 casi tratigiesto perché 17 pazienti hanno avuto una o
piu recidive e sono stati considerati come nuosgi.dai tali soggetti sono stati raccolti i dati
clinici e clinicopatologici partendo dal momentoll@g@nmissione per arrivare alla fine del
periodo di inclusione di circa due anni. | risultdt questo studio evidenziano come le
alterazioni piu frequenti siano anemia normocitisarmocromica, iperprotidemia con
ipoalbuminemia e riduzione del rapporto albumiraigline, iperazotemia con peso specifico

inadeguato.
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La Leishmaniosi eiil dannorrenale

La Leishmaniosi € una malattia protozoaria trasmeéssvettore, sostenuta da parassiti
del generd_eishmania(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) che colpisoerhio e gli animali
domestici e selvatici, diffusa in tutti i contingrgccezion fatta per 'OceanfBaneth D. and
Solano-Gallego, 201Dantas-Torres F., 2012). Nell'uomo € possibileduderla in tre
principali sindromi cliniche: cutanea, mucosalenfacocutanea) e viscerale (Fig(Baneth
D. and Solano-Gallego, 2012). In medicina umanatjuiéma presentazione prende anche il

nome diKala-azar, termine indiano che significa “febbre nera”, défione che deriva dal

colorito assunto dalla cute di alcuni dei paziarfetti e malati.

Y
~fg)

Cutaneous Mucosal Visceral
Variable chronic ulcer Erosion of nose, Hepatosplenomegaly, fever,
with raised borders lips, palate, cheeks, malnutrition, neutropenia,

pharynx or larynx hypergammaglobulinemia

Figura 1 modificata da(Jeronimo S.M.B., 2011. Nellimmaginealcun
esempi di manifestazioni cliniche di Leishmaniosii'nomo.

Nel cane questa suddivisione é esclusivamente eoted, nella pratica clinica, infatti, la
stragrande maggioranza dei pazienti si presentaurortoinvolgimento sia cutaneo che
visceralgBaneth D. and Solano-Gallego, 2012).

Tale malattia riveste un ruolo importante in campefrologico perché causa nefropatie
croniche caratterizzate da glomerulonefriti, suebgsimariamente immunomediata con
caratteristiche istopatologiche differenti, e tubirterstiziopatie a carattere principalmente

inflammatorio(Baneth D. and Solano-Gallego, 2012).

1. Cenni di epidemiologia e patogenesi della Leishmaosi

La Leishmania spp. € un protozoo difasico del geheishmania che, per completare il
ciclo biologico (fig.2), richiede un vettore, deérgerePhlebotomusnel vecchio mondo e

Lutzomyianel nuovo mondo, e di un ospite vertebrato.
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Figura 2 modificata (Baneth D. and Solano-Gall&f,2) Nellimmagine il ciclo biologico dellzeishmania infantunA) Il flebotomo non
infetto esegue il pasto su un ospite canino infettin il pasto ingerisce macrofagi contenenti ibtproo nella forma aflagellata di
amastigote (B). Gli amastigoti sono rilasciati daacrofagi nellapparato digerente del vettore, dagsumono la forma flagellata di
promastigoti (C). In questa sede inizia la lorolicgzione. | promastigoti migrano attraverso iltsisa digerente fino all'apparato
masticatore del vettore, dove si localizzano, cb& con il pasto successivo, possano essere itiocafala saliva nella cute dell'ospite
vertebrato(Jeronimo S.M.B., 2011). Questi vengono poi fagdcidlai neutrofili (Kaye P. and Scott P., 2011) dkay T., 2003) e dai
macrofagi dell’ospite, al loro interno perdono lddello, tornando alla forma amastigote (D) (BanBthand Solano-Gallego, 2012). Nel
citoplasma di queste cellule iniziano a replicagefissione binaria. In seguito alla morte dei ro&agi gli amastigoti vanno ad infettare altri
macrofagi e con essi tramite il circolo ematicalfondono principalmente agli organi emolinfopasgt quali fegato, milza, linfonodi e
midollo osseo, ed anche alcune aree della cutgilestdo un’infezione di natura sistemica. Altrilfttomi assumeranno gli amastigoti con il
pasto di sangue infetto (Baneth D. and Solano-Ga|Jl2012)Jeronimo S.M.B., 2011).

Infected

/¥
o \mwophage
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A seconda della specie deishmaniaspp. I'ospite finale pud essere I'uomo, il cane wep
entrambi. In zone endemiche con un’elevata cararagsitaria sono riportati casi d’infezione
e malattia anche nel gat®aneth D. and Solano-Gallego, 20{Rantas-Torres F., 2012). La
specie maggiormente responsabile della Leishmargasina (CanL) €& laLeishmania
infantum(L. chagasinel Nuovo Mondo), che ha carattere zoonosico (Babetand Solano-
Gallego, 2012), mentre altre specieldiishmaniaspp., a carattere antroponotico, possono
essere responsabili d'infezione, ma non di malafiizica nel cane (tab.XBaneth D. and
Solano-Gallego, 2012). Tra queste ritroviamd_-&ashmania donovaniche assieme allb.
infatum (L. chagag), € causa della forma viscerale nell'uofasch K.J., 2013]Singh RK,
2006). Diversi animali selvatici, tra canidi, felice roditori, fungono da serbatoio

dell'infezione nelle zone endemicf{iganeth D. and Solano-Gallego, 2012).

La trasmissione avviene attraverso artropodi eragtathe nel Vecchio Mondo appartengono
al generePhlebotomus in particolare in Italia, quello maggiormente romlto nella
trasmissione € ilP. perniciosus In letteratura e riportato Iisolamento del DNAeld
kinetoplasto del protozoo all’interno di zecche gehereRiphicephalus sanguineuanche se
non e ancora stata dimostrata la capacita detijpotie di trasmettere il protozoo all’ospite, 0
di trasmetterlo nella forma matura infettafganeth G., 2008fBaneth D. and Solano-

Gallego, 2012|Dantas-Torres F., 2012).

i Leishmania spp. Vettore Distribuzione geografica |

L. amazonensis L. flaviscutellata, L. nociva, L. whitmani Brasile

L. arabica P. Papatasi Arabia Saudita

L. braziliensis L. intermedia, L. migonei, L. wellcomei, L.  Sud America
whitmani e altri

L. colombiensis L. Hartmanni Venezuela

L. guyanensis L. anduzei, L. umbratilis, L. whitmani Colombia

L. infantum L. longipalpis, L. evansi, P. neglects Africa, America, Asia, Europa
perniciosus e altri

L. major P. papatasi Egitto, Arabia Saudita

L. mexicana L. ayacuchensis, L. olmeca Ecuador, USA

L. panamensis L. hartmanni, L. gomezi, L. panamensis, L. Colombia, Ecuador, Panama
trapidoi, L. sanguinaria

L. peruviana L. peruensis, L. verrucarum Peru

L. pifanoi L. flaviscutella, L. youngi Ecuador

L. tropica P. sergenti India, Iran, Marocco, Siria

Tabella 1 modificata déDantas-Torres F., 2012. Nella tabella sono riportate le specieLdishmania(L.) nella prima
colonna, i vettori (L. utzomyia P. =Phlebotomupnella seconda e la distribuzione del protozotartetza.
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A carattere aneddotico sono riportate infezionirispentali dalla madre al cucciolo (Baneth
G., 2008)(Baneth D. and Solano-Gallego, 2012). Altre vietrdsmissione segnalate sono:
trasfusioni di sangue da donatore infetto, altttore ematofagi o attraverso contatto diretto,
con il morso oppure tramite cellule neoplastichiette come potrebbe essere il caso del
tumore venereo trasmissibile (TVT). Quest'ultimaotgsi € stata avanzata perché in
letteratura umana sono riportati casi d’isolamedggli amastigoti, in cellule del sarcoma di
Kaposi, in pazienti leishmaniotici HIV@Baneth D. and Solano-Gallego, 2012). Nello studio
di Marino e collaboratori (2012), sono stati sebeati diciannove cani infetti daeishmania
infantume colpiti da TVT, nel 26% di questi erano presamtastigoti nelle cellule tumorali
(Marino G., 2012). Non vi sono pero, ad oggi, pudadioni scientifiche che dimostrino la

capacita di queste cellule tumorali di trasmetilgneotozoo ed essere causa d’infezione.

La Leishmaniosi € endemica in 98 paesi e 3 contiinern una maggior casistica nei paesi in
via di sviluppo(fig.3) (fig.4). | territori coinvolti aumentano penumero ed espansione
principalmente perché si estende la superficieunsono presenti i vettori della malattia.
Circa 12 milioni di persone sono infette e 350.@0@ischio di infeziondBaneth D. and
Solano-Gallego, 2012). La World Health Organizatfd¥HO) nel maggio del 2012, ha dato
luogo ad un incontro di aggiornamento sulla baseisggltati delle riunioni regionali di tale
organizzazione con revisione della letteraturaiaiope degli esperti riguardo alla diffusione
della Leishmaniosi, I'impatto sulla salute dell’'uone le conseguenze che questa ha sulla
gestione economica dei paesi coinvolti. | dativataindicano che vi sono, ogni anno, circa
200.000-300.000 nuovi casi di Leishmaniosi ViscerédlV) e 700.000-1.2 milioni di
Leishmaniosi Cutanea (LC). Il tasso di mortalitadiécirca 20.000-40.000 decessi/anno
(WHO, 2012). In lItalia, tra il 2003 e il 2007, sosegnalati 134 nuovi casi/anno di LV, con
un’incidenza stimata tra 160-240 casi annui, menirea 49 nuovi casi/anno di LC, con
un’incidenza stimata tra 140-230 annui (Alvar 012).

Figura 3 modificato da(WHO,

- e - 2012) Nella cartina la diffusior
Wl AN ass mondiale della Leishmanic

B e ‘g
> Cixg LY ; ... viscerale, aggiornata al 2010.
. 02 SN ‘
F dhea r 2 ;‘ﬁ ) (o
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Non endemic areas Figura 4 modificato daSannc-G_aIIegc
Countries or areas where cases are typically not L. M. G., 2011) NeII'lmmaglne li
SUCIIONOUS FIVENE O TRpored Cog) distribuzione delld..infatumin Europa

Potential areas
Expected presence of known vectors and dinical cases

Autochtonous cases
Rare individual cases that have never travelled to endemic
areas fvectorial / non vectorial transmission?)

Autochthonous foci
(kennels with vectorial / non vectorial ransmission?)
(published or known by the authors)

Endemic areas

Areas with multiple cases (abundant and active vectors)
The prevalence and distribution of the disease are not
uniform but highly dependent on microclimate and
microhabitats

In many countries detailed information is still lacking

The northem limits of endemic areas are not well known.
The limits presented are estimated according to the
sdentific | and blished inf X

4'.1. /’(m-vmw ‘(m\]

Nell'area del Mediterraneo in cui l'infezione € endica (tab.3) il tasso di cani risultati
sieropositivi & fra I'8.1% ed il 13%, a secondalaeégione, in Spagna; oscilla tra il 4% e il
25% fra Portogallo, Francia, Italia, Grecia, Cigrolurchia. In particolare in Italia sembra

essere stimata attorno al 19Baneth D. and Solano-Gallego, 2012).

In uno studio epidemiologico eseguito in Brasilaege in cui per il controllo della malattia &
previsto I'abbattimento dei cani positivi, si € efato come il trend dei casi di LV sia
comungque in aumento dal 1990 al 2010 (fig.5), dinamslo come questo metodo non sia
efficace nel controllo della diffusione della makat(Dantas-Torres F., 2012). Infatti la
leishmaniosi € una malattia del territorio stre#ame legata alla presenza del vettore,
dell’'ospite e delle condizioni climatiche predispati il mantenimento del ciclo biologico del

protozoo.
6000 Figura 5 modificato déDantas-Torres F., 2012. Nella
9 figura sono riportati i nuovi casi di leishmanie&ceralt
8 5000 7 y=78417x+22328 nell’'uomo nel territorio brasiliano, tra il 1990ile2010
3 R?=033647 Sono stati inclusi pazienti con sospetto clinic
£ 4000 1 sierologia positiva, conferma parassitologica é&past:
‘g al trattamento anfieishmania. Questo evidenzia un tr
s 3000 1 di nuovi casi in amento, che pud riflettere
c miglioramento nei servizi di notifica dei nuovi ta=
é 2000 1 I'inefficacia delle misure di controllo attuate.
- 1000 -
o -

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1938 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
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La maggior parte dei cani e definita resistentelp@@lberga il protozoo, quindi € infetta, ma
in modo subclinico e non manifesta la malattia. €@ risulta determinante nella gestione
dell'infezione, quindi cio che stabilisce se il eamestera portatore infetto o se avra
manifestazioni cliniche della Leishmaniosi cani@da risposta immunitaria che I'organismo
mette in atto al momento dell'infezione. | cani p@so quindi essere categorizzati, in modo
didattico, inclinicamente resistentdo sensibili Nel primo caso il soggetto € in grado di
eliminare autonomamente il parassita o di contrellanfezione, rimanendo in uno stadio
subclinico della CanL. Nel secondo, invece, il camguppa la malattia clinica, variando da
forme lievi a piu gravi, molto dipende anche dahp® impiegato per la diagnosi (Baneth D.
and Solano-Gallego, 2012). La prima situazione poid essere permanente, perché vi sono
alcuni fattori che, se subentrano modificando liglgo raggiunto dal sistema immunitario
del soggetto infetto, possono essere causa dedgmiesdalla forma subclinica alla malattia
clinica. Tali fattori possono essere lo sviluppadimorbidita, la somministrazione di terapie
immunomodulatrici, la contrazione di altre malattiefettive, fattori che nelluomo
corrispondono a infezioni da HIV oppure alla netassi subire trapianti e quindi di ricevere

terapie immunosoppressive.

La Leishmaniosi viene classificata in medicina uentta le malattie neglette, ma il suo ruolo,
come quello di altre malattie infettive soprattufiarassitarie, sta assumendo sempre piu
rilevanza in medicina trapiantologica. Questo périckoggetti sottoposti a trapianto d’organo
devono eseguire terapie immunosoppressive e sejalii®in modo latente I'infezione questa
potrebbe riattivarsi determinando malattia clinicgdoggetti gia debilitati. 1l rischio, inoltre, e
rappresentato dai nuovi donatori che sempre dippivengono da paesi extraeuropei ed il
protocollo di screening di quest’ultimi non prevatleontrollo per alcune malattie tropicali
neglette, tra cuLeishmania infantum e/o donovagiMinistero della Salute, 2005Centro
Nazionale Trapianti, 2012). Per tale motivo I'orgdrapiantato potrebbe risultare non idoneo
solo dopo I'intervento e I'inizio delle terapie aigetto. Diversi sono i case report sugli eventi
fatali correlati alla Leishmaniosi post-trapiantdcuni esempi sono riportati da Prasad e
colleghi (Prasad N, 2011), Dettwiler S. e coautbrettwiler S M. T., 2010) o Jha P.K. e
collaboratori (Jha PK, 2012) e altri (Aardema HO20(Veroux M, 2010).

La risposta immunitaria innata aspecifica dovrelg@ssere la prima linea di difesa per

I'organismo e l'ipotesi avanzata in questi annhe @ protozoo sia in grado di eludere questo
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meccanismo perché la forma amastigote € in gradepticare e sopravvivere all'interno dei
fagolisosomi macrofagici, in quanto capace di proglgsostanze, come i lipofosfoglicani, che
bloccano la maturazione dei fagosomi (Baneth D. &udano-Gallego, 2012). Ipotesi
avanzate nell'ultima decade individuano nei graatiloneutrofili degli effettori importanti
per I'entrata e la diffusione del parassita (Kayaid Scott P., 2011). In particolare, il primo
fu Laskay, che in una pubblicazione del 2003 avdazé&esi che i granulociti neutrofili
polimorfonucleati (PMNs), considerati dei fagocirofessionisti”, siano attirati nel sito di
inoculo del flebotomo e che fungano da “CavalloTddia” per i promastigoti (Laskay T.,
2003). In uno studio, pubblicato nel 2001, da Muélecollaboratori condotto su dei topi si
evidenziato come dopo alcune ore dall'inoculo neliée delle forme promastigote, arrivino
in questo sito i granulociti neutrofili richiamatalle chemochine prodotte in loco in seguito
alla reazione flogistica e solo due o tre giorni fardi arrivino monociti e macrofagi (Muller
K, 2001). Il processo di chemioattrazione di questéule € mediato principalmente dall’IL-
8, prodotta da cellule endoteliali, chemiociti lerdiblasti, la quale oltre ad attirare i neutrofili,
ne attiva il processo di fagocitosi dell’agenterasto, in questo caso del protozoo. Si e
dimostrato, inoltre, come lo stesso flebotomo passamettere con il pasto batteri e/o virus in
loco stimolando ulteriormente la reazione infiamoniat dei tessuti e potenziando cosi
I'attivita di richiamo di neutrofili e dei macrofad neutrofili cosi parassitati dai promastigoti,
vengono fagocitati dai macrofagi e fungono da “davdi Troia”, appunto, per il parassita il
quale riesce ad entrare nel macrofago senza edisémétto. Il ruolo dei neutrofili deve pero
essere ancora ben indagato in vivo (Kaye P. antd Bca2011).

Il ruolo principe nella patogenesi della Leishmani@ svolto dalla risposta immunitaria
specifica. Nell'uomo e nel modello sperimentale imairsi € dimostrato come i soggetti che
sviluppano una risposta principalmente o totalmeitehelper 2 (Th-2) soccombano

all'infezione, mentre soggetti con risposta T helpgTh-1) risultino resistenti. Nel cane la
risposta immunitaria, e quindi il manifestarsi delnalattia, non ha un carattere cosi
dicotomico; infatti, in esso si attivano entrambipi di risposta, ma in alcuni soggetti prevale
la risposta Th-2. Quest’ultimi soggetti risulteranmalati (Barbieri C.L., 2006) (Baneth D.

and Solano-Gallego, 2012) (McCall L.I., 2013) (Bre{.R., 2013).

La risposta Th-1 e mediata da citochine, quali JIFRF-o. e IFN<y che inducono I'attivazione
dei macrofagi con conseguente produzione di NOncjpale effettore della morte
intracellulare degli amastigoti (Baneth D. and &ok&allego, 2012) (Proto W.R., 2013). In

modelli sperimentali si € visto che la riduziondlangroduzione di ossido nitrico (NO)
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promuove la disseminazione viscerale del paragsitgCall L.l.,, 2013). La risposta Th-2 e
caratterizzata da un incremento prevalente di aitoehine, quali IL-10, IL-4 (Baneth D. and
Solano-Gallego, 2012) (Barbieri C.L., 2006) e TEBES., 2012), ed esita in un'imponente
risposta anticorpale con danni d’'organo mediatiimdenunocomplessi (fig.6) (Baneth G.,
2008).

Parasite Killing

Cellular Immunity—
Resolving Infection

A

Activation of
Macrophage

@ T~
£ | Macrophage
IL-12 > A IL-12 & IL-18
! oy Macrophage
TNF-ct (Infected)
\+> CcD8* ®
Teel —»
Y lL-12 CTL
Y
IL-4 IFN=y
CD4+ IL.-10
Teell
e —>

4 iINOS

Activated DC 1gG Production
Opsomzahon
and Phagocytosis
L4 Be— IL-18
IL-4
IL-5
Legend @ — :t'g —p —> W—) —>» No macrophage
— o activation results in
DC --e- Dentritic Cel IL-10 A progressive disease
IgG ------- Immunoglobulin G Humoral Inmunity=  1L-13 Degranulation of
iNOS ------ inducible Nitric Oxide Synthase Disease Progression  TGF-§ infected macrophage
TGF=R ---- Transforming Growth Factor=3}
TNF - oo Tumor-Necrosis Factor
CTL --eeeee Cytotoxic T Lymphocyte
------- Leishmania Promastigote
---- Leishmania Amastigote

Figura 6 modificata déNavid Ezra, 2010. Visualizzazione schematica della risposta Th-The2 nella leishmanio
viscerale con particolare focus sulla rispostadrse di CanL. Una risposta mista Th-1 e Z'ki sviluppa nei cani infet
guando questa risposta si shilancia verso 12 Theane soccombe all'infezione, mentre quando/gdesuna piu fori
risposta Th-1 il paziente mostra resistenza alllattie Le citochine IFNy, IL-2 e TNF4, inducono la produzione di M
con eliminazione del parassita. Al contrario, IL-ITDGF{f§ e IL-4 sono coinvolte nella diffusione del paras
nell’'organismo con un notevole incremento delkatéi dei linfociti b e delle plasmacellule, con liglbulinemia indott
dalla risposta Th-2. La risposta Th-1 subisce umandregolazione da Il1:0, prodotte dalle cellule T regolatrici (Tre
IL-10 viene, inoltre, prodotta da cellule dellada Th-1 edé stato avanzato che possa essere benefica n&dré
'immunopatologia secondaria indotta dalle infezjona previene I'immunita sterile e garantisce il mantenimoedi un:
bassa carica parassitarilimmagine A indica possibili coinfezioni o infezid secondarie che possono alte
I'equilibrio immunitario nei soggetti infetti non atati, con sviluppo di malattialinica, per viraggio della rispo:
immunitaria da tipo Thl a Th2.

In via sperimentale si € dimostrato come I'lL-1(particolare promuova la progressione della
malattia e come [linibizione di questa citochinartpalla formazione di granulomi
all’eliminazione del parassita (Murray H.W. L. @Q02). Inoltre I'inibizione di tale citochina
induce un incremento dell'lFN-e dell'iNOS nei tessuti infetti ed e stato dimagtrcome la

terapia leishmanicida associata ad una terapiarghea bloccare questa citochina migliori
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I'effetto della terapia eziologica stessa (MurrayAH M. A., 2003) (Murray HW. F. K.,
2005).

Nelluomo € gia stata dimostrata la predisposizigaeetica dei soggetti nello sviluppo della
malattia, che sembra essere legata alla mutazionen dyene in particolare, I&lcllal
coinvolto nella sintesi di proteine macrofagichaiiBth G., 2008). Uno studio spagnolo del
2002 ha individuato un’alterazione a carico di qo@gene nei cani sensibili alla CanL (Altet
L, 2002).

2. Danno renale: pattern istopatologici

2.1 Revisione della letteratura veterinaria

La leishmaniosi, nelluomo e nel cane, é assocat@anno renale. Diversi lavori
scientifici sono stati condotti con lo scopo diiinduare un pattern istopatologico renale
prevalente in corso di leishmaniosi, al fine diroitzare il trattamento ed anche fornire una

piu corretta prognosi.

Nel corso degli anni l'attenzione si €& focalizzgbaincipalmente sul coinvolgimento
glomerulare, come principale sede di danno remalsoggetti colpiti da questa malattia
protozoaria. Si € visto, pero, che non solo quesggmento del nefrone viene colpito e che
gioca un ruolo altrettanto importante, nello svidapdella malattia renale cronic&Hronic
Kidney Disease— CKD), il danno tubulo-interstiziale, carattelata principalmente da

infiltrazione linfoplasmocellulare e fibrosi intéimale.

Nel 1977 Tryphonas e colleghi, riportano il casoudi cane affetto da CanL e descrivono
all'esame istopatologico un ispessimento della ulapdi Bowman, alterazioni a carico delle
cellule epiteliali del tubulo contorto prossimalencaccumulo di granuli PAS positivi, senza
coinvolgimento dei tratti distali del nefrone. Lfiltrazione predominante che e stata
riscontrata e di linfociti e una minima quantita plasmacellule nell’interstizio renale con
incremento della componente fibrosa. Infine hannademziato materiale eosinofilico

intraluminale riferibile a materiale proteinaceayfhonas L., 1977).
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Nel 1991 Poli e coautori descrivono in un grupp@4licani infetti due principali alterazioni
istologiche, in 21 dei 34 cani una glomerulonefritesangio-proliferativa (GNMe) (focale o
diffusa), in 12 una glomerulonefrite membranopeshitiva (GNMP) segmentale ed in un solo
soggetto deposito di sostanza amiloide nel gloroeral nellinterstizio. All'esame
immunoistochimico depositi granulari di 1gG, IgM @3 sono stati evidenziati. Infine in
guesto stesso studio non hanno trovato un’assoc#ra eta, sesso, valori di creatinina e
urea sieriche, durata della malattia, titolo anpede, immunocomplessi circolanti e tipo
istopatologico di glomerulopatia, ma sembra essenéassociazione con la proteinuria, in
particolare riguardo I'entita e le caratteristichelitative di questa (Poli A., 1991).

Koutinas e colleghi nel 1994, hanno condotto ungalist con l'obiettivo di associare le
alterazioni cliniche, clinicopatologiche ed istaldwe in 14 cani affetti da CanL proteinurici.
All'’esame istologico hanno evidenziato nel 43% stgjgetti analizzati una GNMP, nel 29%
una glomerulonefrite membranosa (GNMB), nel 21% GhéMe e nel 7% glomerulosclerosi.
In tutti i soggetti si apprezzava una nefrite tubunterstiziale (NTI) linfoplasmocellulare ed
erano visibili, in 12 dei 14 casi, amastigoti redduto connettivo renale (Koutinas A.F. K. V.,
1994).

Nel 2003, il gruppo di lavoro brasiliano di Costaadlaboratori, ha considerato un gruppo di
55 cani infetti daLeishmania chagasisottoposti ad eutanasia come prevede il piano di
sorveglianza del paese. La valutazione istopatcéogiel tessuto renale ha mostrato:
alterazioni del glomerulo nel 100% dei casi analizzcon 32.7% GNMP, 30.9% GNMe,
18.2% glomerulosclerosi focale segmentale (FSG&)% Minimal Change DiseasgviCD)
alla microscopia elettronica, 1.8% GN cronica e G a semilune con coinvolgimento del
43% dei glomeruli. Nel 78.2% era apprezzabile ued#ite interstiziale localizzata alla
corteccia renale, mentre nel 23.6% questa coinvalgache la midollare, con un infiltrato
principalmente linfoplasmocellulare. In quelli iruicera presente flogosi anche della
midollare, le lesioni corticali risultavano moltoagi. Nei casi in cui I'inflammazione era
meno cospicua, linfiltrato cellulare si localizzavrincipalmente in sede peritubulare,
intertubulare e perivascolare. L'80% dei soggeti €SN si presentava sintomatico (Costa
F.A.L., 2003).

Sempre lo stesso anno, Zatelli e colleghi hannaatboa uno studio su 41 cani infetti da
Leishmania infantunche aveva come obiettivo l'identificazione deksibni istopatologiche

renali e, se possibile, associare ad esse un preatern elettroforetico delle proteine
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urinarie, tramite analisi qualitativa della protgiia con SDS-AGE. All'analisi dei campioni
di tessuto renale 29.3% di GNMP, 26.8% di GN membsa (GNM), 21.9% GN mesangiale
(GNMe), 19.5% FSGS e in un solo caso la prima lopsn mostrava lesioni istologiche,
mentre nel secondo prelievo bioptico hanno risewatrFSGS. Tutti i cani con danno
glomerulare possedevano un pattern elettroforesicnile, senza differenze tra pattern
istologici differenti (Zatelli A., 2003).

Nel 2006 Plevraki e coautori, pubblicano i datiudio studio condotto su 40 cani affetti da
Leishmaniosi canina, al fine di monitorare I'eftetiell’allopurinolo sulla progressione del
danno renale in questi pazienti. Il gruppo dei gam proteinurici € non azotemici mostrava,
all'esame istopatologico del tessuto renale, unevglenza di GNMe, | pazienti con
proteinuria ed azotemia una maggior presenza di 8NWNhentre il gruppo di cani
proteinurici, ma asintomatici aveva un eguale penza di GNMe e GNMP. In tutti i 40 cani
vi era NTI. Gli autori sottolineano inoltre chelésioni patologiche, in quanto ad estensione e
gravita del danno, erano evidentemente piu lieVi grappo dei non proteinurici € non
azotemici (Plevraki K., 2006).

Nel 2008 Albuguerque e collaboratori, hanno anabaze biopsie renali di 20 cani, 12 infetti
naturalmente con leishmania e 8 cani come grupgortiollo. Nel gruppo di studio il 91.7%
presentava proliferazione mesangiale, I'83.3% gloosclerosi, il 33.3% riduzione dello
spazio di Bowman con deposito multifocale di calec@dle anse di Henle e il 58.3% cilindri
ialini endotubulari (de Albuquerque B.C.N.C., 2008)

Il gruppo brasiliano di Soares, nel 2009, ha amata campioni di tessuto renale di 40 cani
positivi aL. chagasi(25 sintomatici e 15 asintomatici), con tecnicanainunoistochimica per
individuare i depositi di immunoglobuline G (Ig&J & (IgM). Questi hanno evidenziato la
presenza di depositi prevalentemente sub-endotehalpattern granulare, nei capillari
glomerulari, con differenze d’intensita tra IgGgM.. Le seconde mostravano una reazione
piu intensa che raramente coinvolgeva cellule nggalined interstizio, mentre le prime
avevano una reazione piu blanda, ma prevalenteniectdizzata a livello mesangiale ed
interstiziale. Con un’intensita di reazione perl¢§&s maggiore in modo statisticamente

significativo per i cani sintomatici rispetto a fuasintomatici (Soares M.J.V., 2009).

Nel 2010 Costa e colleghi, hanno eseguito uno ataaolin 55 cani infetti e 8 controlli sani. In
8 cani hanno riscontrato una FSGS, in 8 GNMe, BNMP e in altri 8 MCD. Lo studio

aveva come scopo primario quello di individuare tpe d'immunoglobuline (Ig) fossero
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coinvolte nel danno glomerulare e tubulare. | gagori non hanno evidenziato una differenza
significativa di deposito di IgG, IgM, IgA e C3 &éllo renale tra i cani infetti e quelli del
gruppo di controllo, avanzando quindi l'ipotesi din altro meccanismo alla base della
patogenesi della malattia renale in corso di Lemmisi quale la migrazione di CD4+ T-cella
nei glomeruli associata alla partecipazione di wmlke d’adesione e riduzione dell’apoptosi,
con progressione e ingravescenza dell'iperceltiglayiomerulare (Costa F.A.L., Prianti M.G.,
2010).

Nihat Toplu ed il collega Ahmet Aydogan, nel 20tiBnno pubblicato uno studio su 22
soggetti affetti da CanL in cui é stata fatta udégine immunoistochimica in vari tessuti,
fegato, milza, linfonodi, polmone, cute, MO, intasted il rene. A livello di quest'ultimo

hanno osservato un’infiltrazione di natura infiantona prevalentemente plasmacellulare,
con linfociti e linfoblasti, inclusi dei macrofagioprattutto a livello corticale in 19 su 22
soggetti e anche midollare in 6 su 22. Inoltreelgdni glomerulari riscontrate sono risultate
essere glomerulosclerosi (5/22), GNMe (6/22) e GN(@R2) (Toplu N. and Aydogan A.,

2011).

Nel 2012 Aresu e colleghi hanno pubblicato un lavamospettico in cui sono stati selezionati
15 cani infetti sottoposti a biopsia renale al motoedella diagnosi e 60 gg post-trattamento
leishmanicida. Alla prima biopsia in 3 soggetti hamiscontrato una GNMe (fig.7), in 3 una
GNMP (fig.8), in 5 glomerulosclerosi ed in 3 tuttieperti caratteristici di una malattia renale
cronica in stadio avanzato, quali sinechie, piu 4% di glomeruli obsolescenti, ciuffi di
capillari glomerulari di forme diverse con ispessito della capsula di Bowman (fig.9). Uno
dei soggetti non ha mostrato alcuna alterazioneytn@men nove sono risultati evidenti, alla
microscopia elettronica, dei depositi elettrondeaisl microscopia elettronica e in sette si e
osservato l'infiltrato linfoplasmocellulare. Allasonda biopsia, post-trattamento, non hanno
notato modifiche né delle lesioni glomerulari, redla fibrosi o della flogosi interstiziale. Agli
approfondimenti clinicopatologici 13 cani sono Hati essere proteinurici (UPC>0.3) e 10

erano iperazotemici (creatinina sierica > 1 mgadigmpo O (Aresu L. B. S., 2012).

Figura 7 modificata déAresu L. B. S., 201Z. Glomerul
con ampliamento dello spaziginario, inspessimenta
sdoppiamento della capsula.
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Figura 8 modificata déAresu L. B. S., 201Z. Glomerulo co
sdoppiamento segmentale della membrana basale rgiame
per interposizione di cellule mesangiali (frecciallg).

Figura 9 modificata dg§Aresu L. B. S., 201Z. Alterazion
glomerulari e tubulointerstiziali gravi e cron&lton aree
flogosi e fibrosi.

Nel 2013 il gruppo Brasiliano di Belo Horizonte,idmto da Tafuri, ha considerato la CanL
come una patologia sistemica fibrotica, indottaudaprocesso infiammatorio cronico che
porta alla formazione e al deposito intraparenctos@m multiorganico di sostanza
connettivale. In particolare, nei campioni di téestenale hanno potuto evidenziare nel 75%
dei casi una GNMP con incremento della cellulad& ciuffo capillare dei glomeruli
conseguenza di una proliferazione endotelialeckpi¢ o delle cellule mesangiali. Nel 50%
dei soggetti si € osservata TNI, nel 41.6% atrgf@nerulare e presenza del parassita nel
45.8% dei campioni. Le alterazioni non glomerutgrortate hanno riguardato una proteinuria

tubulare e un’intensa e diffusa flogosi cronicd’oieérstizio (Silva L.C., 2013).

Di recente pubblicazione un lavoro di Rigo e cdtiegn cui sono stati selezionati 100 cani
raccolti dal Centro di Controllo delle Zoonosi deditato brasiliano di Mato Grosso Del Sole e
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poi soppressi seguendo le direttive del piano dresglianza della Leishmaniosi. Nel 74.7%
dei soggetti non vi era infiltrazione tubulare aattere inflammatorio, mentre nel 67% vi era
evidenza di coinvolgimento interstiziale e nel 52¥ano presenti lesioni glomerulari. I
pattern istopatologico piu frequente era rappregerda GNMP e GNM, entrambe presenti
nel 18% dei soggetti, il 14% presentava FSGS e 2¥c®Bnica. | cani sono stati suddivisi in
sintomatici ed oligosintomatici per verificare sdosse una correlazione tra la sintomatologia
clinica e le lesioni glomerulari, per tipo di pattee/o entitd del danno, ma non hanno
riscontrato differenze significative tra i due goupGli autori riportano inoltre la presenza di
cilindri intratubulari, ipertrofia tubulare e fibso(Rigo R.S., 2013).

2.2 Case reports

Diversi sono icase reportsin letteratura che associano la CanL a lesiomlagiche
renali, come quello pubblicato da Tafuri et all, 2@01, di un cane cobeishmania chagasi
sintomatico in quanto presentava un coinvolgimentdtiorganico (midollo osseo, fegato,
milza, linfonodi, cute) e in particolare in sed@atke riportavano una GNMP con incremento
della cellularita nel ciuffo capillare, proliferazie endoteliale, epiteliale e mesangiale,
accumulo intravascolare di granulociti neutrofilinenociti, ispessimento della parete dei
capillari glomerulari per ispessimento della memhbrabasale ed edema epiteliale ed
endoteliale. Inoltre, del materiale ialino era prae nell’area mesangiale e risultava esserci
un ispessimento della capsula di Bowman, atrofiacddfo capillare di alcuni glomeruli,
materiale proteinaceo intratubulare e intensa &ugi#f flogosi interstiziale (Tafuri W.L.,
2001). Ancora, nel 2007, Aresu e colleghi riportaincaso di un cane con co-infezione di
Leishmania infantune Dirofilaria immitis, iperazotemico con iperfosfatemia, anemia grave
normocitica normocromica non rigenerativa, ipengienia con riduzione del rapporto
albumine/globuline (A/G), proteinuria nefrosica taisAll'esame immunoistochimico hanno
riscontrato una GNMP, il tessuto renale allesamenunoistochimico risultava positivo a
lgG, IgA, IgM e componente 3 del complemento (ABpltre erano visibili sia nel tessuto
renale che nei campioni di fegato e milza amastajdteishmania infantunfAresu L. V. F.,
2007).
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Koutinas et al. 1994 14 GNMP 43%, GNM 29%, GNMe 21% NTI 100%
Glomerulosclerosi 7%
Zatelli et al. 2003 41 29.3% GNMP, 26.8% GNM, 21.9% GNMe, 19.5% n.d.
FSGS, 2.4% FSGS alla seconda biopsia
Costa et al. 2003 55+5 32.7% GNMP, 30.9% GNMe, 18.2% FSGH%4. 78.2% NTI
MCD, 1.8% GN cronica, 1.8% GN “a semiluna” 23.6% anche nella midollare
Plevraki et al. 2006 40 21/36 GNMe, 15/36 GNMP 40/40 NTI
Aresu et al. 2012 15 5/15 glomerulosclerosi, 3/15 GNMe, 3/15 GNM 7/15 infiltrato
3/15 ESKD, 1/15 no lesioni glomerulari, 9/15 depiosi linfoplasmacellulare
elettrondensi
Silva et al. 2013 24 75% GNMP, 41.6% atrofia glomerulare/fibrosi 50% nefrite interstiziale con
16.6% fibrosi e lesioni cicatriziali cilindri ialini nei tubuli
Rigo et al. 2013 100 18% GNM, 18% GNMP, 14% FSGS, 48% normali 7% @oinvolgimento interstizialg
74.7% assenza di infiltrazione di
cellule inflammatorie nel tubulc
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2.3Focus sulla letteratura umana

In medicina umana la forma di Leishmaniosi piu bt € quella cutanea, mentre la
forma viscerale € la meno frequente, ma anche ajudlé compromette maggiormente la
sopravvivenza nellluomo e che ne compromette lditqudi vita. Anche in medicina umana,
come dimostrato nel cane, la malattia provoca dahnparenchima renale, spesso non
reversibili che portano allo sviluppo di una madattenale cronica. Uno dei primi studi
riportati risale al 1975, di De Brito e colleghn cui sono stati selezionati tre pazienti con
diagnosi accertata diala-azar sottoposti a biopsia renale percutanea. | risudtalt gruppo
brasiliano riportano allesame istopatologico lagenza di gocce ialine nel citoplasma delle
cellule del tubulo contorto prossimale. All'esanmemunoistochimico e stata individuata la
positivita del tessuto per IgG e C3 nei 3 casi elgkl in 2 su 3, la fluorescenza era molto
ben visibile all'interno del mesangio. Alla microgia elettronica erano visibili depositi
elettrondensi sia tra la membrana basale e leleath@sangiali, sia all'interno della matrice
mesangiale. Gli autori, infine, concludono cheubkdro da loro riscontrato era caratterizzato
dalla proliferazione di cellule mesangiali, qui@iNMe (De Brito T., 1975). Urase report
di Weisinger et al. del 1978, riporta una GNMe, deposito di IgG nella membrana basale a
pattern granulare. Dichiarano inoltre che dopoediagia con composti antimoniali hanno
riscontrato un decremento della proteinuria, scosgalell’ematuria microscopica e un

aumento della clearance della creatinina (Weisiddger, 1978).

Nel 1985, Dutra e colleghi, hanno analizzato 50edzaffetti da kala-azar, che risultavano
per il 51% proteinurici, di cui il 57% con una esxione delle proteine urinarie nelle 24 ore
inferiore a 1 g. Di questi 50 casi, 7 sono statiicgmsti a biopsia renale che ha evidenziato in
tutti i 7 casi la presenza di una tubulo-intersiitia e in 5 di questi la compresenza di GN
proliferativa (Dutra M., 1985).

Il gruppo di studio brasiliano guidato dal Prof.9tay nel 2003 ha considerato 11 pazienti con
LV, nei quali il 63.3% presentava ematuria, di qués45.4% di tipo macroscopico. Nel
90.9% dei soggetti proteinurici '81.8% aveva malbuminuria e il 54.5% leucocituria. In
cinque degli undici casi e stata riscontrata utaltypatia localizzata al tratto piu prossimale

del nefrone tramite misurazione deliinol-binding protein(Natalino Salgado Filho, 2003).
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2.4 Case reports

Vi sono poi numerostase reportriguardo il danno renale in corso khla-azar come
guello pubblicato da Chaigne et al. nel 2004, dparmiente affetto da LV con danno renale
acuto, sindrome nefrosica (SN) e all’esame istdpgico la presenza di una GN segmentale
necrotizzante (Chaigne V, 2004). Negli ultimi asoino aumentati case reportsiguardo
pazienti trapiantati che manifestano, in seguitvattamento immunosoppressivo, la malattia
clinica. Ad esempio, del 2010 Dettwiller e collegfferiscono un paziente in cui post-
trapianto si e instaurata una nefrite interstiziate infiltrazione di macrofagi, linfociti,
plasmacellule, istiociti e concomitante presenziaine amastigote del parassita (Dettwiler S
M. T., 2010). Ancora nel 2012, un caso interessarrigato al gruppo di lavoro di Amann, di
un paziente affetto da HIV, iperazotemico con SNedimento nefritico, sottoposto a due
biopsie renali che hanno rivelato la presenza diMPGN con amastigoti nel tessuto renale,
positivi a IgG, IgM, C3 e tubulo-interstiziopatiaort atrofia dei tubuli e infiltrato

plasmacellulare (Amann K, 2012).

Dai dati presenti in letteratura possiamo quindiatadere che i pattern istopatologici piu
frequentemente riscontrati in corso di Leishmantasiina sono la GNMP con una prevalenza
che oscilla, a seconda degli studi consideratiil 28% e il 75%, GNMe 19.5-58.3%, GNM
18-29%, FSGS 14-19.5%, glomerulosclerosi 7-41.6%nfme, il coinvolgimento tubulo-
interstiziale é segnalato in quasi la totalitaldeori presenti in letteratura con una prevalenza
tra il 46% e il 100%, si tratta principalmente diiltrati di natura linfoplasmocellulare. |
pattern segnalati hanno la caratteristica comunesdere il risultato del deposito a livello
tissutale renale di IMC e, come descritto nel groescapitolo, a seconda dell’entita, della
localizzazione, del tipo di IMC e della rispostdleleellule presenti in sede glomerulare si
sviluppano le diverse lesioni istopatologiche. ladiecina umana il riscontro piu frequente e
di un coinvolgimento principalmente tubulo-intezgdle con conseguenze legate

principalmente ad un deficit funzionale del tubulo.

Dott.ssa Russo Samanta Pag. 21



La Leishmaniosi e il danno reneg 2013

3. Pattern istopatologici di danno glomerulare

La valutazione patologica del tessuto renale, hectpo di individuare e caratterizzare le
lesioni a carico del parenchima per poter fornirenadico clinico informazioni riguardo al

possibile trattamento e alla prognosi del pazi¢Btewn, 2011).

| pattern morfologici di danno glomerulare sonoorgerulonefrite membranosa (GNM),
glomerulonefrite membranoproliferativa (GNMP), glemlonefrite mesangioproliferativa
(GNMe), Minimal Change DiseaséMCD), glomerulosclerosi focale segmentale (FS@S)

sindrome di Alport.

La glomerulonefrite (GN) e una patologia immunonaéali caratterizzata dal deposito di
immunocomplessi (IMC) nel glomerulo, i quali possamarrivare tramite il circolo ematico
oppure formarsin situ. Nel primo caso gli IMC sono presenti nel torrectecolatorio e
quando arrivano al filtro glomerulare si posson@adttare a diversi livelli del filtro
glomerulare, con lesioni istopatologiche differer@io si verifica per tre condizioni che in
sede glomerulare vengono soddisfatte: il glomerideve il 25% della gittata cardiaca, la
pressione nei capillari glomerulari € maggiore saffontata a quella di altri capillari
dell'organismo e la carica negativa delle parepilei facilita il legame con le valenze
positive degli immunocomplessi (Nangaku M. and @ou4.G., 2005). Ci sono tre diversi
tipi di IMC che possono formarsi in circolo a sedandel rapporto antigene-anticorpo
(Ag:Ab), ovvero IMC di piccole dimensioni e solubithe si formano in presenza di un
eccesso di antigene (Ag) e che difficilmente termdamepositarsi, non legano il complemento
e raramente sono la causa di danno glomerulareyipgdono IMC di grosse dimensioni e
insolubili, che si formano per un eccesso di ampicAb) e vengono eliminati rapidamente
dal sistema fagocitario; infine vi sono IMC di medlimensioni i quali si formano quando il
rapporto Ag/Ab é pari a 1 o lievemente a favore’Alg] possono depositarsi e restare
intrappolati nel glomerulo. Sono questi ultimi leEngipale causa che induce lo sviluppo di
glomerulonefrite (Grauer F.G., 2005). Gli IMC citaoti si depositano prevalentemente a
livello sub-endoteliale o mesangiale, difficilmenge livello sub-epiteliale, perché sono
molecole comunque troppo grandi per poter attraverde MBG, anche se in alcune
condizioni particolari possono dissociarsi, superquesta barriera e riformarsi poi in sede
sub-epiteliale (fig.10) (Nangaku M. and Couser W.Z205). Nel secondo caso, invece, Vi

sono Ab circolanti che si legano a formare IMC & glomerulari o contro Ag circolanti
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che arrivano a depositarsi in sede sub-endotelslb-epiteliale o nell'area mesangiale
(fig.11).

Figura 10 modificato (Nangaku M. and Couser W.G., 200:
GEpi \ Rappresentazione grafica del deposittMC circolanti, che si localizzal
a livello mesangiale o subendoteliale. GEn, celgitanerulari endoteliali
GEpi, cellule glomerulari epiteliali; MC, cellule sengiali; Ag, antigeni
Ab, anticorpi

Figura 11 modificato (Nangaku M. and Couser W.G., 200t
Rappresentazione afica della formazione in situ degli IMC che pu0 ewive
a livello subepiteliale, subendoteliale e mesaegial

& : autoantigen Y : pathogenic antibodies

La risposta immunologica e glomerulare associat#epbsito dipende da tipo, entita, sede e
meccanismo patogenetico che lo caratterizzanoitdiegifferenti pattern istopatologici. Per
valutare tali anomalie € necessario analizzarsgute al microscopio ottico che puo essere
altamente suggestivo di GN, la microscopia elettare in grado di localizzare i depositi
anche di piccole dimensioni e tramite 'immunoflescenza e possibile risalire alla natura
specifica del deposito (IgG, IgM, IgA e/o complenem frammenti di questo) (Brown,
2011).
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La GNM é la causa piu frequente di SN nel’'uomceedportata nel 10-45% dei casi di GN
nel cane, é l'esito della formazione in situ dd§liC, piu comunemente include IgG e Ag
presenti sul versante sub-epiteliale della membbasale. La cellularita appare normale, ma
e ben evidente un ispessimento della membranaebdsakapillari (fig.12). Il deposito sub-
epiteliale induce l'attivazione dei fattori del cplamento che danneggiano i podociti e tale
insulto determina la formazione di radicali liberiproteasi che portano al distacco della
nefrina dall’actina del citoscheletro podocitartmn compromissione dell’integrita delltits

diaphragm da cui deriva l'insorgenza di proteinuria (Brov2011).

La GNMP ¢ la forma piu frequente di glomerulonefriiportata, ad oggi, nel cane. La
percentuale dei casi riportati € del 20-60%. Lamigbne deriva dall’aspetto del glomerulo e
dei suoi componenti, quando la sezione istologieaesanalizzata alla microscopia ottica, in
quanto la GNMP si caratterizza per un inspessimdeta parete del capillare associata ad
incremento della cellularita glomerulare, consegueth deposito di immunocomplessi
(fig.13). A seconda della localizzazione del defms& possibile riconoscere due forme di
GNMP: tipo |, caratterizzata da deposito sub-enadeedi IMC; tipo Il quando il deposito si
estende al mesangio e/o sub-epitelio ed, infinigpd 1l chiamata anche malattia da depositi
densi, quando a depositarsi € il complemento idéasmogenee nella membrana basale
glomerulare (MBG). Il tipo lll sembra essere lanf@a piu comune nei nostri animali
domestici. Il deposito sub-endoteliale non € sdpadal circolo ematico da una membrana
basale, per tale ragione attiva il complemento &tiémente esposto ai granulociti neutrofili,
macrofagi e piastrine circolanti. Tali linee ceditilproducono mediatori dell'inflammazione
come citochine, fattori di crescita e proteasi atiivazione della cascata coagulativa che esita
in un grave danno dei capillari glomerulari, imBitione di cellule infiammatorie e
proliferazione mesangiale (Nangaku M. and Couse.W2005). Questo tipo di GN si
caratterizza per l'incremento della cellularita cospessimento diffuso e irregolare della
parete dei capillari glomerulari. La cellularita @ssenzialmente costituita da cellule
mesangiali, proliferazione endoteliale e cellulefiaimmatorie intravascolari, inoltre
I'incremento della matrice mesangiale puo porta@uffo capillare ad assumere un aspetto
globoso. Si puo inoltre evidenziare uno sdoppiamelgila membrana basale, legato prima
all'infiltrazione di cellule mesangiali tra endatele membrana basale poi al deposito di una
nuova membrana basale tra la matrice mesangi&adolelio. La conferma viene data dalla
microscopia elettronica che individua il depositosede sub-endoteliale. Tale deposito e

facilmente accessibile a cellule inflammatorie &spine ed € associato a maggior danno delle

Dott.ssa Russo Samanta Pag. 24



La Leishmaniosi e il danno rene| 2013

pareti capillari e maggior attivazione delle cadlglomerulari, che iniziano a proliferare nel
tentativo di riparare il danno. L’insulto e I'atiizione delle cellule mesangiali determinano la
proliferazione di questa linea cellulare associataaggior deposito di matrice mesangiale. In
alcuni casi di GNMP e possibile che le lesioni ghoalari assumano un aspetto particolare,
per il quale vengono definite “a semiluna”. Quesitoe sono indicative di un danno
glomerulare piu grave perché causate da porosig,scformano in modo patologico nella
MBG danneggiata permettendo il passaggio di filgémm e macrofagi nello spazio urinario.
La fibrina e le cellule macrofagiche stimolano falfferazione di cellule epiteliali parietali e
fibroblasti in seguito alla quale si formano dellesioni a semiluna (fig.17). Le
glomerulonefriti che si presentano con un elevaimero di glomeruli coinvolti da questo
tipo di lesioni sono tipicamente piu aggressive edecorso piu rapido e vengono
comunemente riscontrate in corso di nefriteLgime In generale la GNMP puo essere ad
eziologia sconosciuta, ma piu spesso conseguenzzatdiogie sistemiche e/o infettive,
frequentemente associate a infezioniStaphylococcus sp l'infezione spesso si risolve
prima che compaiano i segni clinici del danno glartae (Brown, 2011). In medicina umana
unareview molto recente di Sethi e Fervenza, pubblicata$he New England Journal of
Medicin€, focalizza I'attenzione oltre che sulla classftrone “classica” di queste GN
(GNMP 1, 1l e Ill) che si basa sulla localizzaziodel deposito, anche sul meccanismo
patogenetico alla base. Ovvero, suddivide questenGBNMP mediata da immunocomplessi
e GNMP mediata dal complemento. Nel primo cascalssa € il deposito di IMC dovuto a
un’antigenemia persistente, come in corso di imf@ztroniche per le quali 'esempio classico
sono I'epatite B e C, ma non solo e che determiariormazione di IMC circolanti che poi
si depositano in diversi siti del glomerulo; oppudisordini autoimmuni con IMC circolanti,
come l'artrite reumatoide o I&indrome di Sjorgeno secondaria a una paraprotidemia in
corso di gammopatie monoclonali come in corso scridisie plasmacellulari (plasmocitoma,
mieloma multiplo), linfomi a cellule B, linfoma liaplasmocitico, leucemia linfocitica
cronica o la gammopatia monoclonale di significamonosciuto (MGUS monoclonal
gammopathy of undetermined significandéel secondo caso invece vi & un’alterazione nel
meccanismo di regolazione della cascata del congsieanche svolge un ruolo fondamentale
nell'immunita innata, e la cui attivazione determinna risposta infammatoria importante
con chemiotassi di macrofagi, opsonine e induzidaka lisi cellulare, inclusi gli agenti
patogeni. Questo meccanismo di difesa prevedegraride una via alternativa di regolazione
per evitare che sfugga al controllo provocando daltorganismo, perdendo cosi la funzione
di difesa. Nel caso di mutazioni delle proteine ehérano a far parte della cascata, o per la
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presenza di autoanticorpi, contro queste stesseipeo la cascata del complemento puo
sfuggire al controllo dei sistemi regolatori e detmare il deposito di prodotti derivati dal
complemento o di frammenti delle proteine sopréeitalivello mesangiale o subendoteliale
(Sethi S. and Fervenza F.C., 2012).

La GNMe e riportata avere una frequenza tra il 26Xl cane, come la GNMP e la GNM, é
una patologia mediata dal deposito di immunoconsplesll’area mesangiale. Tale deposito
danneggia e attiva le cellule mesangiali presesite inziano a proliferare e a produrre
transforming grow factor(TGF){ e platelet derived growth facto(PDGF), citochine e
matrice extracellulare (Nangaku M. and Couser W2B05). Istologicamente € caratterizzata
da iperplasia delle cellule mesangiali, intesa cqmnedi tre cellule per area mesangiale
associata ad incremento della matrice mesangigel4). Poiché tali lesioni sono comuni
anche in animali con una patologia renale cronieaatterizzata da glomerulosclerosi, tale
pattern deve essere confermato con la microscoi@romica e I'immunofluorescenza,
attraverso l'identificazione di depositi mesangée solitamente sono di immunoglobuline A
(Brown, 2011).

La MCD deve il suo nome agli scarsi rilievi istoplagici che si evidenziano usando la
microscopia ottica, tanto € vero che la diagnosMdliD € possibile eseguirla solo previa
valutazione della sezione al microscopio elettronitale glomerulopatia € causa di circa il
15-20% delle sindromi nefrosiche idiopatiche naitiwo adulto e della maggior parte di
queste nei bambini. Raramente descritta nel cang pemero ridotto di prelievi bioptici che
si eseguono nella pratica clinica ed anche perclrsa frequenza dell'utilizzo della
microscopia elettronica in campo veterinario, se accopo di ricerca. Il danno si localizza
principalmente ai podociti, che posseggono unatditai capacita di ripararsi o rimpiazzare
quelli danneggiati. Il meccanismo con cui si insgail danno non € molto conosciuto, ma
sembrano essere coinvolti dei fattori solubili detlellule T. Le persone colpite da MCD
tendono a rispondere bene alla terapia con cotéicmdi, con urrangedell’ 80-90%. In rari
casi la causa € la reazione avversa ad un farmat@eo ottenere una rapida remissione
sospendendo tale medicamento. Anche se i glomegspkiono normali al microscopio ottico,
ci sono lesioni ultrastrutturali caratteristicheniiate alle cellule epiteliali glomerulari, che
mostrano una perdita o un appiattimento diffusopdecessi podocitari, senza un’evidenza di
depositi elettrondensi (fig.15). Frequentemente ogsibile notare che i podociti vanno
incontro ad una trasformazione villosa, che rappres una modifica aspecifica, ma

comunque associata a proteinuria; tali cambiansamid reversibili se la causa primaria viene
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eliminata e di conseguenza anche la proteinurigetem ridursi d’entita o addirittura a

risolversi (Brown, 2011).

L'FSGS e una lesione che deriva da un danno ai @od&i differenzia in maniera
sostanziale dalla MCD perché le lesioni in questso¢ diversamente dalla MCD sono
irreversibili. L'FSGS insorge come malattia glomare primaria nelle persone ed € la causa
piu frequente di SN nell’adulto. Come la MCD, quarassociata a SN si pensa sia associata
ad un danno immunomediato e la terapia immunosepm@ puo essere efficace nel
trattamento. E stato inoltre proposto dalla condusdientifica che la MCD e I'FSGS siano in
realta due evoluzioni diverse dello stesso speatirpatologie: la MCD secondaria ad un
danno podocitario piu lieve e reversibile, nel codglla quale raramente si ha la progressiva
perdita di funzionalita renale; mentre I'FSGS gdultato di una sclerosi focale secondaria ad
un danno piu grave con perdita irreversibile delquita, per cui piu facilmente si assistera ad
un progressivo deterioramento della funzionalithale. Mentre di rado I'FSGS viene
associata a SN nel cane, I'FSGS secondaria & ertoeprevedibile in corso di malattia
renale cronica ed anche secondariamente ad un dglonterulare primario. | segmenti
sclerotici dei glomeruli colpiti mostrano un’ipelicgarita mesangiale con espansione della
matrice che porta ad un consolidamento delle arsé&pche dei capillari glomerulari. Allo
stesso tempo, in corso di ipertrofia glomerulage céllule mesangiali e quelle endoteliali
proliferano, il numero di podociti resta invariatba si assiste ad una riduzione della loro
densita. Se i podociti non sono in grado di colmgreesto incremento di superficie
glomerulare, oppure se si staccano e vanno in apppina porzione della MBG resta esposta
e si possono formare sinechie tra la porzione stber del ciuffo capillare e la capsula di
Bowman. La gravita della proteinuria in corso diGss pu0 essere moderata, perché
strettamente correlata al numero di nefroni funaidn e possono esserci evidenze di
patologia renale. L'FSGS secondaria € una lesi@pedfica associata a malattia renale
cronica, come [linflammazione linfoplasmocitica eardtiziale, fibrosi interstiziale,
mineralizzazione della membrana basale, obsoleaadgizglomeruli, dilatazione e atrofia dei

tubuli e iperplasia del dotto collettore (fig.1&réwn, 2011).
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Figura 12GNM A) (The University of Utah , 2012; B) (Virginia Commonwealth University, 2013’ &
visibile un inspessimento della parte dei capikgomerulari senza un incremento della cellularita.

Figura 13GNMP A) nel preparato istologico colorato con ematossi#iremsina € evidente un incremento (
cellularita, prevalentemente mesangidlgniversity of Utah, 2013) B) Si visualizza alla microscoy
elettronica la presenza di depositi elettrondentii© con inspessimento della membrana baédl@versity

of Utah, 2013)

. BT P

S w VeegER RN s T F : e B
Figura 14GNMe A) é possibile identificare un incremerdella cellularita di tipo mesangiale con abbonc
matrice mesangial@Boonyarit Cheunsuchon, 2012)B) & visibile un aumento della componente mesar

con un area sclerotica vicino al polo vasco(@ieter Glatz, 2002)
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Figura 15MCD A) alla microscopia elettronica sono visibile le fusitra i processi podocitari ed il distacct
alcuni detriti di quest{University of Utah, 2013) B) ¢é visibile il distaccadei podociti (freccia gialla) d
podociti (freccia giallajMedical Book Online, 2012)

i, w
Figura 16ESGES A) nella prima immagine una sezione istologica recalerata con Tricromica di Mass
che mette in evidenza il collagene (azzurro) (Ursitg of Utah, 2013);B) nel preparato colorato c
ematossilina&eosina € evidente un’area di sclaabsentro del glomerulo (University of Utah, 2018pme
dice il nome vengono colpiti solo alcuni glomei(@iticale) e solo alcune parti di questo (segmentale)

Crescent Formation
A — Podocyte

~ — Glomerular endothelial cell

<&~ - Parietal epithelial cell
&ED _ interstitial fibroblast

¢ &> _Monocytemacrophage
— Fibrin-clot

—r::;:;smlaj collagen-

GBM-rupture

Fibrous crescent Cellular crescent

Figura 17GN “a semiluna” A) modificato da(Richard J. Johnson, 201(C Nella formazione precoce dell
lesioni a semilungacitochine e fattori di crescita attraversano kEmbrana basale con conseguente prolifera
delle cellule epiteliali parietali. Piccole lesioni delMBG insorgono secondariamente ad un danno ind@
antiossidanti e proteasi dei neutrofili e macrafaggrmettendo in questo modo ai macrofagi stesgiadsar
nello spazio di Bowman, dove possono proliferarelahni alla capsula di Bowman secondaa flogos
periglomerulare pssono instaurarsi determinando I'entrata di pitlutel infiammatorie cosi come
fibroblasti. La proliferazione di cellule epiteligarietali, viscerali e dei macrofagiassociata alla deposizic
di fibrina, che lentamente si accumula soffocaaduifo capillare, finché non riescono piu ad lifirsi cellule
inflammatorie. Nello stadio finale, le forme a skma diventano fibrotiche ed il glomerulo entrauimo stadd
finale di malattia. In alternativa nei casi menawy si puo verificare la completastitutio ad integrimdel
ciuffo glomerulareB) Nell'immagine istologica € visibile una formaziosemilunare fibrocellulare che occt
parte dello spazio di Bowmaror presente una rottura focale a carico della dapdiuBowman; inoltre
nell’interstizio & presente abbondante infiltraiiammatorio(A Chang, 2007).
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4. Danno renale: rilievi clinico-patologici.

4.1 Revisione della letteratura veterinaria

Nel 1994 Koutinas e colleghi, oltre ad analizzaeampioni di biopsie renali di 14
cani affetti da leishmaniosi, di questi soggettnin@ eseguito una valutazione clinico-
patologica comprendente esame emocromocitometanmpleto (CBC), profilo protidemico
ed analisi delle urine, includendo la misuraziooardgitativa della proteinuria. | loro risultati
erano suggestivi di proteinuria nel 100% dei saggainsiderata grave (>500 mg#tipstick
nel 64%, con cilindruria in 10 su 14 cani, pesocdm® inadeguato in 12 su 14 e anemia non
rigenerativa in 13 su 14 casi. Inoltre segnalaeogmtidemia in 13 su 14 cani, iperfosfatemia
e trombocitopenia in 4 su 10, rispettivamente. @&#i 14 pazienti avevano una nefropatia
cronica, due manifestavano solo poliuria e polidipgiuattro avevano iperazotemia ed
iperfosfatemia con i segni clinici tipici della ra#tia renale cronica, mentre il 57% si

mostrava asintomatico (Koutinas A.F. K. V., 1994).

Un’analisi eseguita nel 1997 da Ciaramella e collatori su 150 cani allammissione, affetti
da Leishmania infantunmha riscontrato nel 60% dei cani anemia scarsamege@erativa
normocitica normocromica, nel 29.3% trombocitopeaiael 24% leucocitosi neutrofilica.
Nel 63.3% dei soggetti era presente iperprotidentan ipoalbuminemia nel 68%,
iperglobulinemia nel 70.6% e riduzione del rapp@ttaumine/globuline (A/G) nel 76%. In 24
soggetti vi erano segni di insufficienza renale) aoea > 300 mg/dl e creatinina sierica > 10
mg/dl in 6 su 24. Il 16% dei cani aveva anche audiincremento delle transaminasi epatiche
(Ciaramella P., 1997).

Palacio e altri sempre nel 1997 hanno pubblicatéauaro scientifico su 15 cani malati e 8
sani come gruppo di controllo ed hanno evidenziata differenza significativa tra i due
gruppi per i livelli di urea e di creatinina siajache restavano pero all’interno dell’intervallo
di riferimento. Il gruppo di studio ha inoltre oss&o una differenza significativa riguardo
'UPC e I'attivita di alcuni enzimi urinari qualalgamma-glutamil transpeptidasi (GGT), I'N-
Acetil-B-D-glucoronidasi (NAG) e I#-glucoronidasi. All'interno del gruppo di studio era
una correlazione significativa tra I'entita delleofeinuria e I'attivita enzimatica urinaria. In
alcuni studi precedenti a questo e stato suggehiéola GGT urinaria sia un marker piu utile
di danno renale acuto, mentre il NAG efkglucoronidasi siano maggiormente associati ad
un danno renale cronico (Palacio J., 1997).
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Nel 1999 il gruppo greco di Koutinas e colleghidmmsiderato158 cani affetti da CanL, in un
lavoro retrospettivo, con I'obiettivo di individuar rilievi clinicopatologici principali in corso

di tale patologia. Cio che hanno riscontrato inca¢ori € anemia non rigenerativa normocitica
normocromica nel 73.4% (116/158) dei soggetti,ppatidemia con valori superiori a 12 g/dl
nel 72.8% (115/158), proteinuria da lieve a gragk@1.5% (98/137) ed azotemia nel 38.1%
(24/63). In tre animali (1.9%) era presente una@reime nefrosica, con edema sottocutaneo,
ipercolesterolemia (>300 mg/dl) e ipoalbuminemid.f<mg/dl) (Koutinas A.F., Polizopoulou
Z.S., 1999).

Sempre Koutinas con altri collaboratori, nel 2004 gubblicato uno studio sull’efficacia
dell'allopurinolo nel trattamento a lungo terminei dani malati ed i reperti riportati piu
frequentemente allammissione erano riduzione dalore ematocrito, leucopenia con
linfopenia, trombocitopenia, incremento delle pietotali, iperglobulinemia con riduzione
A/G, incremento di creatinina sierica, della BUN] ébsforo e dellUPC con peso specifico
urinario inadeguato (Koutinas A.F. S. M., 2001).

Zatelli e coautori nel 2003, riportano i risultdtiuno studio eseguito su un gruppo di 41 cani
infetti, sottoposti a biopsia renale e valutaziopelitativa della proteinuria tramite tecnica
elettroforetica di SDS-AGE. L’analisi dei dati ottgi evidenziano una proteinuria
glomerulare non selettiva, con presenza di albumirensferrina e 1gG, nel 95.1% dei
soggetti ed una proteinuria mista nel restante 4. autori riportano, inoltre, una
correlazione tra il tipo di lesione istopatologed pattern elettroforetico (Zatelli A., 2003).

Uno studio molto interessante e quello condott&diano-Gallego e colleghi, pubblicato nel
2003, sul rilievo di anticorpi anti-Leishmania mellirine di cani infetti. Su un totale di 95
campioni di urine, sono stati selezionati 50 cam dati clinicopatologici completi e di questi
30 erano affetti da CanL e 20 da altre patolog8€ pazienti infetti sono stati poi suddivisi in
due gruppi in base al riscontro o0 meno di anticapti-Leishmania nelle urine e poi
confrontati i dati clinicopatologici. Nel gruppo dani (20/30) in cui era possibile rilevare
anticorpi anti-leishmania sia nel siero che neltmey rispetto al gruppo (10/30) in cui si
rilevavano solo nel siero, si evidenziava una dififiea significativa a proposito di
concentrazioni sieriche di gammaglobuline, alfaldbgline, albumine e rapporto A/G e
riguardo allUPC, piu elevato nel primo gruppo, aamrange di valori nel primo di 5.8+5

contro 0.7%0.6 rispettivamente (Solano-Gallega2DQ3).
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Nello stesso anno un altro studio di Costa e coliatiori, ha considerato un gruppo di 55 cani,
di questi 49 avevano parametri clinicopatologicimpdeti e 22 di questi mostravano
iperprotidemia, 21 iperglobulinemia e 30 ipoalbuemma. Undici soggetti disponevano anche
di analisi delle urine comprendenti la valutazianeantitativa della proteinuria, in base ai
risultati delle quali si individuavano 6 soggettiofeinurici su 11 (rinary proteine to
creatinine ratiQ UPC>1), 3 su 11 presentavano aumento della oneatsierica (creatinina
sierica, sCr>1mg/dl) e 2 su 11 ipercolesterolensigesterolo>210 mg/dl) (Costa F.A.L.,
2003).

Ancora, nel 2005 uno studio di Pasa e colleghi, €aani affetti da CanL per il monitoraggio
clinico e sierologico pre- e post- trattamento,rhastrato come i soggetti allammissione
avessero valori di PCV ed emoglobina inferioriiatervallo di riferimento, associati ad
ipoalbuminemia, iperglobulinemia, aumento dellASdn creatinina sierica e BUN ancora

nell'intervallo di riferimento (Pasa S., 2005).

Nel 2006 Cortadellas e altri, hanno valutato patancénici tra cui la pressione arteriosa e
parametri clinicopatologici, inclusi emocromocitam®, biochimica sierica, analisi delle
urine con proteinuria quantitativa su 105 cani. Dailtati € possibile concludere che in
questo studio, il 49.5% dei cani ha un coinvolgitnenenale associato ad un deficit
funzionale, 82 di 105 sono proteinurici al dipstigknario, di questi 34 hanno UPC > 1
(Cortadellas O. F.-d. T., 2006).

Plevraki e collaboratori nel 2006 hanno pubblicadiati di un lavoro svolto per capire quali
potessero essere le ripercussioni clinicopatol@gadil’allopurinolo nella terapia della CanL.
| cani inclusi erano 40, 17 non proteinurici e ra@otemici, 15 proteinurici asintomatici non
azotemici e 8 proteinurici ed azotemici, intendepéo proteinurico UPC>1. Inoltre in 27 sui

40 cani valutati € stata riscontrata iperprotide(Riavraki K., 2006).

Lo stesso anno, Reis e colleghi pubblicano unaatsid un campione di 40 pazienti canini in
cui hanno valutato lo stato ematobiochimico. Cioe ch risultato dall’analisi degli
accertamenti clinicopatologici € che vi era undedénza statisticamente significativa per la
concentrazione di albumina sierica tra i cani chem®strano asintomatici e quelli
oligosintomatici e sintomatici, presentandosi pidotta in questi ultimi; mentre vi era un
incremento con altrettanta significativita statiati della concentrazione di globuline
plasmatiche tra gli asintomatici e gli altri. Imeltappariva ridotto anche il rapporto A/G. Altri

parametri per i quali hanno trovato una differestatisticamente significativa sono stati: il
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numero di eritrociti, I'ematocrito (Hct) e 'emodima (Hb), che risultavano ridotti nel gruppo
con malattia clinicamente evidente. Stesso computéo per il numero di leucociti totali e
gli eosinofili (Reis A.B., 2006).

Nel 2007 Ikeda-Garcia e altri, hanno riportatoti daccolti su 8 cani allammissione e dopo il
trattamento Leishmanicida con composti antimoni8legli 8 inclusi, in tre segnalano
cilindruria, proteinuria e incremento dei valoriulea. Uno dei tre presentava una sindrome
nefrosica. Due su otto erano iperprotidemici ed sot ipoprotidemico, verosimilmente

perché gravemente malnutrito (Ikeda-Garcia F.AQ,720

In una comunicazione breve, del 2008, Manna e gluilldiscutono di un gruppo di 41 cani,
da loro presi in esame. Divisi poi in 3 gruppi a®ela della sintomatologia clinica:
esclusivamente lesioni cutanee, presenza di sadéueia e cani con segni clinici di nefropatia
grave. Gli autori dopo un’analisi dei risultati nato-patologici segnalano una differenza
statisticamente significativa tra i gruppi per valdi urea, creatinina sierica, proteine totali e
globuline risultati piu elevati nel gruppo dei ragdatici, con riduzione della concentrazione di
albumine e A/G, tutti questi dati associati ad es@specifico inadeguato ed una proteinuria
piu grave in tale gruppo rispetto agli altri duegivha L., 2008).

Ginel e coautori, sempre nel 2008, pubblicano undis che ha come obiettivo valutare se
esiste una correlazione tra i livelli di anticorpnti-istoni (AHA) e la presenza di
glomerulonefrite nei cani con CanL. Il gruppo ecanposto da 55 cani sani e 43 infetti e cio
che hanno riscontrato i ricercatori & la preserizealbri piu elevati di creatinina sierica ed
urea nei cani proteinurici (UPC>1) con una corneliag positiva tra la proteinuria ed i livelli
di AHA circolanti. Suggerendo quindi che questirpbbero svolgere un ruolo nello sviluppo

e nella progressione delle glomerulonefriti in cods leishmaniosi canina (Ginel P.J., 2008).

In corso di malattia renale cronica notevole imgozi, nella gestione del paziente, € rivestita
dalle concentrazioni sieriche di fosforo. Uno studel 2009 di Cortadellas ed altri, hanno
analizzato 155 cani affetti da CanL e 54 cani same gruppo di controllo. | cani infetti sono
stati suddivisi in 5 gruppi in base al valore deatinina sierica e due sottogruppi nello stadio
1 (sCr<12fmmol/l) sulla base dellUPC. Cio che hanno riscowtranalizzando i dati ottenuti

e che la concentrazione sierica di fosforo aumpragressivamente passando dallo stadio 0
allo stadio 4 con una percentuale di cani ipertesfici 12% nel gruppo 1 fino al 100% nello
stadio 4. Inoltre la concentrazione sierica di dosfha una correlazione significativa e
positiva con i valori di UPC, sCr e urea (CortaaelD. F.-d. P., 2009).
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Uno studio prospettico condotto da Maia e collatmsrapubblicato nel 2010, che ha previsto
I'infezione sperimentale di 12 cani e il lofollow-up per 6 mesi ha mostrato come, a partire
dal sesto mese post-inoculazione, si verificasse snggetti la comparsa di un titolo

anticorpale, inversione del rapporto A/G, riduziatedla conta leucocitaria e piastrinica, con
contemporaneo e progressivo incremento della cadacassitaria. La milza é risultata essere

inoltre I'organo a piu elevata carica (Maia C., @p1

Nel 2011, Coural-Vital e coautori hanno pubblicatiati di uno studio sulla risposta umorale
e cellulare in corso di infezioni naturali daishmania infantumHanno riscontrato che i cani
con sintomatologia clinica presentavano una comaeiaine significativamente ridotta di
emoglobina rispetto al gruppo di controllo di caani e agli asintomatici, oltre a valori ridotti
di Hct ed un piu basso numero di eritrociti rispedt gruppo di controllo ed agli asintomatici
positivi alla PCR e negativi a IRleishmania spp Questo suggerisce che l'insorgenza di
sindrome anemica in questi pazienti, a diversalegi® possa essere determinante per la

comparsa o meno della sintomatologia (Coura-Vitgl2011).

Un altro studio del 2011 di Torres e altri ricomfex I'alterazione del profilo protidemico che
si verifica in corso di una malattia infettiva comaeCanL, come per altre malattie infettive,
con elevate concentrazioni di proteine plasmatiehglobuline, che dopo il trattamento
tendono a calare fino a rientrare negli intervalii riferimento del laboratorio, con

contemporanea riduzione del titolo anticorpale (g®M., 2011).

Figueredo e colleghi nel 2012 riportano con quaézjienza sono presenti le alterazioni
cliniche e clinicopatologiche nei cani brasilianfdtti catturati per il controllo della malattia.
Il lavoro si basa sui dati raccolti su un campidn&7 esemplari e le alterazioni ematologiche
piu frequenti sono 82.4% trombocitopenia, 70.6%na@ag 52.9% riduzione PCV e 41.2%
eosinofilia (Figueredo L.A., 2012).

Uno studio molto interessante, anche per le rigsioni cliniche pratiche, € quello pubblicato
nel 2012 dal gruppo di Geisweid e altri ricercataricui analizzando un gruppo di 72 cani
affetti da CanL, hanno voluto identificare quals$ero i fattori prognostici per i pazienti
affetti da tale patologia. Circa il 51% dei cam @roteinurico (UPC>0.5 o dipstick positivo
per proteine) all’ammissione, il 40% ipoalbuminemi@lbumine sieriche <2.5 g/dl), 36.8%
iperglobulinemico, il 31.6% azotemico (creatininariga > 117umol/l con USG <1025), il

31% trombocitopenico, il 30% anemico ed il 28.7%fdpenico. In questo studio hanno
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concluso che i fattori prognostici negativi in aoidi leishmaniosi canina sono la presenza di

proteinuria, ipoalbuminemia, azotemia e linfopdi@aisweid K., 2012).

Nel 2012, il gruppo di lavoro di Ceron ha indaghimmportamento dell’adiponectina sierica
ed urinaria in 64 cani affetti da malattia renalecorso di leishmaniosi. L’adiponectina € una
proteina con un peso molecolare di 30 kDa che ss&relssere coinvolta nella funzione
glomerulare e sembra possa essere utilizzata casneemprecoce di danno glomerulare. In
guesto lavoro gli autori hanno individuato, suliesé degli approfondimenti clinicopatologici,
42 cani proteinurici (UPC>0.5), di questi 11 erdperazotemici (sCr > 1.4 mg/dl) e 31
normoazotemici. Inoltre affermano che i livelli diliponectina sierica sono piu elevati nei
cani azotemici rispetto a quelli normoazotemiciéestata osservata una correlazione positiva
tra adiponectina sierica ed urinaria con la creairsierica, 'UPC, 'UAC e il rapporto
adiponectina urinaria:sierica. In questo studio ctiusiono che l'adiponectina nelle urine
aumenta all'incrementare dellUPC come nelluomdaepatogenesi pud essere duplice:
maggior passaggio di questa proteina attraverddtrib glomerulare con saturazione dei
meccanismi di riassorbimento tubulare, quindi pmbsiutilizzo come marker di danno
glomerulare, oppure, considerando che questa peoteveste i capillari glomerulari e le
arteriole intrarenali, la sua presenza nelle unm® indicare la presenza di un danno

vascolare, in modo ancora piu precoce rispettalaliminuria (Tvarijonaviciute A., 2012).

Nel 2013 Athanasiou e altri hanno pubblicato i daticolti su 12 cani dei quali hanno seguito
il follow-up durante la terapia leishmanicida. Althmissione il 91.7% era iperglobulinemico
con riduzione del rapporto A/G, il 75% presentavea widuzione dell’ematocrito (Hct), il
66.7% riduzione della concentrazione emoglobinggaHb), il 58.3% era iperprotidemico e
ipoalbuminemico, ed il 16.7% aveva trombocitopetii@ppenia o linfocitosi, neutrofilia e
incremento della creatinin-kinasi (CK). | parametne si modificavano in corso ed al termine
della terapia in maniera statisticamente signifi@asono stati I'Hct e la % Hb (Athanasiou
L.V., 2013).

Un lavoro di Aprile 2013, di Saridomichelakis eleghi, ha valutato la funzionalita tiroidea
in corso di Leishmaniosi, prima e dopo il trattateeleishmanicida. Questo perché in passato
era stata avanzata I'ipotesi che l'ipotiroidismagsse essere o un fattore predisponente per lo
sviluppo della leishmaniosi “clinica” o una consegma di questa per distruzione del tessuto
tiroideo in seguito ad infiltrazione di macrofagrpssitati. Gli autori hanno considerato un

gruppo di 36 cani, sottoposti a indagine ematobiowa e misurazione di T4, fT4 e TSH
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prima dell'inizio della terapia, dopo 7-20 giornidepo 21-35 giorni. Cio che concludono i

ricercatori sulla base dei dati ottenuti € cheofipidismo, seppur segnalato in corso di
Leishmaniosi canina non e né un fattore predispenag una conseguenza della malattia
(Saridomichelakis M.N., 2013).
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Autori

Koutinas et al.

N° casi studio Ematologia Biochimica

+ ctr

Anemia 13/14, trombocitopenia 4/10 Iperprotidemia 13/14, iperfosfatemia 4/1

Analisi Urine

100% proteinuria,
12/14 PS inadeguato

Ciaramella et al.

1997 150 60% anemia, 29.3% trombocitopenia, 63.3% iperprotidemia, 68%

24% leucocitosi neutrofilica ipoalbuminemia, 70.6% iperglobulinemia,

76% 1 A/G, 24/150 insufficenza renale

n.d.

n

Koutinas et al. 1999 158 73.4% anemia normocromica 72.8% ipeprotidemia, 38.1% azotemico 71.5% proteinurico
normocitica 1.9% SN
Zatelli et al. 2003 41 n.d. n.d. 95.1% proteinuria glomerulare n
selettiva; 4.9% proteinuria mista
Costa et al. 2003 55 n.d. 30/49 ipoalbuminemico, 22/49 6/11 proteinurico,

ipeprotidemico, 21/49 ipeglobulinemico

3/11 1 creatinina, 2/11 ipercolesterolemic

Cortadellas et 2006 105 n.d. 49.5% deficit funzionalita renale 18% proteinurico al dipstick
al. 34/82 UPC>1
Geisweid et al. 2012 72 31% trombocitopenico, 30% anemico 51% ipeprotidemico, 40% n.d.
28.7% linfopenico ipoalbuminemico, 36.8%
iperglobulinemico, 31.6% iperazotemicc
Athanasiou etal. 2013 12 75% HCT, 66.7%! Hb%, 16.7% 91.7% iperglobulinemia, 58.3% n.d.
trombocitopenia, linfopenia-linfocitosi iperprotidemico e ipoalbuminemico.
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4.2 Revisione della letteratura umana

Anche in medicina umana sono diversi i lavori cheali@zano le diverse alterazioni
clinicopatologiche in corso di leishmaniosi.

Uno dei lavori meno recenti riguardo al danno renal corso di leishmaniosi viscerale
nell’'uomo é del 1985, pubblicato da Dutra e collegh 50 pazienti malati. Nel 51% dei casi
vi era proteinuria e/0 microematuria o piuria, B&Pb6 I'escrezione urinaria di proteine delle
24 ore risultava elevata. All'esame istopatologst@videnziava un coinvolgimento tubulo-
interstiziale per tutti i sette pazienti sottop@sbiopsia (Dutra M., 1985).

Nel 2003 Salgado e collaboratori in un gruppo dipbkienti con LV hanno individuato
ematuria nel 63.3% dei soggetti analizzati, di ¢uels 45.4% presentava ematuria
macroscopica, il 90.9% era proteinurico, 1'81.5%cralbuminurico con incremento della
retinol-binding protein urinaria(urRBP) nel 54.5%. Inoltre tutti i pazienti si pemtavano
iperglobulinemici e ipoalbuminemici, con incremerdei livelli di IgG nel 100%, IgM nel
45.4% e IgA nel 36.3% (Salgado Filho N., 2003).

Lima Verde e colleghi, nel 2007, hanno pubblicatdati di uno studio in cui sono stati
considerati 50 pazienti con la forma visceral&ata-azar Tutti avevano anemia con una
differenza significativa tra il gruppo malato gruppo di controllo sano per la concentrazione
di emoglobina, albumine-globuline, urea, potassio e sodio. L'ipoalbumingrara presente
nel 98% dei pazienti, con riduzione del GFR in aerzd dei pazienti. Inoltre nel 68% delle
persone era stato rilevato un deficit della capaditconcentrare le urine (Lima Verde F.A.A.,
2007).

Daher e coautori, hanno analizzato un gruppo gd¥enti, il 26.3% (15/57) di questi aveva
un danno renale acuto e tre soggetti sono decglaftier EF E. L., 2008).

Sempre lo stesso gruppo di ricerca, nel 2009 halmatbo i dati di uno studio di confronto tra
55 pazienti conkala-azar e 20 pazienti sani come gruppo di controllo. Che dhanno
riscontrato € una differenza statisticamente Sigativa nella concentrazione di albumine
sieriche, piu basse nel gruppo patologico, assoadtun incremento delle globuline. Inoltre,
nei pazienti malati era presente proteinuria di iEU7.1% erano albumine, il 48.3%
globuline, il 18% B-globuline, 1'11.2% a2-globuline e il 5.4%al-globuline. Cio che di
interessante hanno rilevato e che tutti i pazie@wngvano livelli di,-microglobulina aumentati
sia nel plasma che nelle urine, ma di questi pér@7i8% possedeva concentrazioni
plasmatiche ancora potenzialmente all'interno deldpacita di riassorbimento del tubulo,

quindi il suo riscontro nelle urine puo indicarepieesenza di un danno tubulare. Inoltre nel
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gruppo di studio il 29% aveva un incremento dellikesi, il 27.2% riduzione del
riassorbimento tubulare di potassio e il 41.8%rdagnesio. Inoltre, nel 34.5% dei pazienti si
e osservata un’aumentata perdita di glucosio carritee e anche di acido urico nel 60.2%.
Nel 73% dei pazienti si evidenziava un incremergbedigG sieriche ed il 70% anche delle
IlgG urinarie. La presenza di IgG nelle urine pusees la conseguenza di uavérflow,
ovvero un’aumentata concentrazione plasmaticardgquin’iperfiltrazione renale, oppure puo
essere dovuto ad un deficit di riassorbimento taeul In conclusione in questo studio
sostengono che, come dimostrato in precedenzargo @b altre patologie in cui si ha un
aumento delle 1gG sieriche, ad esempio in cors@ldine neoplasie secernenti quali il
plasmocitoma o il mieloma multiplo, le stesse imagiobuline sono causa di danno tubulare
con diversi meccanismi patogenetici (Lima Verde FA#fna Verde FA, 2009).

In 224 pazienti invece, Oliveira e colleghi hanmsservato nel 33.9% di questi un danno
renale acutogcute kidney injury AKI) e di questi il 34.2% aveva la creatininarsta > 1.4
mg/dl gia al momento dell’lammissione, il 51.3% kduppato AKI dopo il trattamento con
amfotericina B, il 9.2% dopo I'inizio della terapian composti antimoniali (Glucantifeed

il 5.3% in seguito a complicazioni delle patolog@ncomitanti alla LV da cui erano affetti i
pazienti. Inoltre hanno riscontrato una minor iecida di insorgenza di danno renale acuto
nel gruppo di pazienti sottoposti a terapia conc@hiime rispetto a quelli trattati con
amfotericina B. Il 13.3% dei pazienti di questodstué deceduto, con una percentuale del
30.3% nel gruppo AKI rispetto al 4.7% del gruppa+#KI. Concludono infine che, come
gia supposto, la presenza o meno di coinvolgimesale influenza la prognosi ed inoltre
individuano dei fattori di rischio per questi pagie ovvero oliguria, ittero, dispnea e
I'utilizzo dell’amfotericina B (Oliveira MJC, 2010)

Nello stesso anno Elnjomi e colleghi hanno pubbdidgadati di uno studio su 88 pazienti dei
quali hanno valutato la presenza di microalbumayMA), intesa come una quantita di
albumine urinarie pari a 30-300 mg/gg, e dekdinol-bindin protein urinaria (UrRBP)
(Elnojomi NAA, 2010). Quest'ultima, da alcuni stugliecedenti, si era dimostrata un buon
marker di danno tubulo-interstiziale, perché é praeina a basso peso molecolare (21 kDa)
che normalmente viene riassorbita totalmente eboaraata dalle cellule tubulari attraverso
un meccanismo di endocitosi mediato da uno dett@ceubulari, la megalina. Elevati livelli

di urRBP riflettono una disfunzione del tratto mwiosale del tubulo e quando associata ad
albuminuria si parla di proteinuria tubulare. Paletmotivo la misurazione di questa puod
svolgere un ruolo determinante nell'individuare wiarenali prevalentemente localizzati al
tubulo-interstizio (Ball S.T., 2003). Nel lavorold#010, quindi, hanno individuato MA nel
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40% dei campioni tramite tecnica ELISA e nel 42% daonetodo immunoturbidimetrico, con
creatinina ed urea nellintervallo di riferimenterptutti i soggetti, mentre nessuno di questi
aveva livelli rilevabili di urRBP, ad indicare umiavolgimento principalmente glomerulare
(Elnojomi NAA, 2010).

Nel 2011 Daher e colleghi prima, Oliveira e alttiatche mese piu tardi, pubblicano dati
simili ottenuti analizzando due diverse popolazidinprimo gruppo di ricerca ha considerato
14 pazienti con leishmaniosi viscerale trattati €ocantime, sui quali hanno eseguito dei
test per valutare la capacita di acidificare e eotrare le urine, hanno stimato la velocita di
filtrazione glomerulareglomerular filtration rate= GFR) ed hanno misurato la frazione di
escrezione di sodio e potassio, oltre al&arancedell’acqua libera. | risultati indicano che vi
e un deficit della capacita di concentrare e acigié le urine prima di iniziare il trattamento e
alcune di queste alterazioni sono reversibili &radio con terapia leishmanicida. Infatti, la
capacita di concentrare le urine viene recupenagstre quella di acidificare resta deficitaria,
indicando quindi un danno tubulare parzialmentesrgbile, verosimilmente dipendente da
localizzazione, estensione del danno e dal tipalla tempestivita del trattamento (Daher EF
R. N., 2011). Il secondo gruppo di ricerca, inveua,considerato un gruppo di 37 pazienti
con leishmaniosi cutanea non ancora trattati carc@sitime e 10 pazienti sani di controllo. Il
77% mostrava un’incapacita di concentrare ed B%0di acidificare le urine, mentre 5 su 37
pazienti presentavano entrambi i deficit. Su 34 3lipazienti inclusi nello studio, & stata
misurata anche I'albumina urinaria ed il 35.3% giiv&lato essere microalbuminurico. In
questo lavoro hanno inoltre misurato I'espresside#acquaporina 2 (AQP2) del tubulo
collettore e del co-trasportatore Na-K-2Cl (NKCQGgmite la valutazione degli esosomi
urinari ed hanno riscontrato una piu bassa espresgili AQP2 e piu alta di NKCC2 nei
pazienti malati a sostegno dell'ipotesi che vi ga danno tubulare tale da determinare
un’incapacita di concentrare le urine anche ingaziin cui la forma e apparentemente solo
cutanea. Percio il coinvolgimento renale in segudtidinfezione puo coesistere, con
meccanismi diversi, alcuni di questi non ancoradigariti (de Oliveira RA, 2011).

Sempre Oliveira e altri colleghi, nel 2012 hanntuiato la funzionalita renale in 37 pazienti
con la forma cutanea di leishmaniosi e trattati Guncantime confrontandoli con 10 pazienti
sani. | ricercatori hanno evidenziato nel 35% dezienti microalbuminuria, mentre post-
trattamento la percentuale si riduceva all’'8%. W&l vi era I'incapacita di concentrare le
urine, ma post-trattamento questo deficit era prieseell’88% dei soggetti mentre il deficit di
acidificazione delle urine all’lammissione e statevato nel 40% dei pazienti, mentre a fine

terapia nel 16%. Cio ad indicare che trattandcaitipnte con terapia leishmanicida alcune
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alterazioni della funzionalita tubulare possonargi o risolversi, avanzano inoltre 'ipotesi
che in pazienti in cui non é presente la formaernale, puo esserci comunque un difetto di
funzionalita renale legato all’attivazione umordkd soggetto (Oliveira RA, 2012). Tali dati
sono comungue in contrasto con cido che ha ripofatioer solo un anno prima, nel quale si
evidenziava un recupero della capacita di concentraa non di acidificare le urine.

In uno studio sui fattori associati alla letalithdorso di Leishmaniosi viscerale, Madalosso e
coautori, includono 376 pazienti ed il 14.1% di spuga incontro a decesso, di cui il 69% dei
pazienti presentava un’eta superiore ai 60 anetail fattori clinicopatologici associati ad un
outcome sfavorevole in questo studio sono: trombpenhia (piastrine, PLT<100,000 mm
ipoalbuminemia, iperbilirubinemia (bilirubina > 2dd), incremento AST e anemia grave (Hb
<5 g/dL) (Madalosso G., 2012).

Uno studio recente di Liborio e collaboratori, hagp in esame 146 pazienti pediatrici (sotto i
14 anni di eta) in modo retrospettivo per valutquale fosse I'incidenza del danno renale
acuto e quali i fattori prognostici negativi pensorgenza di AKI. Il 45.9% dei pazienti era
affetto da AKI, di cui il 59.7% gia al momento dathmissione in ospedale, mentre il 40.3%
lo ha sviluppato dopo I'inizio del trattamento.44.8% dei pazienti con AKI ha avuto una
remissione completa prima della dimissione, gloautanno inoltre riscontrato una maggior
prevalenza di AKI nei pazienti piu giovani con utifferenza statisticamente significativa.
Considerando la classificazione RIFLE pediatricRILE), quindi la classificazione del
danno renale acuto nell'uomo adattata al pazieetd#africo, il 67.2% era nello stadio R
(RisR, il 31.3% nello stadio lgjury) e I'1.5% nello stadio FHailure). Il 3.3% dei bambini
deceduto. | fattori di rischio indipendenti indivati sono [lipoalbuminemia,
l'iperglobulinemia e le infezioni secondarie. ll@sso € avvenuto in tre casi in seguito a sepsi
e in un caso per complicazioni emostatiche (Libé&g) 2012).

Rocha e collaboratori, riportano uno studio retetpo su 432 pazienti giovani e adulti. Il
37% presenta AKI, con una maggior numero di paziegita classe R per i bambini, maggior
numero invece nelle classi | ed F per gli adultattori di rischio individuati sono la presenza
di ipokaliemia, leucopenia, 'utilizzo di amfotein@a B e I'insorgenza di tremori negli adulti,
mentre solo le infezioni secondarie nei bambinigliRoNA, 2013).

In conclusione possiamo dire che in medicina veaer i rilievi clinicopatologici piu
frequentemente riportati sono: alterazione del iloroforotidemico caratterizzata da
iperprotidemia, ipoalbuminemia, iperglobulinemiaiduzione del rapporto A/G, anemia non
rigenerativa, trombocitopenia, iperazotemia assaaapeso specifico urinario inadeguato e
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una proteinuria da lieve a moderata, fino alla cars@ di sindrome nefrosica. L'alterazione
del profilo protidemico pud avere diversi meccanispatogenetici che spesso sono
concomitanti, ovvero una risposta inflammatoridesigsca con incremento delle globuline e
riduzione delle albumine, ipoalbuminemia secondal presenza di una proteinuria
moderata-grave o ipoalbuminemia associata a marte. L’anemia pud anch’essa essere
dovuta alla risposta infiammatoria concomitantea aliefropatia cronica che spesso
accompagna la CanL, a sanguinamenti gastroentenaciici legati all'infezione stessa o
all'iperazotemia se presente, in questo caso gatth un’anemia sideropenica, oppure a un
deficit di eritropoietina quando la nefropatia € stadio avanzato. L'origine della
trombocitopenia puo essere multifattoriale, quisholvuta ad un meccanismo immunomediato
con distruzione periferica delle piastrine o de2qursori midollari, meccanismo che e alla
base di danno anche in altri organi (rene, ocdnitigolazioni); ad una ridotta produzione per
soppressione midollare; ad un consumo secondarioursal coagulazione intravasale
disseminata o, meno probabilmente, ad una petdifgerazotemia e dovuta principalmente a
un danno tubulo-interstiziale associato a coinvogito glomerulare con insorgenza di
proteinuria a diversi stadi di gravita, come vedvemel prossimo capitolo.

In medicina umana i rilievi piu frequenti riportasono liperprotidemia associata a
ipoalbuminemia, iperglobulinemia e riduzione del3 anemia, microalbuminuria e deficit
di concentrare e acidificare le urine. | meccanison cui sviluppano alterazioni del profilo
protidemico ed ematologico sono simili a quelli gieinstaurano nei nostri animali ed |l
diverso coinvolgimento renale si puo ragionevolraggitistificare se si pensa che il danno a
carico di quest’organo e principalmente tubuloistiziale nel’'uomo rispetto al cane nel

quale i rilievi istopatologici localizzano il danmpau grave al glomerulo.
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5. La proteinuria

Quando si parla di proteinuria, in termini generaliintende la presenza di proteine nelle
urine. Normalmente possono essere presenti albunimecoproteine e frammenti di
immunoglobuline, ma solo quando la concentrazianguéste € abnorme si puo parlare di
proteinuria. Solitamente le proteine sieriche vemgdrattenute dal filtro glomerulare nel
circolo ematico attraverso un meccanismo di peratthetd, che dipende da dimensioni
molecolari, carica elettrica e configurazione simlella proteina (D'amico G. and Bazzi C.,
2003). Le proteine plasmatiche che, in condiziasiofogiche, superano comunque questa
barriera vengono riassorbite e metabolizzate dedléule tubulari, gli amminoacidi cosi
ottenuti verranno recuperati a formare nuove pnetella gran parte di questo lavoro e svolto
dalle cellule che rivestono il tubulo contorto Bimsale (Harley L. and Langston C., 2012)
(Grauer G.F., 2011).

5.1La struttura glomerulare

La barriera di filtrazione glomerulare e costituida tre strati fondamentali: I'endotelio
fenestrato, la membrana basale e i podociti, chestono la faccia viscerale dei capillari
glomerulari (fig.18). Leéndotelio fenestrato ha piccoli pori di 50-100 nm che prea il
passaggio delle cellule ematiche dal circolo alta-yrina, cio che impedisce invece Il
passaggio della maggior parte della proteine plishe é la carica negativa fornita dai
proteoglicani; queste sostanze contribuiscono ad proprieta fondamentale del filtro
glomerulare, ovvero la permselettivita. lraembrana basale (MBG) € una struttura
trilaminare, spessa 100 nm, costituita da collagépe 1V, proteoglicani, laminina,
fibronectina e acqua. La MBG ha una conformaziometi@olo microfibroso di gel idratato
che assicura una barriera di carica e dimensioazig ai proteoglicani che sono responsabili
della carica negativa, mentre il collagene tipo fl¥ma una maglia responsabile della
selezione sulla base delle dimensioni delle mokecblpodociti invece presentano delle
digitazioni principali da cui si staccano pedicelicondari tra loro uniti da una struttura che
viene definita #t Diaphragm | podociti (fig.19) sintetizzano la membrana beasa

fagocitano le sostanze che restano intrappolatglinelglomerulare, mentre il rivestimento di
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sialoglicoproteine che i avvolge fornisce la carieegativa (Chew D.J., 2011). | pori che si
formano tra le interdigitazioni dei podociti sonodell4 nm.

Lo Slit Diaphragm(SD) €& una struttura, simile ad una cerniera, diemale elettrondenso
membranaceo che € unito ai processi podocitarissdnae una conformazione a “zig-zag”.
Diversi studi descrivono lo SD come una struttigada con diametro relativamente costante,
composto da un complesso di proteine (Zhang A.Humahg S., 2012). Puo essere diviso in
tre parti:

» extracellulare: |la parte delle proteine transmemdextracellulare;
» transmembrana: la parte di proteine transmembrd@gmteine associate alla
membrana dei podociti;

» intracellulare: parte delle proteine transmembizogte nel citoplasma.

Le proteine principali costituenti lo SD sono: lafima, la NEPH1, I'actina, la podocina, la
proteina CD2 associata, la P-caderina e I'integneane sono anche altre transmembrana e di
membrana, ma con un ruolo ancora da definire roeigssi patologici (fig..20).
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Figura 18 nell'immagine una riproduzione del glomerin sezioneA) a maggior ingrandimento
struttura dellcslit diaphragmtra i podociti.
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Figura 19 la scansione alla microscopia elettroniea podociti nel
glomerulo, mette in evidenza il corpo cellulacel( body- CB), i process
podocitari principali ihajor processs MP) e quelli secondarisécondar
proces - SP) e infine le interdigitazioni piu piccol®@t process- FP) tra
processi secondari modificata da (Welsh G.I. arldeédaM.A., 2012).

GLEPP-1

Podocalyxin

»
Laminin Megalin

Foot Processes

| GBM ]

Figura 20 rappresentazione grafica dallio diaphragm(National Kidney Foundation, 2008, A) modello schematic
dell'organizzazione dello SD. La nefrina e la NEP$tho proteine transmembrana, la podocina che aatomttura a
La nefrina interagisce con la proteine CD2 assodi@ia2AP), la podocina e la NEPH1. La podocina irges@e anch
con la CD2AP, mentre la NEPH1 con nefrina e la zanaktcludente (ZO1). k*actina 4 € una protei
intracitoplasmatica associata alla nefrina. GMB, ngoulare membrane basementembrana basale glomerul

(Kawachi H., 2006)
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Diversi studi eseguiti per comprendere il realezfanamento delld&lit Diaphragmhanno
evidenziato come questo sia la vera prima barperail passaggio delle macromolecole, i
filamenti che creano un ponte tra i processi pdddchanno dimensioni da 40 a 140in
sezione trasversa e 74 in lunghezza (Kawachi H., 2006). La nefrina fatpadella
superfamiglia delle immunoglobuline e mutazioni gehe deputato alla sua sintesi inducono
lo sviluppo di forme di nefropatia proteino-dispenti congenite, come la sindrome nefrosica
Finnish-type patologia molto grave che solitamente porta akedso del bambino nei primi
due anni di vita. La podocina fa parte della famiglelle stomatine e svolge un ruolo
fondamentale nel mantenere la struttura e la funezatel citoscheletro dello SD. La proteina
CD2-associata (CD2AP) fa parte della superfamigiéle immunoglobuline e anch’essa
svolge un ruolo nel mantenere l'integrita dello &hang A. and Huang S., 2012). In uno
studio condotto su topi in cui é stata soppresssplessione del gene per la CD2AP, ¢ stato
dimostrato come i soggetti nascano apparentementeati, ma a circa due settimane di vita
inizino a comparire alterazioni strutturali del glerulo renale con fusione dei podociti (tale
modifica inizia focale per poi diffondersi), praiazione delle cellule mesangiali e della
matrice (Shaw A.S. and Miner J.H., 2001). La NERH(dna proteina transmembrana, la cui
funzione sembra essere fortemente correlata alfanage ed alterazioni dei geni che
codificano per queste proteine inducono disfunzideepodociti, che esitano in proteinuria
grave associata ad un incremento della mortalittng@le. Lo-actina 4 € una proteina
intracellulare, connessa a nefrina e podocina, mlaatiene la morfologia dei processi
podocitari e regola il movimento del citoscheletrmdificando quindi le dimensioni dei pori
dello SD, a seconda delle esigenze dell’organistharig A. and Huang S., 2012).

Alcuni autori considerano lo SD come una grossastesdight junctioned alcune nefropatie
proteino-disperdenti possono venire considerateecpatologie delléigh junction perché in
alcune di queste la sola componente danneggiatattdile strutture del glomerulo, é lo SD
(Kawachi H., 2006). Oltre a cause congenite drafiene morfologica e strutturale dello SD,
Vi sono cause acquisite, infatti questa struttur@ penire danneggiata anche in seguito a
risposte inflammatorie sistemiche, per azione deiflechine; meccanismi immunomediati,
con deposito di immunocomplessi; oppure insultoséari a ipoperfusione. Recentemente un
lavoro pubblicato da Lu H. e colleghi nei topi, denostrato che si riduce notevolmente
I'espressione di alcune proteine dello SD e deppdd sia per l'ipossia che per la produzione
dei radicali liberi dell’'ossigeno (ROS) (Lu H., Z0)1 Ancora, altre cause riportate sono da
ricondurre all’'utilizzo di farmaci, un esempio é $tudio di Lan e collaboratori, di Marzo
2013, in cui gli autori segnalano la morfina conus$bile causa di danno alla struttura dei
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podociti con perdita dell’integrita dello SD e afbimuria. A livello podocitario sono presenti
recettori mu (MOR) e kappa (KOR) e la morfina, stfutto ad elevati dosaggi, interagendo
con tali recettori induce la riduzione dell’'espiesag delle molecole dello SD, in parte questa
azione si esplica in seguito alla produzione di R®8otta dalla stessa morfina (Lan X.,
2013).

5.211 tubulo renale

Il tubulo renale €& suddiviso idealmente in quatforzioni principali: tubulo contorto
prossimale, ansa di Henle, tubulo contorto distatebulo collettore. La parte prossimale é
deputata al riassorbimento di gran parte dei selutell’acqua ed anche al rimaneggiamento
delle proteine escrete con l'ultrafiltrato. A quedivello vi sono diversi recettori tra cui
cubilina e megalina deputate al recupero di preteine per endocitosi entrano nelle cellule
tubulari ed in seguito all’attivazione lisosomialengono metabolizzate ad amminoacidi, i
guali vengono poi recuperati e riutilizzati perdetesi di altre proteine. Tra le molecole
proteiche che subiscono quotidianamente e in candifisiologiche tale catabolismo
troviamo i frammenti di immunoglobuline, principadmie catene leggere. Nell'uomo si é
dimostrato che queste vengono prodotte in eccaspetto alle esigenze dell’organismo e
normalmente si tratta di circa il 40% in piu diexa leggere rispetto a quelle pesanti per ogni
immunoglobulina prodotta, per un totale di 500 nggdgcatene leggere in circolo, di cui 1-10
mg/gg eliminate con le urine, mentre la restantetajuquindi circa 490 mg/gg, sono
recuperate dal tubulo contorto prossimale (Basmayék 2011). Da qui anche la maggior
richiesta di ossigeno di queste cellule tubulapeito a quelle degli altri tratti e la maggior
sensibilita in caso di ipoperfusione o ipossia @skuto renale. L'ansa di Henle svolge un
ruolo fondamentale nel riassorbimento di acquahargrazie all'ipertonicita della midollare
nella quale € immersa ed ai vasa recta. Il tubatdarto distale passa in mezzo alle arteriole
del suo stesso glomerulo e le cellule epiteliadbatatto con le pareti delle arteriole formano
la macula densa, mentre le cellule muscolari adiacal’arteriola afferente sono dette
iuxtaglomerulari e secernono renina; questo insiei®ee definito apparato iuxtaglomerulare.
Il tubulo collettore partecipa alla composizione advolume finale delle urine. Il tubulo
renale in tutto il suo decorso € ricoperto dallat@ina diTamm-Horsfallo uromodulina, che

svolge un ruolo nella difesa locale del parenchmer@ale e partecipa in alcune condizioni

Dott.ssa Russo Samanta Pag. 47



La Leishmaniosi e il danno reneg 2013

patologiche alla formazione di cilindri endotubulazthe possono poi ritrovarsi nelle urine

oppure determinare occlusione del tubulo.

5.3 Classificazione della proteinuria

In maniera accademica € possibile categorizzamgdtinuria in pre-renale, renale e post-
renale. Un ulteriore modo di definirla € fisiologido funzionale) oppure patologica,
quest’ultima si divide in: proteinuria da causenarie e proteinuria da cause extra-urinarie.

La proteinurigpore-renale viene anche definitaotverloadproteinuria”, perché conseguente ad
un incremento della quota plasmatica di proteigeiadi anche di quelle che passano il filtro
glomerulare, il quale ha mantenuto le sue capatig@ermselettivita, ma viene superata la
capacita del tubulo di riassorbirle, per un prooeds saturazione dei recettori, cubilina e
megalina, deputati al recupero. Tra le proteinepsygsono venire rintracciate, in questo caso,
nelle urine ci sono I'emoglobina, la mioglobina, mmeri e dimeri di catene leggere di
immunoglobuline, come nel caso delle proteine dndg&eJones in caso di neoplasie o
discrasie plasmacellulari (Harley L. and Langston2012).

La proteinuriapost-renale &€ definita come la presenza di proteine che araveelle urine
dopo che queste sono passate dalla pelvi renaleliquuo essere ulteriormente suddivisa in
urinaria se e dovuta a emorragie o processi esgudalie vie escretrici come la pelvi renale,
gli ureteri, la vescica o l'uretra, inclusa la @geia nei maschi; oppure_extra-urinaria se le
proteine derivano da secrezioni, essudati o sadgli&atto genitale o dai genitali esterni in
seguito a contaminazione durante la raccolta dellee (Lees G.E., 2005).

La proteinuriarenale € dovuta ad un difetto nella normale capacitareleé di maneggiare le
proteine plasmatiche e include le forme funzioealjuelle patologiche. La forma funzionale,
detta anche fisiologica, & caratterizzata da wnetmoderata proteinuria, transitoria, che puo
essere causata dal caldo, stress, convulsionigestinge venosa, febbre o esercizio intenso.
La proteinuria _patologica €& causata da lesioni ttsirali e/o funzionali dei reni,
indipendentemente dalla loro estensione e duratzesiQltimo tipo di proteinuria e
suddivisibile inglomerulare per danni che provocano un’alterazione o unaifgedklla
permselettivitd del filtro glomerulareéubulare per un deficit della capacita del tubulo di
riassorbire e catabolizzare le proteine ultrafiéirésolitamente si tratta di proteine a basso
peso molecolare o una piccola quota di quelle a peslecolare medio); infinenterstiziale,
per lesioni inflammatorie o processi patologici e la nefrite interstiziale acuta) che
determinano essudazione delle proteine nello spaamario dai capillari peritubulari (Lees
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G.E., 2005). Puo anche venire definitgsta quando vi € piu di una di queste componenti
presente. La proteinuria glomerulare puo essel&ttivaquando le alterazioni del filtro renale
sono moderate e consentono il passaggio di protedimeun ristretto intervallo di peso
molecolare, tra 60 e 80 kDa, come I'albumina edadferrina, fino a un massimo di 150 kDa;
non selettivaquando le lesioni sono particolarmente esteseaei gonsentendo percio il
passaggio anche di proteine ad alto peso molecoald®80 kDa. La proteinuria tubulare &
caratterizzata da bande a un peso molecolare ©&%&n tracce di albumine. La proteinuria
mista si caratterizza per la presenza della compensia tubulare sia glomerulare con
proteine a basso, moderato e alto peso molecglaceyenire differenziata in “incompleta” se
presenti proteine da 23 kDa fino a oltre 150 kzanipleta” se proteine da 14 kDa oltre i 150
kDa (Abate O., 2005).

La valutazione della proteinuria prevede tre siegrbstici fondamentali:

» Localizzazione: per fare questo € necessario raccogliere un’anginhepiu
completa possibile, svolgere un esame fisico dirapprofondito, compresa la
misurazione della pressione arteriosa, eseguir@nahsi delle urine completa con
'esame colturale, esami ematobiochimici di scregni per escludere una
disprotidemia o altre cause di proteinuria non kena

» Persistenza:e necessario ottenere almeno tre test positigemutivi a distanza di
due settimane 'uno dall’altro per poter definigedroteinuria persistente, tenendo
in considerazione che vi sono delle variazionivaori della proteinuria anche nel
corso delle 24 ore giornaliere;

« Entita: utilizzo di metodi che valutano la proteinuriarmdo quantitativo, per
poterla monitorare anche nel corso della terapialdéollow-up del paziente. Tali
metodi includono la valutazione del rapporto proeurinarie-creatinina urinaria
(UPC) e del rapporto albumine urinarie-creatinimaaria (UAC) (Lees G.E.,
2005).

Secondo la classificazione della societa intermee di nefrologia laternational Renal
Interest SocietyIRIS) & possibile stadiare un paziente sulla ki proteinuria quando
guesta e stabile, come precedentemente desciét@aegorie sonaon proteinurico (NP)
quando I'UPC ¢ inferiore a 0.Borderline proteinurico(BP) quando UPC e tra 0.2 e 0.5,
proteinurico (P) se 'UPC e maggiore di 0.5. Nel caso del BRisiglia di monitorare

'animale entro due mesi, per riclassificarlo segbile (IRIS, 2007).
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5.4 Test diagnostici per la proteinuria

| test a nostra disposizione per valutare, quaatié e analizzare la proteinuria sono i
seguenti:

- Metodo colorimetrico DipsticK;

- Metodo turbidimetrico con acido sulfosalicilico;
entrambi i test sono semi-quantitativi, mentre bjgeiantitativi sono i seguenti:

- Rapporto proteine urinarie/creatinina urinaria (JPC

- Rapporto albumina urinaria/creatinina urinaria (JAC
Infine, per una valutazione qualitativa del tipo mfoteine presenti nel campione alcuni
laboratori, al momento solo a scopo di ricerca,geseo l'elettroforesi su gel di
poliacrilammide in presenza di sodio dodecil-salf¢8DS-PAGE) o su gel di agarosio (SDS-
AGE).
Il metodo colorimetrico coDipstick prevede l'interazione del reagente presente ngboae
con i gruppi amminici delle proteine, carichi negamente, che legandosi ad esso ne
modificano il colore, con un intensita proporzianalle cariche negative che si legano; cio
significa che il reagente puo virare di colore anahpresenza di sostanza alcaline di natura
non proteica, determinando risultati falsi posjtissi come nel caso di urine pigmentate o
particolarmente concentrate (P.S.>1035). Risulléd$i negativi si possono avere nel caso di
urine acide o ipostenuriche (P.S.<1008)difisticke maggiormente sensibile alle albumine,
perché le globuline hanno un minor numero di carickegative ed anche le proteine di
derivazione cellulare (cellule uroteliali, leucacétc.) interagiscono in maniera minima con |l
tampone (Stockham S.L. and Sott L.M., 2008) (NaltyB., 2011). La concentrazione
minima di albumine che puo rintracciare e di 30 ah@gWwamsley H. and Alleman R., 2007).
Uno studio del 2010 di Zatelli e colleghi ha vatat&07 campioni di urine sottoposte ad un
analisi completa con dipsitck il peso specificoyrine specific gravity USG), il sedimento e
la misurazione del rapporto proteine urinarie-éné@ urinaria (UPC) per verificare la
congruita dei risultati tralipsticke metodo quantitativo. Cio che hanno conclusagfori e
che quando idipstick da risultato negativo indipendentemente dal pgseifco il valore
predittivo negativo € elevato, circa il 97.6%, par e altamente probabile che il soggetto non
sia proteinurico; mentre con un risultato di 100 /ahg anche in questo caso
indipendentemente dallUSG, il valore predittivosfivo € alto, attorno a 93-99.4%, per cui
molto probabilmente il cane € proteinurico e I'asgane dell’lUPC permette solo di avere un

dato piu oggettivo. Infine, sottolineano che i peohi interpretativi sussistono con un
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risultato di 30 mg/dl, in questi casi e impreschild I'interpretazione del risultato alla luce
dellUSG: se € <1012 e dipstickmostra una positivita a 30 mg/d| e strettamentesigiata
'esecuzione dellUPC oppure e necessario ripetletest su un altro campione di urine,
mentre con lo stesso valore di proteinelipsticke USG > 1012 probabilmente il paziente &
proteinurico (Zatelli A., Paltrinieri S., 2010). Uavoro invece molto recente di Defontis e
coautori ha dimostrato, come gia era successo gpenddicina umana, che la lettura del
dipstick e piu attendibile se fatta con il lettore otticatamatico, perché non soggetto
all’errore dell’operatore, che viene influenzatollamdettura anche dalla luce ambientale
(Defontis M., 2013).

Il metodo turbidimetrico di precipitazione delleopgine con acido sulfosalicilico (SSA) viene
eseguito mescolando un egual volume di surnatatiienuto centrifugando il campione di
urine, e di acido sulfosalicilico al 5% in una petta e valutando I'entita della precipitazione
proteica basandosi sul grado di torbidita dellaugohe. E’ un metodo altamente soggetto
all’errore dell’operatore, puo dare risultati fat&gativi se sono presenti, nel campione, agenti
di contrasto radiografico, cefalosporine, penicéli timolo e sulfisoxazolo. Risultati falsi
negativi, invece, sono meno frequenti, in quantcalpacita detettiva del metodo é superiore a
5 mg/dl di proteine e puo rintracciare proteineBeince-Jones e globuline (Harley L. and
Langston C., 2012).

La misurazione del rapporto proteine urinarie/aénéad urinaria (UPC) e consideratogbld
standardper valutare la proteinuria ed € un metodo quatitd. Idealmente si dovrebbe fare
su urine raccolte nelle 24 ore, come in medicinanem ma non é attuabile nelle nostre realta;
per tale motivo € possibile raccogliere un campidnerrine singolo oppure utilizzare un
campione ottenuto da un pool di tre campioni racaoldiversi momenti della giornata o in
tre giorni differenti. Secondo la stadiazione IRI8ani con UPC<0.2 non sono considerati
proteinurici, quelli con UPC 0.2-0.5 bordeline miourici, quindi da rivalutare entro due
mesi, infine se 'UPC é superiore a 0.5 viene atarsito proteinurico. Quando I'UPC é
maggiore di 2-2.5 a seconda dei testi, allora giapdi grave proteinuria, di origine
glomerulare e si puo definire anche proteinuriagsita.

Il rapporto albumine urinarie/creatinina urinarldAC) é considerato igold standardin
medicina umana per il monitoraggio delle nefropatieniche perché sembra essere un
marker piu precoce rispetto allUPC. Tali informazi possono essere ragionevolmente
riportate anche in medicina veterinaria, ancheesepma la letteratura e scarsa in tal senso. Nel
cane il cut-off fisiologico dellUAC sembra essere attorno a 0,02dpra al quale si puo

parlare di albuminuria. Riprendendo la medicina nayai pud definire microalbuminuria un
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valore di albumine urinarie tra 30 e 300 mg/dl, trerse superiore a 300 mg/dl si parla di
“overt albuminurié.

L’'SDS-PAGE é considerato il metodmld-standardper I'analisi qualitativa delle proteine
urinarie perché dopo il trattamento del campione &DS tutte le proteine vengono
denaturate ed assumono carica negativa. Per tdleonfanica caratteristica che influenza la
migrazione e la dimensione e cio permette di distame tra proteinuria glomerulare, tubulare
o mista. Nonostante cio, la specificita del’'SDS@GHA € bassa ed anche la sua correlazione
con il danno renale presente, ma allo stesso tdengensibilitd € elevata nel localizzare la
sede del danno. L'SDS-AGE viene preferita allSDS=HE per due motivi principali: la
tossicita del gel di poliacrilamide e perché quéstho ha una scarsa capacita di separare le
proteine ad alto peso molecolare (Giori L., 201¥).bande elettroforetiche in un cane sano
sono circa 15, possono venire suddivise in bandaliade basso peso molecolare usando
come cut-off i 66 kDa delle albumine, le proteine a basso pastecolare hanno un peso
molecolare < 66 kDa e sono di origine tubulare (edenretinol-binding protein, quelle a
medio peso molecolare tra 66 e 80 kDa, infine guall alto hanno peso molecolare sono
superiori agli 80 kDa ed hanno origine glomerulaygando presenti piu di uno di questi
pattern si parla di proteinuria mista (Schaefer 2011). Tra le bande fisiologicamente
presenti, ad alto peso molecolare, troviamo unad®arhe viene riferita alla proteina di
Tamm-Horsfall(97 kDa), perd non ci sono ancora studi che hasaratterizzato tutte le

bande per capire a quali proteine corrispondangcecisione.

5.5 Conseguenze e complicazioni della proteinuria

La proteinuria e stata dimostrata essere un fattalipendente di progressione della malattia
renale ed e associata a complicazioni principaleneatdiovascolari e metaboliche. Questa
associazione viene avvalorata da numerosi studcatrelano I'entita della proteinuria con il
peggioramento della funzionalita renale ed un raiglinento di questa dopo la riduzione della
proteinuria. Tali informazioni sono ampiamente ds¢e sia in medicina umana, che in
medicina veterinaria. Uno studio a questo propasistato pubblicato da Jacob e colleghi nel
2005, prendendo in esame 45 cani con nefropati@aadChronic Kidney Disease CKD).

In questi soggetti e stata dimostrata un’assoaigzitsa la gravita della proteinuria e lo

sviluppo di una sindrome uremica ed anche all’evanbrte; inoltre il rischio relativo di
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sviluppare una sindrome uremica era tre volte ntggiei cani con UPC > 1 rispetto a quelli
con UPC < 1. Il rischio relativo di sviluppare uveato avverso era di 1.5 volte piu alto per
ogni unita di incremento dellUPC. Infine il peggimnento della funzionalita renale era molto
piu grave nei cani con UPC > 1 (Jacob F., 2005)prdgressivo deterioramento della
funzionalita renale in seguito alla proteinuria angeguenza di diversi meccanismi, come
'accumulo di componenti proteiche nel ciuffo glamiare con stimolazione delle cellule
mesangiali e deposito di matrice mesangiale. Res&udi sperimentali in medicina umana
hanno concluso che in corso di albuminuria, deeliavgrave, vi sono cellule progenitrici dei
podociti che nel tentativo di riparare i danni, pgristinare la normale struttura dello SD,
iniziano a proliferare. Perché possano maturarep, p& necessaria la presenza di acido
retinoico, che consente la differenziazione a padoesaturi con espressione di nefrina,
podocina ed altre proteine citoscheletriche. L’alima lega I'acido retinoico e quando questa
viene persa attraverso il filtro glomerulare, vigreso anche acido retinoico con incremento
delle sue concentrazioni nelle urine. | podocite ki sono formati restano in una fase
immatura e si € avanzata l'ipotesi che le lesigiche di alcune nefropatie come I'FSGS o la
GNM siano l'esito di un tentativo del glomerulo rijparare il danno, tentativo perd non é
andato a buon fine per una carenza di acido retnoA dimostrazione di questo si €
osservato che somministrando acido retinoico ngii &buminurici i podociti riprendono a
maturare fino ad arrivare allo stadio finale (Zhang2012). A supporto di questa tesi vi € la
maggior prevalenza di questo tipo di lesioni neygsdti giovani in cui la componente di
cellule progenitrici a livello glomerulare € maggie di conseguenza aumenta la probabilita
che in seguito ad un insulto podocitario si ingtamr meccanismo volto alla riparazione del
danno (Romagnani P., 2013).

La proteinuria oltre che danni glomerulari puo com@are un insulto tossico per le cellule
tubulari che, nel tentativo di recuperare dalla-ymiea quante piu proteine possibili, si
danneggiano, soprattutto quando le proteine scweoast nella loro struttura come nel caso
delle iperparaprotidemie secondarie a discrasiesnmaellulari. Le cellule danneggiate
inducono flogosi locale e dell'interstizio con fdsi e morte cellulare tramite diversi
meccanismi come occlusione tubulare, rottura lisoate, danno perossidativo e
complemento-mediato con produzione di citochindtofadi crescita,transforming-grow
factorf (TGF¥), platelet-derived grow factor (PDGFRd endotelina (Grauer G.F., 2007)
(Harley L. and Langston C., 2012). Queste citocholtee a danneggiare ulteriormente le
cellule tubulari inducono flogosi dell'interstizibanno attivitd chemiotattica per i macrofagi
ed i linfociti T ed inducono la proliferazione di#roblasti con incremento della matrice
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extracellulare e fibrosi. Inoltre si € visto chepiresenza di proteinuria vengono sovraespressi
i geni responsabili della sintesi di molecole vadsoa e pro-infammatorie (Perico N., 2005).
Quindi possiamo concludere che, indipendentemeaita dausa della proteinuria, la sua sola
presenza determina un insulto flogogeno al paremzhienale che determina la progressione
della malattia renale.

Le possibili complicazioni di una perdita proteicenale sono molteplici e sono inoltre
potenziate quando questa perdita e elevata coni@ siaBdrome nefrosica, quando 'UPC
>2,5. Queste complicazioni sono principalmente: rapetemia, ipoalbuminemia ed
insorgenza di edemi periferici o raccolte cavitaipercoagulabilita con aumentato rischio
trombotico, iperlipidemia, predisposizione alle emioni secondarie, ipernatremia e
ipertensione.

L'iperazotemia puo insorgere in cani proteinuricaggravarsi fino ad arrivare alla sindrome
uremica per i meccanismi sopradescritti. L’ipoallmemia & principalmente legata alla
perdita con le urine della componente proteicampédiea, ma anche alla malnutrizione che
spesso accompagna questi pazienti. L'ipertensiefieiomo con SN viene attribuita ad una
up-regulation del sistema renina-angiotensina-aldosterone (RAA3)a ritenzione
inappropriata di sodio e alla progressione delldattia glomerulare. L’ipoalbuminemia
associata all'ipertensione spesso € alla base tmiflaazione di edemi periferici 0 meno
frequentemente di versamento addominale o toraoicspggetti con proteinuria nefrosica;
un'altra concausa importante € la presenza di liésaron incremento della permeabilita
capillare che e presente in questi pazienti, irusealla risposta inflammatoria sistemica a
cui sono soggetti. L'ipercoagulabilita € presenge X0-50% degli uomini con SN, attraverso
diversi meccanismi spesso concomitanti come l'imeneto dell’attivita di molte proteine
della cascata coagulativa, riduzione delle coneermni di inibitori della coagulazione,
iperattivazione piastrinica e alterata fibrinoli$ra le proteine ad attivita antitrombotica c’'é
I'antitrombina la cui attivita plasmatica si riduge corso di proteinuria perché viene persa
come accade per lalbumina. Le alterazioni patalogi renali piu associate ad eventi
tromboembolici sono la GNM, la GNMP e la MCD, clumma anche quelle che inducono una
proteinuria piu grave. | fattori predittivi per Vento avverso di trombosi sono concentrazioni
inferiori a 2.5 mg/dl di albumine sieriche, superia 10 g di albuminuria nelle 24h, grave
iperfibrinogenemia, ipovolemia e concentrazionadiitrombina < 75%. L’incidenza di questi
eventi avversi nel cane ancora non e ben chiara, $9esa che i vasi maggiormente coinvolti
sono quelli venosi, in particolare vasi venosi temalmonari e vene profonde come la cava.

L’iperlipidemia sembra essere legata ad un’aumargettesi di trigliceridi e colesterolo, per
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compensare la carenza di albumina e quindi la mthezdi osmolarita plasmatica, e per un
aumentato catabolismo lipidico in soggetti tendaimzénte malnutriti. Queste anche in
medicina umana sono ipotesi non ancora con un’ealescientifica. Nelluomo e stato
inoltre dimostrato che nei pazienti con SN, sopttitse pediatrici, vi € un rischio 13 volte
maggiore di sviluppare infezioni secondarie. Quettoontro sembra essere correlato, oltre
che con le alterazioni precedentemente descritteheacon la perdita di 1gG, fattori del
complemento, transferrina, minerali come lo zinawme la riduzione del numero di linfociti T
(Klosterman E.S. and Pressler B.M., 2011).

6. Presentazione clinica dei cani con CanL

Le manifestazioni cliniche riscontrate piu di fregte in corso di CanlL sono lesioni cutanee
di varia natura, linfoadenomegalia, calo dell’'ajgpet perdita di peso, intolleranza
all’esercizio, letargia, splenomegalia, poliuridigipsia, lesioni oculari, epistassi,
onicogrifosi, debolezza, vomito e diarrea.

Le lesioni cutanee sono presenti nel 56-90% dei wathati, le presentazioni possono essere
molteplici, come dermatite esfoliativa con alopeajgneralizzata o localizzata a faccia,
orecchie e zampe; dermatite ulcerativa in corrideoza delle prominenze ossee e delle
giunzioni muco-cutanee, tartufo, polpastrelli enairauricolare; dermatite nodulare e infine
dermatite mucocutanea proliferativa.

La linfoadenomegalia € spesso associata a queskattimai linfonodi possono anche
raggiungere dimensioni 2-6 volte quelle fisiologdianto da mimare la presentazione clinica
del linfoma.

Le lesioni oculari sono riportate nel 16-80.5% dasi e si tratta principalmente di blefariti,
congiuntiviti, cheratocongiuntiviti ed uveiti.

Altri segni clinici riportati sono vomito, diarregyoliuria/polidipsia, perdita di peso e
inappetenza che sono spesso conseguenza dellpatgfrohe si sviluppa in questi pazienti;
frequentemente il cane ha una riduzione delle massscolari, diretta conseguenza della
presenza di una grave proteinuria.

Alcuni soggetti possono presentarsi anche con aop@condaria ad una poliartrite

solitamente immunomediata, oppure difficolta dealaiovie di origine neurologica meno
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frequentemente per la formazione di granulomi raglate vertebrale. Sono riportati inoltre
segni clinici di meningite, pancreatite, miositelite, coagulazione intravasale disseminata,
trombosi e tamponamento cardiaco, verosimilmenters#ario a coagulopatie (Baneth D. and
Solano-Gallego, 2012).

7. Diagnosi della CanL

Come per qualunque altra patologia dei nostri ahigh@mestici sono fondamentali i dati
anamnestici, ad esempio riguardo alle profilassll@ stile di vita del cane, i viaggi in aree
endemiche, i reperti clinici riscontrati duranteedame fisico e le alterazioni
clinicopatologiche compatibili con la CanL.
Per ottenere una diagnosi eziologica le possibddao molteplici, ma spesso € necessario
eseguire piu di una delle indagini a nostra disposeg, tra queste troviamo:

A Ricerca sierologica degli anticorpi anti-leishmania

A |dentificazione diretta degli amastigoti;

A Ricerca del DNA associato al kinetoplasto del pstas
La ricerca sierologica e importante perché stabieit titolo anticorpale e possibile fare
diagnosi e stabilire una prognosi, ma ha lo svajitagii non assicurare la presenza del
parassita, ma solo della risposta anticorpale guis® al contatto dell’organismo con esso.
Questo tipo di ricerca pu0 essere di tipo qualitag quantitativo. Nel primo caso si tratta di
test rapidi che si possono eseguire in ambulatpeo) il risultato pud essere solo positivo o
negativo senza un’indicazione dell’'entita dellaposta anticorpale, ed inoltre si possono
ottenere risultati falsi negativi e quelli positivichiedono comunque un ulteriore
accertamento riguardo I'entita del titolo anticdepaNel caso della ricerca quantitativa, si
tratta di tecniche IFl o ELISA, ed é possibile widuare il livello di anticorpi dell'animale e
se vi € una presentazione clinica e/o clinico-paficka compatibile con la malattia permette di
fare diagnosi. Gli svantaggi di questi test sone lehperformance e I'accuratezza dipendono
dal laboratorio, sono operatori dipendenti ed &dilé standardizzare le tecniche rendendo i
risultati comparabili tra laboratori diversi. Inénil riscontro di bassi livelli anticorpali

richiede accertamenti ulteriori.
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L’esame citologico ha il vantaggio di permetterevisualizzazione diretta del parassita e nel
caso di positivita si ha una diagnosi con un esapilo e non invasivo. | tessuti dai quali &
possibile eseguirlo sono il tessuto linfonodalemita agoaspirazione o agoinfissione, le
lesioni cutanee, se presenti, per scarificaziorgueg il midollo osseo con agoaspirazione.
Purtroppo, anche se la specificita & del 100%, dmhassa sensibilita e in caso di mancata
identificazione diretta degli amastigoti € necessaseguire una ricerca molecolare del DNA
del parassita; inoltre non fornisce informazionilesstato attuale della risposta del sistema
immunitario dell’animale.

La PCR permette di rintracciare anche piccole dtzami DNA del protozoo, ha elevata
sensibilita e specificita e con tecniB&al-timeeé possibile quantificare la carica parassitaria
del soggetto. Sono segnalati casi di falsi positivseguito a contaminazione del campione,
ogni laboratorio ha diverse tecniche e standardieradi queste, ed i risultati tra laboratori
possono differire anche per i materiali utilizzpér I'amplificazione come primers Si é
visto pero che utilizzando sequenze per I'ampl#icae del DNA del kinetoplasto incrementa
la sensibilita del test perché vi sono molte pipieaispetto a quelle del DNA del parassita
(Lachaud L., 2004). La diagnostica molecolare camuennon rivela lo stato immunologico
del paziente, ma l'infezione e non la malattia é8otGallego L. M. G., 2011) (Baneth D. and
Solano-Gallego, 2012). | tessuti su cui si puo esegono quello linfonodale, midollo osseo,
buffy-coat milza, tessuto cutaneo. Quest'ultimo e quello bhemaggior tasso di positivita
(Almeida ABPF, 2013).

8. Trattamento della CanL

La leishmaniosi canina e piu resistente rispettuella dell’'uomo, infatti raramente il cane
eradica l'infezione. Frequenti sono le recidivenidhe che richiedono un ulteriore ciclo di
terapia, ma molti cani riescono a non manifestaaielaxmalattia clinica.

| farmaci a nostra disposizione per il trattamediajuesta patologia sono principalmente:
composti antimoniali pentavalenti, ovvero il meglom antimoniato (Glucantinfg,
I'allopurinolo, la miltefosina oppure associaziahiGlucantime e allopurinolo o miltefosina e
allopurinolo. Vi sono riportati in letteratura amchrattamenti a base di amfotericina B,

ketoconazolo, metronidazolo associato a spiramicim&rbofloxacina, ma queste, ad
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eccezione dellamfotericina, sono presenti solo ieellb aneddottico. Altre come
I'aminosidina e la pentamidina sono altresi rip@tana se ne sconsiglia l'utilizzo per gli
effetti collaterali (Baneth D. and Solano-Galleg612).

Il Glucantime e il composto antimoniale maggiorneentilizzato nel cane, inibisce la glicolisi
e 'ossidazione degli acidi grassi in maniera siefetnel parassita. Il 94-95% degli uomini ad
un dosaggio di 60 mg/kg/gg ottiene la remissioneica e la cura parassitologica. Questo
principio attivo ha un’emivita breve, di circa 2linuti se somministrato per via endovenosa,
42 per via intramuscolare e 122 per via sottoc#ane circa 6-9 ore I'80-95% viene
eliminato attraverso il rene. Non permette, nelegdeliminazione dell'infezione e la recidiva
puo insorgere in un periodo di tempo che va dadpgainese a 1-2 anni, anche in dipendenza
dello stato immunitario dell’animale o se insorgawmorbidita. La recidiva € piu probabile
se il trattamento non viene eseguito per almenetdngne. Gli effetti collaterali possono
essere locali, come dolore e tumefazione nel pdinittoculo, o sistemici, piu frequentemente
di natura gastroenterica (vomito e diarrea), felebdésappetenza fino ad anoressia (Oliva G.,
2010). Non ci sono grosse evidenze scientifiche whgiano danni renali in seguito alla
somministrazione di Glucantime, anche se uno stddio2009 di Bianciardi e colleghi ha
valutato campioni bioptici di tessuto renale primadopo la somministrazione di questo
farmaco in 4 cani sani e hanno evidenziato la cosapai lesioni tubulari con cellule
necrotiche, presenti anche nel lume tubulare, edenterstiziale con infiltrato di
mononucleati senza danno glomerulare (Bianciard2@®09). Il dosaggio piu comunemente
riportato e di 75-100 mg/kg/die, unica somminiswae o diviso in due somministrazioni, per
4 settimane-8 settimane, per via sottocutanear(8aballego L. M. G., 2011).

L’allopurinolo € un analogo strutturale dell'ipoxara che inibisce lattivita della xantina
ossidasi, che e un enzima che catalizza la prodeaall'ipoxantina di xantina e da questa di
acido urico. La tossicita deriva dall'incapacitd garassita di produrre purine, per cui le
assimila dall'ospite e quando fagocita I'alloputimai formano derivati tossici, come la 4-
amino-pirazolo-pirimidina, che determinano la modil’amastigote. Nelluomo e scarsa
I'efficacia come monoterapia, molto probabilmenta bassa attivita € legata alla
trasformazione non sufficiente in quantita delBallirinolo in oxipurinolo, mentre é
ampiamente utilizzata I'associazione allopurinotin cGlucantime perché ha permesso di
ridurre le dosi di quest’ultimo, riducendone coéi affetti collaterali. Anche in medicina
veterinaria I'allopurinolo viene utilizzato in agsazione con i composti antimoniali per il
primo mese, poi questi ultimi vengono sospesi koparrinolo viene mantenuto per mesi in

alcuni casi a vita, se non insorgono effetti cellali come la formazione di calcoli di xantina.
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Il dosaggio utilizzato & di 10 mg/kg ogni 12 ore pesi, per via orale. Sono descritti anche
dosaggi da 5 a 20 mg/kg ogni 12 ore (Oliva G., 20I®uno studio del 2009 su 40 cani,
Prevlaki e colleghi, hanno dimostrato che i cangua veniva somministrato allopurinolo
rispetto a quelli con il placebo la proteinuria remmpariva o se gia presente non aumentava
d’entita, in alcuni addirittura scompariva; inolteelesioni a livello glomerulare non subivano
modifiche, mentre si riduceva l'infiammazione tuipmterstiziale (Plevraki K., 2006). Uno
studio retrospettivo di Torres e altri, pubblicael 2011, ha dimostrato come il trattamento
con composti antimoniali associato ad allopurinpdsmetta di ottenere una riduzione delle
proteine totali, del titolo anticorpale ed un imoento del rapporto A/G associati ad un
miglioramento clinico dei pazienti, senza insorgenz recidive nei cani malati (Torres M.,
2011). Un altro studio molto recente pubblicatoR#aadies e collaboratori ha analizzato un
gruppo di 24 cani, suddivisi in 4 gruppi in bask #&rapia antileishmanicida eseguita. In un
gruppo e stato somministrato solo Glucantime a gtkghogni 12 ore, in un altro Glucantime
associato ad allopurinolo, in un altro ancora altoplo come monoterapia e nell’'ultimo
Glucantime a 37.5 mg/kg ogni 6 ore. Cio che hanmodirato € che la combinazione
allopurinolo con Glucantime e la scelta migliorergh& vi erano piu remissioni cliniche e
clinicopatologiche entro un periodo di uno-tre mesinza recidive entro un anno, che era |l
termine fissato per lo studio nel seguirgallow-up dei cani, e inoltre, i cani trattati con
'associazione Glucantime-allopurinolo hanno présenun periodo senza sintomi clinici
della durata di 16-65 mesi (Paradies P., 2012).

La miltefosina & un alchifosfolipide nato come fagu anti-tumorale e piu tardi utilizzato
come antileishmanicida, la sua azione consiste bi@tcare la sintesi della membrana
cellulare e di bloccare i meccanismi di trasmissidel segnale del parassita, provocandone la
morte. Nell'uomo si é visto che I'utilizzo di quasmolecola induce la cura parassitaria nel
91-95% dei pazienti, ad un dosaggio di 100-150 mg'er 28 giorni. Nel cane l'efficacia
stata dimostrata se somministrato per via oralg) pesono ancora pochi studi a riguardo e
come per il Glucantime ci sono protocolli che nevedono la somministrazione come
monoterapia, altri in associazione all’allopurinolel primo caso € riportata una maggior
incidenza di recidive, mentre nel secondo casdidatia risulta potenziata. Sembra pero che
il trattamento con la miltefosina determini la gé&b@e di leishmanie resistenti e quindi in
caso di recidiva e sconsigliato utilizzare perciicsuccessivi di terapia sempre la miltefosina.
Non permette la cura parassitologica nel cane,idoge I'entita del carico parassitario (Oliva
G., 2010). Uno studio del 2009 a proposito deliteitia del farmaco ha dimostrato che

I'associazione con allopurinolo riduce in manieemsbile la carica parassitaria soprattutto
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con il primo ciclo di terapia, ma che un eventusdeondo ciclo non determina la scomparsa
del parassita dall'organismo verosimilmente pecdanparsa di resistenza negli organismi
rimasti (Manna L. V. F., 2009). Un altro studio chporta dati sovrapponibili & stato
pubblicato sempre nello stesso anno dal gruppoidi irdo G., 2009). Gli effetti collaterali
sono solitamente vomito e diarrea a carattere iautahte (Oliva G., 2010).

L’aminosidina € un aminoglicoside con attivita gmtbtozoaria dovuta al blocco dell’unione
delle subunita ribosomiali con impedita sintesitpima associata ad un’alterazione del
processo di respirazione dell’amastigote. Nell'uosnaaggiunge la cura parassitologica al
dosaggio di 11 mg/kg in un'unica somministraziore@r@liera, per 21 giorni nel 95% dei
casi. Anche questo principio attivo pu0 venire izdéto da solo o in associazione al
meglumine antimoniato. Puo avere effetti tossiciatee vestibolari. Athanasiou e colleghi
nel 2013 hanno pubblicato i dati ottenuti con ual tlinico su cani con CanL naturale trattati
con aminosidina ed hanno effettivamente registuai® riduzione del titolo anticorpale, delle
concentrazioni plasmatiche di globuline con incretoalelle albumine e del rapporto A/G ed
il miglioramento di altri dati clinicopatologici @li anemia, linfopenia, iperprotidemia
(Athanasiou L.V., 2013).

L’amfotericina B € un macrolide polienico, con watt principalmente antifungina, per la sua
interazione con gli steroli delle membrane fungiseprattutto con l'ergasterolo. La sua
azione si esprime anche sugli amastigoti perch@dana membrana particolarmente ricca in
steroli. Il dosaggio € di 0.5 mg/kg a giorni alieper 4 settimane per ottenere la cura
parassitologica nel 97% delle persone, ma ha utevole tossicita renale con gravi deficit
funzionali associati a febbre, vomito e anoredsmesiste una forma liposomiale che sembra
dare buoni risultati nellimmediato, che vengonedpgeguiti da una rapida recidiva nel cane.
La WHO ne ha sconsigliato l'utilizzo nel cane (QliG., 2010).

Vi sono altre terapie riportate in letteratura, am@n hanno avuto molto seguito come
I'utilizzo di metronidazolo associato a spiramigiqeerché in vitro il metronidazolo sembra
avere attivita leishmanicida (Oliva G., 2010). Vuro studio di Pennisi e colleghi del 2005 in
cui viene confrontato I'utilizzo di questa combir@aze con quella Glucantime-allopurinolo e
sembra che il numero di cani che hanno avuto uméssgone clinica e clinicopatologica non
sia sensibilmente diversa tra i due gruppi (Pervis| 2005).

La marbofloxacina e un fluorochinolone di terza ey@azione sviluppato per uso veterinario,
che agisce bloccando la DNA girasi dei batterivitmo si & visto che sembra bloccare la
replicazione del parassita attraverso il TdE-I'ossido nitrico (NO). Pochi studi esistono a
supporto del trattamento di cani con CanL con miokacina, tra questi troviamo quello di
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Rougier e coautori del 2008, in cani malati chera#ati per 28 giorni a 2 mg/kg giorno,

sembrano mostrare un miglioramento della sintorogtal clinica con riduzione anche del

numero di amastigoti presenti (Rougier S, 2008).

Il domperidone € un antagonista dei recettori DRaddopamina con attivitd procinetica

gastrica ed antiemetica. L'effetto antidopaminesggsita nel rilascio di serotonina che porta
alla produzione di prolattina che viene classiicabme una citochina pro-inflammatoria
derivata dai linfociti, ma il meccanismo con cuisag contro la Leishmania € sconosciuto. Il

dosaggio e di 1 mg/kg ogni 12 ore per un mese &38y, 2010).

9. Prognosi e monitoraggio

Il gruppo LeishVet ha proposto un sistema di stadige dei pazienti con CanlL, sulla base dei
rilievi clinici, clinico-patologici e dello statoierologico dei soggetti per poter associare ai
diversi stadi protocolli terapeutici e prognosifeliénti (tab.2) (Solano-Gallego L. M. G.,
2011).

La risposta del soggetto alla terapia dipendetatretnte dallo stato clinicopatologico con cui
si é presentato e dalla sua soggettiva rispostataethpia e pud andare da scarsa a molto
buona. | cani che hanno un deficit della funzidaahkenale hanno tempi di recupero piu
lunghi e di durata inferiore rispetto a quelli sercompromissione renale. In letteratura ci
sono diversi studi che riportano un tempo di remirss clinica entro il primo mese di terapia,
perd ci sono alcuni soggetti che impiegano molio teimpo ad ottenerla, altri invece non
riescono a raggiungerla mai. La durata del trattdmeon allopurinolo dipende dalla gravita
della malattia e dalla risposta del soggetto gpd&iozoo; alcuni cani non raggiungono mai un
punto nella loro storia clinica in cui si puo sasgere I'allopurinolo, altri invece raggiungono
uno stato clinico che permette la sospensione, catheesempio dati clinicopatologici
completi (esame emocromocitometrico, biochimicaicti e analisi delle urine completa) che
indicano una remissione completa del soggetto &gsactest sierologici negativi o al limite
della capacita della tecnica usata di rintracci#odi anticorpali. Inoltre ancora lo devono
sospendere ad esempio quando insorgono complicaegate all’'utilizzo del farmaco, come
cristalluria di xantina fino a uroliti di xantindn questo caso a seconda della condizione
clinica del cane e della gestione dell'infezionalscide se ridurre la dose di farmaco o se

arrivare a sospenderlo
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Lo stesso gruppo di lavoro ha fornito delle linegdg per il monitoraggio clinicopatologico e
sierologico di questi pazienti (tab.3). Tutto cionsiderando che se il paziente rientra
all'interno di uno dei 4 stadi IRIS, si suggerigtieeseguire un monitoraggio anche tenendo

conto delle linee guida dell'IRIS.
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| (lieve) Titoli anticorpali Lievi, linfoadenomegalia periferica, Assenti A+G Buona
negativi o bassi dermatite papulare Profilo funzionalita renale nella A+M
norma: creatinina < 1.4 mg/dl, G
UPC<0.5 A
M
Il Da bassi ad alti titoli Oltre a quelli del I° stadio Lieve anemia non rigenerativa, A+G Da buona a
(moderato) anticorpali Dermatite esfoliativa, onicogrifosi, iperglobulinemia, ipoalbuminemia, A+M riservata
ulcerazioni cutanee, mucocutanee, sindrome da iperviscosita
dei cuscinetti e del tartufo, anoressia, Sottostadio A: profilo funzionalita
febbre, perdita di peso, epistassi renale nella norma
Sottostadio B: UPC 0.5-1
[l (grave) Da medi ad alti titoli Oltre a quelli di I° e II° stadio Oltre a quelle dello stadio Il A+G Da riservata a
anticorpali Lesioni da IMC: uveiti, artriti, CKD stadio IRIS | con UPC>1 o A+M infausta
vasculiti, GN CKD stadio IRIS Il (sCr1.4-2 mg/dl) Terapia per CKD
secondo linee guida
IRIS
IV (molto Da medi ad alti titol Oltre a quelli dello stadio Il Oltre a quelle dello stadio Il A Infausta
grave) anticorpali Tromboembolismo polmonare, SN, CKD stadio IRIS Il (sCr 2-5 mg/dl)
ERSD e IV (sCr>5 mg/dl). Terapia CKD
SN con UPC>5 secondo linee guida
IRIS

Tabella 2 modificata déSolano-Gallego L. M. G., 2011)Nella tabella la stadiazione riportata del grupmishVet. A=allopurinolo, G=glucantime, M=miltefiog, SN=sindrome nefrosica,
GN=glomerulonefrite, CKDehronic kidney diseas&SRD=end stage renal diseasgPC=urine protein to creatinin ratipsCr=serum Creatinine
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Parametri Frequenza

Storia clinica ed esame fisico completo Dopo il primo mese di trattamento e poi ogni 3-&snuirante il primo anno.
Valutazione clinicopatologica di screening: CBC gbato, profilo biochimico, In seguito se il cane ha una remissione completal ¢mttamento si consiglia
elettroforesi sierica se possibile, analisi detieeicompleta inclusa 'UPC di rivalutarlo ogni 6-12 mesi.
Sierologia Non prima dei 6 mesi dopo l'inizio delttamento poi ogni 6-12 mesi dopo |la
fine del trattamento.
PCR Real Time Come per la sierologia, pero la reale utilita getere questa tecnica di
diagnostica molecolare ogni 6-12 mesi € ancoraefiaice.

Tabella 3 modificata déSolano-Gallego L. M. G., 2011)Parametri ematobiochimici e sierologici di cugilippo LeishVet consiglia il monitoraggio in cafiietti da CanL.
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Lavoro Sperimentale

10.Obiettivi

L’obiettivo del presente studio sperimentale ecstatello di valutare la leishmaniosi canina
dal punto di vista clinico e clinico-patologico, aizzando i dati ottenuti allammissione
(riguardanti segnalamento, anamnesi, sintomatololjigca e parametri di laboratorio) per
identificare in termini di frequenza percentualeplavalenza di tali dati nella nostra realta
clinica. Successivamente, delle alterazioni clirpadologiche riscontrate si € valutata la
progressione confrontando i dati dellammission@& cpelli ricavati nei successivi nove
gruppi difollow up (30, 60, 90, 120, 150, 180, 360, 540, 720 giomiaddiagnosi/inizio
terapia). Inoltre sono stati messi in relazionediaete 'utilizzo della regressione logistica, i
dati clinico-patologici con Butcomedi ciascun paziente, al fine di ricavare le vatiabi
risultate statisticamente significative in funziodell’odds ratio (rapporto di rischio). Un
secondo obiettivo di questo studio & stato quellovadutare la progressione del danno
glomerulare e della nefropatia valutando i valorelldPC (rapporto proteine
urinarie/creatinina urinarig, dellUAC (rapporto albumina urinaria/creatinina urinarjae
della creatinina sierica ottenuti da ciascun pdeiémfunzione delbutcomee dei trattamenti

per la leishmaniosi effettuati.
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11 Materiali e Metodi

11.1 Criteri d’'inclusione e selezione dei pazienti

Questo studio clinico si & basato su una coortedienti afferenti al dipartimento di Scienze
Mediche Veterinarie dellAlma Mater Studiorum — Waeisita di Bologna nel periodo
compreso fra Gennaio 2001 e Febbraio 2013. | pazienesame, per essere selezionati
dovevano presentare una positivita sierologicalleeshmania spguperiore o uguale a 1:40
mediante la metodica di immunofluorescenza indirétFl) e anamnesi, segni clinici e/o
clinico-patologici riferibili a leishmaniosi. Tapazienti dovevano presentare inoltre almeno
uno dei seguenti criteri:

titolo IFI Leishmania sppz 1:320;

visualizzazione diretta della forme amastigoté eishmania sppmediante esame citologico
da linfonodo, midollo osseo o cute;

positivita allaPolimerase Chain Reactiqi?CR) per DNA dieishmania spp.

| pazienti inclusi in questo studio sono stati seleati anche sulla base della disponibilita di
cartelle cliniche presentanti dati clinici e clioipatologici contenenti i risultati di esami
emocromocitometrico e biochimica sierica, analisinaria e biochimica urinaria con
proteinuria e albuminuria, parametri coagulativiT(i d-dimeri, fibrinogeno), elettroforesi
sierica e proteine di fase acuta (CRP).
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| soggetti sono stati definiti come proteinuric) @& presentavano un valore di UP®,5 e
non proteinurici (NP) se presentavano un valor&lIC < 0,5 in accordo con la letteratura
(IRIS, 2009a). | soggetti non proteinurici (NP) eastati ulteriormente suddivisi in soggetti
albuminurici (A) se presentavano UAE 0,024 e non albuminurici (NA) se presentavano
UAC < 0,024.

| pazienti che presentavano I'UPC al’lammissionecsstati ulteriormente suddivisi nelle tre
categorie della sottostadiazione IRIS per la pnotea:

non proteinurici (NP) con UPE€0,2;

borderline proteinurici (BP) con 0,2 < UPC < 0,4;

proteinurici (P) con UPC 0,5.

Infine, i soggetti proteinurici (P) sono stati siwlsi in base ad un valore soglia di UPC
corrispondente a 2,5 in: affetti da proteinuriarosica (NRP, UPC> 2,5) e affetti da
proteinuria non nefrosica (nonNRP, UPC < 2,5).

Il decorso dei soggetti affetti da leishmaniosiluist nella popolazione di studio, & stato
suddiviso in nove categorie di follow up, sulla dael tempo trascorso dalla diagnosi/inizio
del trattamento, riportate di seguito:

Giorno 0 che corrisponde all’'ammissione o diagnosi/inizeb tdattamento;

Giorno 30che corrisponde a 30 + 15 giorni;

Giorno 60che corrisponde a 60 * 15 giorni;

Giorno 90che corrisponde a 90 * 15 giorni;

Giorno 120che corrisponde a 120 + 15 giorni;

Giorno 150che corrisponde a 150 + 15 giorni;

Giorno 180che corrisponde a 180 * 15 giorni;

Giorno 360che corrisponde a 360 + 90 giorni;

Giorno 540che corrisponde a 540 + 90 giorni;

Giorno 720che corrisponde a 720 £ 90 giorni.

Dei soggetti inclusi nello studio sono stati presiconsiderazione il tipo e la durata del
trattamento effettuato. Di conseguenza, i soggettio stati suddivisi nelle quattro categorie
seguenti:

nessun trattamento effettuato;

trattamento effettuato cddlucantimeo Glucantime+ Allopurinolo;

trattamento effettuato cavlilteforan o Milteforan + Alloputrinolg
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gualsiasi altro trattamento effettuato contro laHmaniosi (esMetronidazolg Allopurinolo,

ecc...).

| soggetti in terapia, sono stati ulteriormenteduidi in due categorie in base all'esecuzione
di un trattamento antiproteinurico con ACE-inibitor
nessun trattamento con ACE-inibitori effettuato;

trattamento effettuato con ACE-inibitoialapril, Benazepril ecc..).

Dei pazienti inclusi in questo studio, & stata migi@ I'eventuale comparsa di recidiva, il

numero di recidive per ogni paziente ed il tem@sdorso dalla diagnosi/inizio della terapia
in cui la recidiva € comparsa. Per i soggetti caenlo recidivato e stata descritta la terapia
effettuata prima e dopo la recidiva. Una volta iferata la recidiva ed iniziato il trattamento,

il paziente recidivante é stato considerato comeuovo caso ed il sullow up é ripartito

dal gruppo 0.

| pazienti della popolazione di studio affetti @shmaniosi complicata da sindrome nefrosica
dovevano presentare:

UPC > 2,5;

albumina sierica < 2,5 g/dI;

colesterolemia > 350 mg/dl;

comparsa di edemi o versamenti.

11.2 Determinazioni

| soggetti inclusi nello studio, dispongono di:

esame emocromocitometrico comprendente: valorecemitat (Hct), emoglobina totale (Hb),
eritrociti (RBC), volume corpuscolare medio (MCVgoncentrazione di emoglobina
corpuscolare media (MCHC), leucaociti totali (WB@jastrine (PLT);

profilo biochimico sierico comprendente: creatininairea, colesterolo, aspartato
aminotransferasi (AST), alanina aminotransferadiT( fosfatasi alcalina (SAP), proteine
totali (PT), albumina (ALB), rapporto albumine/gldime (A/G), bilirubina totale, fosforo
(P), calcio (Ca), potassio (K), cloro (Cl), sodMal), proteina C reattiva (CRP), ferro totale
(Fe), transferrina (TIBC);
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profilo coagulativo comprendente: fibrinogeno, aintmbina Il (ATIII), d-dimeri (D-D);
elettroforesi sierica comprendente:-globuline,a2-globuline,f1-globuline,f2-globuline,y-
globuline;

esame chimico-fisico urinario comprendente: pesecifpo (USG), pH, proteine urinarie
determinate mediantiipstick sedimento urinario;

analisi biochimica urinaria comprendente: protainiaarie (UPT), creatinina urinaria (uCrea),
albumina urinaria (uAlb), rapporto proteine urimdcreatinina urinaria (UPC), rapporto

albumina urinaria/creatinina urinaria (UAC).
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11.3 Metodica di prelievo, processazione e stoccaggica®pioni

| prelievi di sangue sono stati eseguiti attravesistera a vuoto Sarstedt® e VACUTEST®
in modo da poter disporre di:

1 aliquota di sangue in&DTA;

1 o piu aliquote di sangue senza anticoagulante,geb separatore, in modo da ottenere il
siero;

1 aliquota di sangue con Na-citrato.

| prelievi di urina sono stati eseguiti per minzospontanea, cateterismo vescicale e

cistocentesi eco-guidata.

| campioni ottenuti in KEDTA sono stati processati entro un’'ora dal prelieper
'esecuzione dell’esame emocromocitometrico tram@enta globuli automatici Hematology
Self Cell Counter modello Baker System 9120 Abbot CELL-DYN 3500 R e Siemens
ADVIA® 2120 che si sono succeduti nel periodo dnp® oggetto dello studio presso Il
laboratorio del dipartimento delle Scienze Medidteterinarie dell’Alma Mater Studiorum -
Universita di Bologna. | campioni in &DTA sono stati sottoposti ad agitazione tramite
Vortex (Reamix 2789) prima delle determinazionildiche.

| parametri valutati sono stati: eritrociti (RBC/Mmvalore ematocrito (Hct %), emoglobina
totale (Hgb gr%), volume corpuscolare medio (MCY, tontenuto medio di emoglobina
(MCH pgr), concentrazione corpuscolare media diglolmna (MCHC gr%), ampiezza della
distribuzione eritrocitaria (RDW), leucociti totgiVBC/mnT), piastrine (PLT/mr), volume
piastrinico medio (MPV), conta reticolocitaria alsta e percentuale, indice di produzione
reticolocitaria. Gli strisci di sangue eseguitirasico e colorati coMay-GrinWald-Giemsa
(Merk®) o MGG-Quick Stain(Bio-Optica) sono stati esaminati al microscopiofiak di
valutare la morfologia eritrocitaria, la morfologeala formula differenziale leucocitaria, la

stima e la morfologia piastrinica nonché I'eventuatesenza di aggregati.

Il sangue raccolto in provette da siero (S-Mon@@tSarstedt con “gel clotting activator”) e
stato immediatamente posto in termoblocco (THERMOBI,. FALC) a 37°C e lasciato per
30 minuti. La separazione del siero € stata otéeatitaverso centrifugazione per 10 minuti a
3000 x g.

Dott.ssa Russo Samanta Pag. 70



La Leishmaniosi e il danno rene| 2013

Il siero e stato utilizzato per I'esecuzione dedfipo biochimico comprendente ALT, AST,
fosfatasi alcalina, creatinina, urea, fosforo, ghio, bilirubina totale, acidi biliari, GGT,
proteine totali, alboumina, rapporto albumina/glabe) calcio, sodio, potassio, cloro, ferro
totale e per le determinazione delle proteine defaacuta (CRP, TIBC). Tutte le
determinazioni sono il risultato di metodiche itiste2 sull’analizzatore automatico
OLYMPUS AU 400 precedentemente validate per il cane

Il sangue in Na-citrato raccolto con S-Monov@t&arstedt (provette allestite con Na-citrato
in soluzione 0,11 mol/l, rapporto Na-citrato/sanglué + 9) e stato processato in laboratorio
entro 2 ore dal prelievo. La separazione del plamit@to € stata ottenuta attraverso
centrifugazione per 10 minuti a 3000 x g. Il suamé e stato successivamente prelevato con
pipette monouso, evitando lo strato eritrocitantastante, al fine di ottenere un campione di
plasma povero di piastrine. Il plasma e stato a##to per la determinazione
dellAntitrombina 1l e dei D-Dimeri plasmatici ativerso metodiche installate
sull'analizzatore automatico OLYMPUS AU 400 precetg@enente validate per il cane.

Il campione di urina €& stato sottoposto alla valatae rifrattometrica per il peso specifico
urinario e all'esecuzione di un esame chimico-@isicediante il lettore automatico DIRUI H-
500 Urine Analyzer e il dipstick DIRUI H10. Infingjascun campione € stato sottoposto a
centrifugazione per 10 minuti a 1000 x g. Il suamé €& stato successivamente separato dal
sedimento; quest’ultimo é stato valutato a fredamiaroscopio. Il sedimento é stato definito
“attivo” quando era rilevabile la presenza di letiip emazie e batteri e confermato
attraverso valutazione citologica di un prepardtacentrifugato.

In accordo con le indicazioni riportate per le mégioni specifiche e data la stabilita di siero,
plasma e surnatante urinario, ove possibile, questeci sono state aliquotate e stoccate a -

20°C 0 -80°C fino all’esecuzione delle ulteriorteleninazioni richieste per lo studio.
Tutte le misurazioni sono state eseguite preskddratorio del Servizio di Patologia Clinica

Veterinaria (SEPAC VET) del Dipartimento di ScierMediche Veterinarie dell’Alma Mater

Studiorum - Universita di Bologna.

11.4 Determinazioni specialistiche oggetto dello studio

E stata misurata la proteina C-reattiva (CRP) qualarker sensibile e specifico di

inflammazione in quanto proteina di fase acuta (ARRggiore nella specie canina.

Dott.ssa Russo Samanta Pag. 71



La Leishmaniosi e il danno rene| 2013

Con le matrici di surnatante urinario invece, giréceduto alla misurazione della creatinina
urinaria, delle proteine totali urinarie e dell'athina urinaria. Sono stati successivamente
calcolati i rapporti: proteine urinarie/creatiningnaria (UPC) e albumina urinaria/creatinina

urinaria (UAC).

Di seguito vengono riportate le principali metodicanalitiche dei parametri oggetto dello

studio comprendendo anche creatinina ed albumaniise.

CRP

La concentrazione della CRP e stata valutata mediama metodica immunoturbidimetrica
(Olympus System Reagent C-REACTIVE PROTEIN OSR §lih7uso in medicina umana e
validata nel nostro laboratorio per il cane.

» Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Soluzione tampone Tris (Idrossimetil) Conservazione:
Reagente R1 aminometano (pH 7,5) 2-8 °Cfinoa7 gg
80 mmol/l 15-25°Ca2gg

Sodio cloruro 125 mmol/l Polietilenglicole]  Conservazione:
6000 1,5 % w/v Anticorpo anti-CRP umanadi2-8 °C fino a 7 gg
capra 15-25°Ca2qgg

Reagente R2

Conservante (sodio azide)

. Calibratore allestito presso il nostro
Multicalibratore _
laboratorio

Controllo Controlli allestiti presso il nostro laboratorip

Tabella 4 Reagenti, controllo di qualita e calibrazioni peKdRP

» Principio del metodo
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Il campione di siero viene miscelato con la sologitampone R1 e la soluzione anti-siero R2.
La CRP reagisce e forma aggregati insolubili cosidro anti-CRP, I'assorbanza di tali

aggregati e proporzionale alla concentrazione d? @Bl campione.

» Linearita

Il metodo e lineare per concentrazioni compresiémekvallo di 0,01-9 mg/dl.

> Interferenze
Bilirubina: nessuna interferenza significativa fi@@d0 mg/d! di bilirubina aggiunta.
Emolisi: concentrazioni di emolisato aggiunto diO5éng/dl portano a un’interferenza
significativa del 10%.
Lipidi: concentrazioni di lipidi (Intralipil) aggiunti di 1000 mg/dl portano a un’interferenza

significativa del 20%.

Albumina
L’albumina é stata misurata con metodica OlympulyrtPus System Reagent — Albumin,
OSR 6102). Tale metodica € di utilizzo fautine da diversi anni in medicina umana e

veterinaria ed € nota come “metodo al verde di lor@nesolo”.

» Principio del test
Quando il verde di bromo cresolo reagisce con lialima, si forma un complesso colorato.
L’assorbanza del complesso albumina-verde di bramesolo (di colore verde) viene
misurata bicromaticamente (600-800 nm) ed é propaate alla concentrazione di Albumina

nel campione.
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» Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Soluzione tampone Conservazione:
Reagente R1 succinato 2-25 °C a confezione integra fino a data i
(pH 4,2) 100 mmol/I scadenza; aperto 90 giorni
Verde di bromocresolo Conservazione:
Reagente R2 0,2mmol/l 2-25 °C a confezione integra fino a data i
Conservante scadenza; aperto 90 giorni
OLYMPUS SYSTEM Conservazione:
Calibratore CALIBRATOR 2-8 °Cfinoa7 gg
Cat.N°.66300 15-25°Ca2gg
Controlli Olympus Conservazione:
Controllo Cat.-N° ODCO0003, 2-8 °Cfinoa7 gg
ODCO0004 15-25°Ca2gg

Tabella 5 Reagenti, controllo di qualita e calibrazioni eedeterminazione dell’albumina

» Linearita e sensibilita analitica

Il metodo e lineare per concentrazioni compresé ga 6,0 g/dl.

> Interferenze
Bilirubina: interferenze inferiori al 10% fino a 408g/dl di bilirubina aggiunta.
Emolisi: interferenze inferiori al 10% fino a 4,8 di emoglobina aggiunta.

Lipemia: interferenze inferiori al 10% fino a 806®@/d! di lipidi (Intralipid®) aggiunti.

Proteine totali urinarie (uTP)
Le proteine totali urinarie sono state misurate ocoetodica Olympus (Olympus System
Reagent — Urinary/CSF protein, OSR 6170). Tale dietoe di utilizzo irroutine da diversi

anni in medicina umana e veterinaria ed € nota come¢odo al rosso di pirogallolo”.
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Principio del test

Il rosso di pirogallolo si combina con il molibdafer formare un complesso rosso con
un’assorbanza massima a 470 nm. Il test e baslitoveuwiazione nell’assorbimento che si
verifica quando il complesso rosso di pirogallolotimdato lega gli aminogruppi basici delle
molecole proteiche dando origine a un complessegbipora con un’assorbanza massima a
600 nm. L'assorbanza di questo complesso e diretitamproporzionale alla concentrazione

di proteina nel campione.
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» Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Rosso di pirogallolo 4@mol/l

Molibdato di Na 32Qumol/Il Conservazione:

Acido succinico 50 mmol/l 2-8 °C a confezione integra firfo
Reagente R1 _ :

Benzoato di Na 3,5 mmol/l a data di scadenza; aperto 9p

Ossalato di Na 1,0 mmol/l giorni

Metanolo0,8% w/v

OLYMPUS SYSTEM Conservazione:
Calibratore CALIBRATOR 2-8°Cfinoa7qgg
Sieroalbumina umana 0,5 g/l 15-25°Ca2qgg

Conservazione:

Controllo Sentinel diagnostics 2-8 °C a confezione integra firfo

Controllo

Dropper Level 1 e 2 a data di scadenza; aperto 9D

giorni

Tabella 6 Reagenti, controllo di qualita e calibrazioni pardeterminazione delle proteine totali
urinarie.

» Linearita e sensibilita analitica

Il metodo € lineare per concentrazioni compresé #2200 mg/dl. La concentrazione minima
rilevabile é di 0,7 mg/dl.

> Interferenze
Interferenze inferiori al 10% per:
Bilirubina 0,3 mmol/l.
Glucosio 277 mmol/l.

Acido urico 18 mmol/I.

Rapporto proteine urinarie/creatinina urinaria (UPL
L’'UPC e stato calcolato attraverso la formula sedere
uPT(mg/dl) / uCrea(mg/dl) = UPC.
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uAlb

L’albumina urinaria € stata misurata con metodidgnpus (Olympus System Reagent —
Microalbumin, OSR 6167). Tale metodica di tipo inmoturbidimetrico € di utilizzo in
routine da diversi anni in medicina umana e nel nostroratorio. Il metodo e stato validato

nel cane come riportato in letteratura (Gentiéhal, 2005).

Principio del test

Quando il campione viene miscelao con la soluztangpone R1 e la soluzione antisiero R2,
'albumina reagisce in modo spcifico con anticaapti albumina umana dando origine ad un
composto di aggregati insolubili. L’assorbanza diesti aggregati € proporzionale alla

concentrazione di albumina nel campione.
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» Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Soluz. Tampone Tris
(pH 7,6) 71 mmol/l
Reagente R1 e R2 Anticorpi di capra

Conservazione:
2-8° a confezione integra fino h

_ ) data di scadenza; aperto 90
antialbumina umana o
giorni a 2-8 °C
Conservante

Calibratore allestito presso il

Calibratore

nostro laboratorio

Controllo allestito presso il
Controllo _
nostro laboratorio

Tabella 7 Reagenti, controllo di qualita e calibrazioni eedeterminazione dell'albumina urinaria.

» Linearita e sensibilita analitica
Il metodo € lineare per concentrazioni compreselt@ 30 mg/dl e ha una tolleranza al
fenomeno prozona di 600 mg/dl.

> Interferenze
Glucosio: interferenza < 5% fino a 3000mg/d! diagisio aggiunto.

Creatinina: interferenza < 5% fino a 300 mg/dl@itinina aggiunta.

Rapporto creatinina urinaria/albumina urinaria (UAQ
L’'UAC e stata calcolata attraverso la formula sedee
uAlb(mg/dl) / uCrea(mg/dl) = UAC.

Creatinina
La creatinina (sierica e urinaria) e stata misuaa metodica Olympus (Olympus System
Reagent — Creatinine, OSR 6178). Tale metodica @ilifzo in routine da diversi anni in

medicina umana e veterinaria ed & nota come “medodaffé”.
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» Principio del test
La Creatinina forma un composto giallo-arancio ecido picrico in un mezzo alcalino. La
variazione nell’assorbanza a 520-800 nm e propoatéoalla concentrazione di creatinina nel
campione.

Creatinina + acido picrico = complesso di picrateatinina.

» Reagenti, controllo di qualita e calibrazione detiaatinina

) _ _ Stabili tra
Idrossido di sodio 120 mmol/| ' .
. o 2 e 8 °C a confezione integrg
Reagente R1 e R2 Acido picrico 2,9 mmol/l

fino a data di scadenza; aper
Conservante
per 14 gg

Stabile tra
_ Olympus System _
Calibratore . 2e8°Cfinoa7qgg;
Calibrator Cat. n° 66300

tra15e 25 °C per 2 gg

. Stabili tra
Controlli Olympus _
Controllo 2e8°Cfinoa7gg;tra
Cat. n° ODC0003 e ODC0004

15e 25°C per2qgg

Tabella 8 Reagenti, controllo qualita e calibrazione detksatinina

> Linearita e sensibilita analitica
Il metodo é lineare per concentrazioni di creainblomprese tra 0,06 e 25 mg/dl. Il metodo
applicato sulle urine e lineare tra 1 e 400 md/dlconcentrazione minima rilevabile usando

le impostazioni per il siero e di 0,027 mg/dl.

> Interferenze
Ittero: interferenze inferiori al 10% fino a 40 rdbdi bilirubina aggiunta.
Emolisi: interferenze inferiori al 3% fino a 5 gl emoglobina aggiunta.
Lipemia: interferenze inferiori al 10% fino a 60@f#dl di lipidi (Intralipid®) aggiunti.

Proteine: interferenza inferiore al 6% tra 3 e XfJahdi proteine aggiunte.
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Fibrinogeno
Per la determinazione del Fibrinogeno plasmaticestpusperimentazione si € avvalsa di una
metodica di tipo turbidimetricoH(BRINOGENO TURBIDIMETRICOMeDia diagnostics).

La metodica e stata installata sull’analizzator®m@aticoOLYMPUS AU400

» Reagenti, Controllo di Qualita e Calibraziane

Solfato d’'ammonio 0,42 mmol/l

Fibrinogeno ksEDTA 39,6 mmol/l .
o Conservazione: 2-6 °C
Reagente 1 Guanidina HCI 26,2 mmol/l
pH 4,9
Solfato d’'ammonio 1,57 mmol/I
Fibrinogeno ksEDTA 39,6 mmol/l .
o Conservazione: 2-6 °C
Reagente 2 Guanidina HCL 26,2 mmol/l
pH 4,9
Fibrinogeno o . Conservazione 2-6 °C
Fibrinogeno umano liof. 2 g/l o
Standard Stabilita: 7gg

Citrato 15 pmol/l
Eparina 800 U/I

Fibrinogeno A. AminoCaproico 0,1 mmol/l Conservazione: 2-6 °C
Diluente Albumina bovina 40 g/l Stabilita: 7 gg
Tampone fosfato pH
7,4
Fibrinogeno Controllo, o . Conservazione: 2-6°C
_ Fibrinogeno umano liof. 1,1 g/l o
livello basso Stabilita: 7gg

Tabella 9 Reagenti, controllo di qualita e calibrazioni feedeterminazione del fibrinogeno

» Principio del test
L’aggiunta di Ammoniosolfato, EDTA e Guanidina d¢tato determina la precipitazione del

Fibrinogeno presente all'interno del campione dispia citrato. L'analizzatore misura tale

Dott.ssa Russo Samanta Pag. 80



La Leishmaniosi e il danno rene| 2013

variazione turbidimetrica dopo aver valutato il idogttobianco campioneal fine di evitare

le interferenze da bilirubina, emoglobina o chilorani.

» Linearita
La metodica e lineare da 0 a 9,0 g/l. | campionitepenti valori superiori devono essere

diluiti (1+2) con ilDiluente Fibrinogeno e rivalutati.

> Altri dati:
Temperatura 25 °C.

Lunghezza d’'onda 340 nm.

Antitrombina 11l

L’attivita della Antitrombina Il e stata determinata attraverso una metodica @i tip
cromogenico Antitrombina 1ll, Roche Diagnostics GmbH) automatizzata sull’azaliare
OLYMPUS AU 400

In questa sperimentazione, l'attivita di AT Il nedne € stata espressa in percentuale rispetto

ad un plasma di controllo umano.

» Reagenti e Controllo di Qualita

Tampone TRIS/HCI

100 mmol/l _
_ ) Conservazione: 2-8 °C
Reagente R1 Eparina (suina) 2 U/ml o .
_ _ o Stabilita: 28 gg refrigerato
Reattivo Trombina Aprotinina(bov.) 6,5 U/ml

sull’'analizzatore
NaCl 270 mmol/l

Trombina (bov.) 0,38 U/ml

Reagente R2 . Conservazione: 2-8 °C
_ MeOCO-gli-pro-arg-pNA*AcOH . .
Reattivo Starter Stabilita: 28 gg refrigerato
1,8 mmol/l _

(substrato cromogeno) sull’analizzatore
PreciChrom /Il Plasma citrato umano liofilizzat¢ ~ Stabilita (ricostituito):
(controllo basso, a concentrazione nota di AT Il » Borea25°C

controllo alto) ( basso 41%, alto 84%) - 5gga+4°C
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e 28gga-20°C

Tabella 10Reagenti e controlli di qualita per la determiaz dell’antitrombina IIl.

» Calibrazione(a 2 punti):

NaCl0,9%

Calibratore S1 (bianco)

Stabilita (ricostituito):
_ Plasma citrato umano liofilizzatq
Calibratore S2: . « 8orea25°C
_ a concentrazione
Precimat Chromogen )  5ggaZz2-8°C
nota di AT Il (92%)

e 28gga-20-°C

A —4

Tabella 11 Calibrazione per la determinazione dell’antitronablll.

» Principio del test
ATIII + Eparina—> (ATIII-Eparina)+Trombing, eccessg?
- (ATIII-Eparina-Trombina)+Trombingsigua=

- Trombingesigug- Substrato cromogen® p-nitroanilina(cromogeno)

L'intensita della reazione colorimetrica, inversamee proporzionale all'attivita

antitrombinica, € valutata dall’analizzatore che$arime in attivita plasmatica percentuale.

» Linearita
La metodica e lineare tra 20 e 150% di attivitaAdilll. Nel caso in cui l'attivita del

campione in esame superi il 150%, I'analizzatoha@istie il campione e ricalcola il valore.

> Interferenze:
Ittero (1): nessuna interferenza significativa fiad un indice I di 29 (bilirubina coniugata e
non coniugata 29 mg/dl circa).
Emolisi (H): nessuna interferenza significativeofiad un indice H di 1000 (emoglobina 1000
mg/dl circa).
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Lipemia (L) (Intralipid): nessuna interferenza sfgrativa fino ad indice L di 1250
(trigliceridi 2500 mg/dl circa).
Irudina (antitrombotico): concentrazioni di 1 mg/dilirudina portano ad un valore di AT Il

falsamente elevato del 5% circa.

> Altri dati:
Temperatura 25/30/37 °C.
Lunghezza d’onda 660 nm — 405 nm.

D-Dimeri

La determinazione deD-dimeri & stata ottenuta utilizzando la metodiEma-quanf D-
Dimero della Roche Diagnostics GmbH. Tale metodica widliz un principio
immunoturbidimetrico al lattice. L’applicazione atane di metodiche a principio
immunologico messe a punto per la medicina umanasa sull’'esistenza di una cross-
reattivita valutata in precedenti studi.Si devenitare chén vivo, una degradazione completa
della Fibrina a dimeri D, avviene soltanto a semuii lisoterapia (es.: t-PA mediata). Per
guesto motivo, gli anticorpi anti-D-dimero si legami cosiddettiOligomeri X in cui,
comunque, sono presenti i determinanti antigeracatterizzati dalla presenza del legame

covalente (Cross-linked Domain).

» Reagenti e Controllo di Qualita:
Tampone TRIS/HCI
Reagente R1 370 mmol/l

Conservazione: 2-8 °C

g

Stabilita: 28 gg refrigeratg
Tampone NaCl 267 mmol/l

PH 8,2

sull’analizzatore

Particelle di latex rivestite di

anticorpi monoclonali

Reagente R2 ) ) Conservazione: 2-8 °C
_ _ anti-D-dimero umano . )
Sospensione di Stabilita: 28 gg refrigeratg
_ _ (topo) 0,15% _
anti-D-dimero-latex sull’'analizzatore
Tampone TRIS/HCI
10 mmol/l
D-DIMER Control Siero umano liofilizzato a Conservazione: 2-8 °¢
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I/l (controllo basso, concentrazione nota di D-dimero|  Stabilita (ricostituito):
controllo alto) (basso 0,88 pg/dl, e 1ggal5-25°C
alto 4,19 pg/dl) » l4ggaz2-8°C

Tabella 12Reagenti e Controllo di Qualita per la determioagidei D-Dimeri

» Calibrazione(manuale, 6 diluizioni):

. o Conservazione: 2-8 °C
Matrice di siero umano o
Zero Standard (f 1) Stabilita: 1gg a 15-25 °C

Frammenti (umani) contenenti Df
DEBIIVISSHOEJ-\(eJ@l Dimeri in matrice di siero umanop  Conservazione 2-8 °C
(f2) concentrazione specifica per ogni  Stabilita: 1gg a 15-25 °C

lotto

Tabella 13Calibrazioni per la determinazione dei D-Dimeri.

» Principio del test

N\ 3 :
s + g :
- —
0
Antigene del Anticorpi anti-

D-dimero D-dimero legati
(campione) a latex (reattivo)

g t- Estinzione
\ e
-
Conc.

Complesso Misurazione
antigene-anticorpo turbidimetrica

Figura 21 Principio del test immunoturbidimetrico
al lattice per la determinazione dei D-Dimetri.

» Linearita:
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La metodica € lineare tra 0,15 e 9,0 ug/ml. Conegitini superiori necessitano di diluizione
(es.: 1+1) con NaCl 0,9%.

» Interferenze:
Ittero (1): nessuna interferenza significativa fiad un indice I di 20 (bilirubina coniugata e
non coniugata 20 mg/dl circa).
Emolisi (H): nessuna interferenza significativaofiad un indice H di 500 (emoglobina 500
mg/dl circa).
Lipemia (L) (Intralipid): nessuna interferenza sfgrtiva fino ad un indice L di 750
(trigliceridi 1500 mg/dl circa).
Nessuna interferenza da fattori reumatoidi < 100nUI
Nessuna interferenza da eparina < 1,5 Ul/ml.
Nessuna interferenza da farmaci documentata (&lafardi frequente impiego).
Alti livelli di IgM (es.: mieloma) possono portagerisultati falsamente elevati.
In corso di lisoterapia (t-PA mediata) elevate @ntrazioni di frammenti D-D possono

condurre a risultati diminuiti (effetto “prozone”).

» Altri dati:
Sensibilita analitica: 0,04 pg/ml.
Temperatura: 37 °C.
Lunghezza d’onda: 0-700 nm.

Elettroforesi sierica
L’elettroforesi sierica € stata eseguita in gel adjarosio utilizzando il kit Hydragel
PROTEIN(E) della Sebia, applicato su strumento glettroforesi Hydrasys, Sebia (Sebia,

Milano).

Metodica di immunofluorescenza indiretta (IFI)

Per la metodica di immunofluorescenza indirettai &@ avvalsi del kit FLUO LEISHMANIA
(Agrolabo s.p.a.) disponibile presso il Servizio Riatologia Clinica Veterinaria (SEPAC
VET).

Citologia
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Per la colorazione citologica dei preparati ottedatlinfonodi, cute, midollo osseo e milza e

stata utilizzata la coloraziomday-GriinWald-GiemséMerk®) per citologia.

Analisi statistica

Per l'analisi statistica questa sperimentazione avvalsa del software per statistica medica
MedCal® 12.4.0.0. | parametri laboratoristici del’lammizsé sono stati espressi mediante
impiego di tabelle di statistica descrittiva egarametri risultati di maggiore interesse per la
diagnosi di leishmaniosi sono stati rappresentaiicamente per mezzo di graficox-and-
whiskersche suddividono la popolazione in quattro quantdppresentano la mediana come
linea centrale all'interno del box ed i valori dassimo e minimo come linee estreme.

| dati dellammissione e dei nove gruppi di follayp sono stati successivamente confrontati
mediante l'utilizzo deKruskal-Wallis teskd i risultati sono stati considerati statisticatee
significativi perP < 0,05.

Per I'analisi di sopravvivenza, sono stati presineendpoint360 e 720 giorni ed € stata
eseguita un’analisi univariata dei singoli paramlatsoratoristici medianteox proportional-
hazard regressianal fine di ricavare hazard ratiodi ciascun dato clinico-patologico. |
risultati statisticamente significativiP(< 0,05) a quest'ultima analisi sono stati valutati
contemporaneamente nell’analisi multivariata metianegressione logisticacon metodo
Stepwiseche inserisce le variabili coR < 0,05 e rimuove quelle coR > 0,1 al fine di
ricavare lodds ratio delle variabili statisticamente significative. Laariabile risultata
statisticamente significativa all’analisi multivata €& stata rappresentata graficamente
mediante una curva di RO@eiver operating characterisic

Con i dati di UPC, UAC e creatinina sierica otteralfammissione e nei diversi gruppi di
follow up é stata effettuata un’interpolazione dati seguito, si € impiegato Hriedman test
per dati non parametrici che ha permesso di evidenza progressione dei tre parametri
valutati nei diversi gruppi diollow up. | risultati sono stati considerati significativirme <
0,05 e sono stati rappresentati mediante I'impigiggrafici box-and-whiskersinfine, e stata
valutata la progressione dellUPC, dellUAC e deti@atinina sierica nei diversi gruppi di
follow upin funzione dellbutcomee dei trattamenti per la leishmaniosi effettuhtisultati
sono stati rappresentati graficamente mediantepiégo di clustered multiple variables

graphsa barre e a linee orizzontali, indicanti rispetthente i valori mediani ed i valori medi.
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12 RISULTATI

12.1 Popolazione selezionata e dati epidemiologici

Nel periodo oggetto dello studio (Gennaio 2001 blfaio 2013) sono stati portati a visita
10302 cani. | pazienti che sono stati inclusi cafietti da leishmaniosi sono 167, pertanto la
prevalenza complessiva stimata risulta essere @b.1Dei pazienti inclusi nello studio,
17/167 pazienti (10,2%) hanno recidivato. In 1/18,6%) pazienti la recidiva si € presentata
tre volte ed in 1/167 (0,6%) pazienti la recidivaespresentata due volte. Comprendendo
anche le recidive sono stati riconosciuti 187 stigtrattati.

Il titolo anticorpale allimmunofluorescenza inditee (IF1) era disponibile per 144/167
(86,2%) pazientiTabella 14 - Figura 23.

Numero . Deviazione . Valore Valore
Parametro .~ Media Mediana

Titolo Ab

Tabella 14 Titolo anticorpale all'immunofluorescenza indieetfiFl) nella popolazione di studio in
corso di leishmaniosi.

pazienti standard minimo massimo

Distribuzione dei titoli anticorpali IFI

Numero pazienti

80 1
70 17
60 1~
s0
40 1
30 +
20 1
0 |y - .
40 80

1280

Valore IFI

Figura 22 Distribuzione dei titoli anticorpali (144/167) ‘athmunofluorescenza indiretta (IFI) nella
popolazione di studio in corso di leishmaniosi.
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Un esame citologico che ha permesso di metterevideeza la presenza delle forme
amastigote dLeishmania sppera disponibile per 48/167 (28,7%) pazienti étdymerase
Chain Reactior{PCR) positiva per leishmaniosi era disponibile 2/867 (1,2%) pazienti.

La popolazione si presenta eterogenea per eta easxzza. Le eta dei pazienti in cui € stata
diagnosticata la leishmaniosi sono riportateTabella 15 e rappresentate graficamente in
Figura 23.

Numero . Deviazione . Valore Valore
Parametro . . Media Mediana . ,
pazienti standard minimo massimo

Eta (mesi) |
Tabella 15Eta della popolazione di studio in corso di leisimimsi.

Distribuzione dell'eta nei pazienti con leishmaniosi
25
21 21

20 18
17 17 16

15 13
e 11 11

gk 111111 A

2
b
12 24 36 48 60 72 84 96 120 132 144 156 168
Eta (mesi)

Numero pazienti

Figura 23 Distribuzione dell’eta nella popolazione di stufl®7 pazienti) in corso di leishmaniosi.
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Dei casi inclusi nello studio, 114/167 (68,3%) @ranaschi di cui 5 castrati; le femmine

erano 53/167 (31,7%) di cui 14 sterilizzakggQra 24).

Distribuzione del sesso nei pazienti con leishmaniosi

Femmine sterilizzate
9%

\/

Maschi castrati
3%

Figura 24 Distribuzione del sesso nella popolazione di

studio (167 pazienti) in corso di leishmaniosi

Le razze maggiormente rappresentate sono stateerB®obermann Pinscher, Labrador,

Pastore Tedesco, American Staffordshire, Settdedegcon un prevalenza variabile dal 3% al
5%. Le razze con una prevalenza inferiore al 3% sbate accorpate nel gruppo “altre razze”
che rappresenta il 31% della popolazione, mentgedade maggioranza della popolazione su

cui si é basato questo studio era composta dacngtis%) Figura 25).

Distribuzione delle razze nei pazienti con leishmaniosi

Figura 25 Distribuzione e frequenza delle razze nella papofee di

studio (167 pazienti) in corso di leishmaniosi.
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12.2 Distribuzione e frequenza dei segni clinici

| segni clinici piu frequentemente riscontrati rsgiggetti inclusi nello studio sono stati:
dermatopatia (nel 49% dei pazienti), linfoadenonfiagael 20% dei pazienti), dimagrimento
(nel 17% dei pazienti), poliuria/polidipsia (nel%6dei pazienti), anoressia/disoressia (nel
12% dei pazienti), depressione del sensorio/albatiio (nel 12% dei pazienti), segni
gastroenterici (vomito o diarrea) (nel 11% dei pa#), astenia/debolezza (riluttanza al
movimento) (nel 10% dei pazienti), pallore dellecose (nel 5% dei pazienti), segni oculari
(nel 4% dei pazienti), epato-splenomegalia (nel déb pazienti), epistassi (nel 3% dei
pazienti), zoppia (nel 2% dei pazienti), ulcere osati (nel 1% dei pazienti) ed onicogrifosi

(nel 1% dei pazienti). L'1% dei soggetti si & dinmato asintomaticoRigura 26).

Principali segni clinici nella popolazione di cani affetti da leishmaniosi

Dermatopatia
Linfoadenomegalia
Dimagramento
Pu/Pd

Depressione del sensorio/abbattimento
Anoressia/disoressia
Vomito/diarrea
Astenia/debolezza
Pallore mucose
Epato-slenomegalia
Segni oculari
Epistassi

Zoppia

Ulcere mucosali

Onicogrifosi

Asintomatici

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Frequenza (%)

Figura 26 Principali segni clinici espressi in termini di drgenza percentuale nella popolazior
studio (167 pazienti) in corso di Leishmaniosi.
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12.3 Risultati dati clinico-patologici allammissione

Nella popolazione di studio inclusa come affetta ldshmaniosi, le indagini clinico-
patologiche eseguite all’lammissione vengono rigeria tabelle come statistica descrittiva.
Quest'ultime sono distinte in: esame emocromocitaoee (Tabella 16), profilo biochimico
sierico (Tabella 17), analisi urinaria (comprendente esame chimicadidelle urine e
biochimica urinaria) Tabella 18, profilo coagulativo Tabella 19 ed elettroforesi sierica
(Tabella 20). Le recidive (20 totali) sono state consideratse nuovi casi ed il giorno della

diagnosi di recidiva e stato considerato come |'asione del nuovo caso.

Intervallo di
riferimento

Valore
massimo

Valore
minimo

Numero . Deviazione
Parametro Media

casi standard Mediana

Het (%) 187 | 352 10,4 35,8 11,2 58 | 37,0-550
Hb (gr%) 187 | 12,2 3,5 12,3 3,9 20,1 12-18
RBC (RBC/mm?) 187 | 5300766 1530734 | 5490000 | 1570000 | 8680000 | 00"
MCV (fL) 187 | 66,0 5,8 66,5 205 | 832 | 600-77.0
MCHC (gro%) 187 | 348 1,9 35,1 283 | 397 | 32,0-380
WO Bl 187 | 10965 | 7092 9550 | 1000 | 50000 |6000 - 17004
PLT (PLT/mm?) 187 | 226416| 127572 | 221000 | 1800 | 742000 156000000000'

Tabella 16 Risultati di alcuni parametri selezionati dall’'esaemocromocitometrico allammissione
nella popolazione di studio in corso di leishman{bit: ematocrito; Hb: emoglobina; RBC: eritrogiti
MCV: volume corpuscolare medio; MCHC: concentragi@moglobinica corpuscolare media; WBC:
leucociti; PLT: piastrine).
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Parametro Nume_ro Media Deviazione Mediana Val_ore Valo_re Ir_1ter_va||o (o]
casi standard minimo  massimo| riferimento

Creatinina (mg/dl) 187 2,01 2,33 1,03 0,31 14,41 0,65-1,35
Urea (mg/dl) 187 85,84 110,22 40 8 790 18 - 55
Fosforo (mg/dl) 175 6,14 5,25 4,4 1,8 37 26-49
Colesterolo (mg/dl) 170 228 93 216 84 676 140 - 350
Proteine totali (g/dl) 187 7,79 1,93 7,38 3,86 15,17 5,60 - 7,90
Albumina (g/dl) 187 2,33 0,68 2,3 0,85 4,06 2,80-3,70
Globuline (g/dl) 187 5,34 2,21 4,80 0 14,22 N.D.
AlG 187 0,51 0,27 0,45 0,07 1,29 0,60-1,30
CRP (mg/dl) 46 3,49 4,86 1,90 0,01 27,06 0-05
Ferro (ug/dl) 89 92 44 82 28 253 50 - 230
TIBC (pg/dl) 88 276 77 273 101 513 240 - 440
ALT (U/) 187 64 107 38 3 1006 20-55
AST (U/l) 187 59 59 41 17 431 20-42
SAP (U/l) 187 217 703 95 11 9456 42 - 180
BIL (mg/dl) 167 0,28 0,62 0,19 0,01 7,07 0,07 -0,34
Sodio (mEg/l) 187 145 4 145 135 171 143 - 154
Potassio (mEqg/l) 187 4,6 0,7 4,5 3,1 8,8 3,9-53
Cloro (mEqg/l) 108 111 5 111 86 121 108 - 118
Calcio (mg/dl) 169 9,8 1,2 9,9 5,2 12,7 9,0-11,8

Tabella 17 Risultati di alcuni parametri selezionati dal pllmbiochimico sierico allammissione nella
popolazione di studio in corso di leishmaniosi (Af@pporto albumina/globuline; CRP: proteina C-
reattiva; TIBC: transferrina; ALT: alanina aminoisderasi; AST: aspartato aminotransferasi; SAP:
fosfatasi alcalina; BIL: bilirubina totale; N.D.on disponibile).

Numero Deviazion . Valore Valore Intervallo di
. Mediana . . g
casi e standar Minimo | Massimo | riferimento

USsG 164 1028 14 1025 1004 1064 N.D.
pH 163 6,3 1,02 6 5 9 N.D.
uPT dipstick (mg/dl) 165 152,42 | 206,41 30 0 500 0
uPT (mg/dl) 115 291,40 381,922 | 116,25 49 2407,6 N.D.
uCrea (mg/dl) 115 137,96 89,92 118,54 5,96 418,39 N.D.
UPC 115 3,6 5,6 1,4 0,1 29,9 0-04
uAlb (mg/dl) 93 124,54 232,23 22,6 0,02 2004,8 0-3
UAC 93 1,45 2,34 0,30 0,01 13,674 0-0,024
Tabella 18 Risultati di alcuni parametri selezionati dall’disa urinaria al’ammissione nella
popolazione di studio in corso di leishmaniosi (US@ne specific gravity uPT: proteine totali

urinarie; uCrea: creatinina urinaria; uAlb: albumiarinaria; UPCurine protein to creatinine ratio
UAC: urine albumin to creatinine ratid\.D.: non disponibile).

Parametro
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Valore Valore | Intervallo di

Numero . Deviazione
. Media . . g
casi standard minimo | massimo| riferimento

Fibrinogeno (g/l) 1,45 - 3,85
D-Dimeri (pg/ml) 60 1,14 4,55 0,28 0,01 34,61 0-0,26
Antitrombina 1l (%) 60 91 22 91 45 148 105 - 166

Tabella 19 Risultati di alcuni parametri selezionati dal fmfcoagulativo allammissione nella
popolazione di studio in corso di leishmaniosi.

Parametro

‘ Mediana ‘

Parametro Nume_ro Media Deviazione Mediana V_al_ore Valo_re Ir_1ter_va||o o]

casi standard minimo | massimo | riferimento

Proteine totali (g/dI) 93 8,38 2,12 7,90 4,74 15,70 5,60 - 7,90

Albumina (g/dl) 93 1,94 1,05 1,89 0,16 4,05 2,80 - 3,70
Albumina (%) 93 25,81 15,98 23,60 1,50 56,20 N.D.

a-1 globuline (g/dl) 93 0,37 0,28 0,29 0,09 1,47 0,10-0,35
a-1 globuline (%) 93 4,49 3,36 3,40 0,74 18,70 N.D.

a-2 globuline (g/dl) 93 1,02 0,35 1,05 0,00 1,72 0,40 - 0,95
a-2 globuline (%) 90 13,29 4,49 13,40 0,96 22,70 N.D.

B-1 globuline (g/dI) 93 0,84 0,46 0,70 0,17 3,32 0,63 -1,05
B-1 globuline (%) 93 10,30 5,65 8,90 2,10 42,10 N.D.

B-2 globuline (g/dI) 93 0,88 0,87 0,74 0,00 7,10 0,35-0,80
B-2 globuline (%) 85 11,33 7,76 9,40 3,60 66,70 N.D.

v-globuline (g/dI) 93 3,23 2,62 2,70 0,00 10,77 0,42 -0,78
v-globuline (%) 90 35,98 21,13 32,10 4,60 77,60 N.D.

Tabella 20 Risultati dei parametri dell’elettroforesi sierisilammissione nella popolazione di studio
in corso di leishmaniosi (N.D.: non disponibile).

Di seguito vengono rappresentati, in grafluox-and-whisker alcuni parametri clinico-
patologici dellammissione risultati essere di magg interesse per la diagnosi di

leishmaniosi e I'evidenziazione delle complicaziassociate come la sindrome nefrosica.
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Figura 27 Distribuzione dei valori dell’ematocrito e degtiteociti al’ammissione nella popolazione
di studio (187 casi) in corso di leishmaniosi (1.iRtervallo di riferimento).
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Figura 28 Distribuzione dei valori di emoglobina e leucoali’ammissione nella popolazione di
studio (187 casi) in corso di leishmaniosi (I.Rtervallo di riferimento).
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Figura 29 Distribuzione dei valori delle piastrine all’ammigne nella popolazione

di studio (187 casi) in corso di leishmaniosi (1.Rtervallo di riferimento).
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Figura 30 Distribuzione dei valori di creatinina (187 casifosforo (175 casi) allammissione nella
popolazione di studio in corso di leishmaniosi (liRtervallo di riferimento).
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Figura 31 Distribuzione dei valori di proteine totali ed athina sieriche allammissione nella
popolazione di studio (187 casi) in corso di leighiosi (I.R.: intervallo di riferimento).
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Figura 32 Distribuzione dei valori di globuline e del rapporalbumina/globuline all’'ammissione
nella popolazione di studio (187 casi) in corstedihmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento).
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Figura 33 Distribuzione dei valori di colesterolo (170 cad) proteina C reattiva (46 casi)
all’'ammissione nella popolazione di studio in codgsteishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento).
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Figura 34 Distribuzione dei valori dy-globuline (93 casi) all’'ammissione nella

popolazione di studio in corso di leishmaniosi (liRtervallo di riferimento).
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Figura 35 Distribuzione dei valori di peso specifico (164sigae proteine totali urinarie alla
biochimica (115 casi) allammissione nella popataz di studio in corso di leishmaniosi (I.R.:
intervallo di riferimento; USGUrine Specific Gravity.
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Figura 36 Distribuzione dei valori di creatinina ed albuminainarie allammissione nella
popolazione di studio (115 casi) in corso di leighiosi (I.R.: intervallo di riferimento).
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Figura 37 Distribuzione dei valori di UPC e UAC alllammisam nella popolazione di studio (115
casi) in corso di leishmaniosi (I.R.: intervallorderimento; la linea blu indica il valomrut offdi UPC
per definire una proteinuria nel range nefrosico).
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Utilizzando i risultati dei dati clinico-patologiceé stata stimata la frequenza delle principali e
piu importanti alterazioni rilevate nella popolaz&inclusa in questo studio. Il riepilogo di

guesti dati e riportato imabella 21 e rappresentato graficamenteFigura 38.

. - . . Numero Frequenza (%) Valore medio Mediana
Alterazione clinico-patologica Numero parametri .. . \ . \ -
alterazioni  alterazioni  dell'alterazione dell'alterazione
Aumento UAC (> 0,024) 93 73 78 2,04 1,132
Iperglobulinemia (> 0,78 g/dI) 93 70 75 3,88 3,03
Aumento UPC ¢ 0,5) 115 80 70 5,6 3,4
Ipoalbumine mia (< 2,8 g/dl) 187 124 66 2,02 2,09
Proteinuria al dipstick (> 0 mg/dl) 165 109 66 214,86 100
Riduzione A/G (< 0,6) 187 120 64 0,35 0,33
Aumento CRP (> 0,5 mg/dl) 46 26 57 5,59 4,45
USG inadeguato (< 1030) 164 88 54 1019,1 1020
Riduzione ATIII (< 105%) 60 31 52 81,26 85
Aumento AST (> 42 Ufl) 187 81 43 85,74 64
Iperprotidemia (> 7,9 g/dl) 187 79 42 9,8 9,47
Anemia (riduzione Hb) (< 12 grd)) 187 76 41 9,28 9,4
Aumento D-Dimeri (> 0,26ug/ml) 60 23 38 2,66 0,62
Riduzione TIBC (ug/dl) 88 28 32 189,89 197
Iperfosfatemia (> 4,9 mg/dl) 175 48 27 9,75 6,3
Iponatremia (< 143 mEg/l) 187 47 25 140,11 140
Aumento ALT (> 55 U/) 187 42 22 143,4 84
Iperazote mia (> 1,35 mg/dl) 187 42 22 4,19 3,05
Piastrinopenia (< 160000 PLT/mr 187 40 21 88078 90650
Ipoferremia (< 50 po/dl) 89 14 16 38,71 37
Leucopenia (< 6000 WBC/miH) 187 26 14 4537,69 4900

Tabella 21 Riepilogo della principali alterazioni clinico-mddgiche rilevate nella popolazione di
studio (187 casi) in corso di leishmaniosi (UAGine albumin to creatinine ratidJPC:urine protein

to creatinine ratigp A/G: rapporto albumina/globuline; CRP: proteinadattiva; USG: urine specific
gravity; ATIlI: antitrombina ll; AST: aspartato anotransferasi; ALT: alanina aminotransferasi; Hb:
emoglobina; TIBC: transferrina).
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Principali alterazioni clinico-patologiche nella popolazione di cani affetti da leishmaniosi

Aumento UAC (> 0,024)
Iperglobulinemia (> 0,78 g/dl)
Aumento UPC (> 0,5)
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Proteinuria al dipstick (> 0 mg/dl)
Riduzione A/G (< 0,6)

Aumento CRP (> 0,5 mg/dl)

USG inadeguato (< 1030)
Riduzione ATIII (< 105%)
Aumento AST (> 42 UN)
Iperprotidemia (> 7,9 g/dl)
Anemia (riduzione Hb) (<12 gr%))
Aumento D-Dimeri (> 0,26 pg/ml)
Riduzione TIBC (ng/dl)
Iperfosfatemia (> 4,9 mg/dl)
Iponatremia (< 143 mEq/l)
Iperazotemia (> 1,35 mg/dl)
Aumento ALT (> 55 UN)
Piastrinopenia (< 160000 PLT/mm3)
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Leucopenia (< 6000 WBC/mm3)
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Figura 38 Principali alterazioni clinicgatologiche espresse in termini di frequenza péueds
rilevate nella popolazione di studio (187 casi)corso di leishmaniosi (UACurine albumin t
creatinine rati UPC: urine protein to creatinine ratioA/G: rapportoalbumina/globuline; CR|
proteina Creattiva; USG: urine specific gravity; ATIIl: amimbina Ill; AST: asparta
aminotransferasi; ALT: alanina aminotransferasi; efinoglobina; TIBC: transferrina).
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12.4 Suddivisione e classificazione della popolazionsttdio

| pazienti presentanti 'UPC all’ammissione, cgooadente al momento della diagnosi, erano
115/167 (68,9%). | pazienti proteinurici allammsisne (UPC> 0,5) erano 72/115 (62,6%). |
pazienti non proteinurici all'ammissione (UPC <)0gBano 43/115 (37,4%) e di quest’ultimi,
11/115 (9,6%) si sono dimostrati albuminurici (UAE 0,024) e 26/115 (22,6%) non
albuminurici (UAC < 0,024)Tabella 22- Figura 39).

Categoria Numero casi Frequenza (%)
Proteinurici (UPC 2 0,5) 72 62,6
Non proteinurici e albuminurici 10 .
(UPC < 0,5 e UAC >0,024) ’
Non proteinurici e non albuminurici
27 73,0

(UPC < 0,5 e UAC <0,024)

Tabella 22 Classificazione pazienti proteinurici (UR@,5) e non proteinurici (UPC < 0,5), distiniti
in albuminurici (UAC> 0,024) e non albuminurici, allammissione (UAC ©24) nella popolazione
di studio (115/167 pazienti) in corso di leishmanio

Distribuzione dell'albuminuria in pazienti non
proteinurici all'ammissione nella popolazione di studio in
corso di leishmaniosi

Figura 39 Distribuzione, in termini di frequenza percentyatkei pazienti proteinurici € non

proteinurici, suddivisi in albuminurici e non albumarici, allammissione nella popolazione di studio
(115/167 pazienti) in corso di leishmaniosi (P:tpimaurici con UPC> 0,5; NP: non proteinurici con

UPC < 0,5; A: pazienti albuminurici con UAE 0,024; NA: pazienti non albuminurici con UAC <
0,024).
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Secondo la sottostadiazione IRIS per la proteinupazienti proteinurici (P) con UPE0,5
erano 72/115 (62,6%), i pazienti con proteinuriadedine (BP) con 0,2 < UPC < 0,5 erano
15/115 (13,1%) ed i pazienti non proteinurici (Né&n UPC< 0,2 erano 28/115 (24,3%)
(Tabella 23- Figura 20).

CategoriaIRIS  Numero pazienti Frequenza (%,

P (UPC >0,5) 72 62,6
BP (0,2 < UPC <0,5) 15 13,1
NP (UPC <0,2) 28 24,3

Tabella 23 Classificazione IRIS Igternational Renal Interest Socigtydella proteinuria
allammissione nella popolazione di studio (115/1f@zienti) in corso di leishmaniosi (P:
proteinurico; BP: borderline proteinuirico; NP: nproteinurico).

Stadiazione IRIS della proteinuria
nella popolazione di studio in corso
di leishmaniosi

Figura 40 Distribuzione, in termini di frequenza percentualelle categorie IRISIffternational
Renal Interest Sociétysulla stadiazione della proteinuria all’amissiamadla popolazione di studio
(115/167 pazienti) in corso di leishmaniosi (NPnraroteinurici con UPCL 0,2; BP: borderline
proteinurici con 0,2 < UPC < 0,5; P: proteinuriondJPC> 0,5).

Inoltre, i pazienti con proteinuria nel range nsico allammissione (UPG 2,5) erano
44/115 (38,3%), mentre quelli con proteinuria nafrosica al’'ammissione (UPC < 2,5)
erano 71/115 (61,7%]Y ébella 24- Figura 21).
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Categoria Numero pazienti Frequenza (%)
NRP (UPC 2 2,5) 44 38.3
nonNRP (UPC < 2,5) 71 61,7

Tabella 24 Suddivisione pazienti proteinurici (UPE 0,5) in pazienti con proteinuria nel range
nefrosico (NRP) e proteninuria non nel range ném@onNRP) al’ammissione nella popolazione di
studio (115/167 pazienti) in corso di leishmaniosi.

Distribuzione proteinuria nefrosica
nella popolazione di studio in corso
di leishmaniosi

Figura 41 Distribuzione, in termini di frequenza percentyaldella proteinuria nefrosica
allammissione nella popolazione di studio (115/1p&azienti) in corso di leishmaniosi (NRP:
proteinuria nel range nefrosico con UPQ@,5; nonNRP: proteinuria nel range non nefrosimo 0PC
<2)55).

Nei 187 casi di leishmaniosi diagnosticata nellgpgtazione di studio (167 pazienti e 20
recidive), la descrizione del trattamento effetbuata disponibile per 126 casi. Il tipo di
trattamento effettuato nella popolazione inclusaquresto studio sono rappresentate in
Tabella 25eFigura 42.
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Trattamento Numero casi Frequenza (%)
Nessun trattamento 5 3
Glucantime 56 30
Milte foran 23 12
Altre terapie 42 22
Non noto 61 33

Tabella 25Trattamenti effettuati nella popolazione di stui6é7 pazienti + 20 recidive) in corso di
leishmaniosi.

Distribuzione trattamenti per la
leishmaniosi nella popolazione di studio

Nessun
trattamento
3%

Altre terapie
22%

Figura 42 Distribuzione, in termini di frequenza percentyaei trattamenti effettuati (126
conosciuti) nella popolazione di studio (167 patzier20 recidive) in corso di leishmaniosi

La descrizione dellimpiego o non di ACE-inibitgper il trattamento della proteinuria era
disponibile per 104 pazienti della popolazione usel in questo studio. Il numero di animali

sottoposti ad una terapia antiproteinurica & deadn Tabella 26e Figura 43.
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Trattamento antiproteinurico  Numero casi Frequenza (%)

In terapia 45 24
Non in terapia 59 32
Non noto 83 44

Tabella 26 Pazienti sottoposti a terapia antiproteinurica AQE-inibitore (104 conosciuti) nella
popolazione di studio (167 pazienti + 20 recidivegorso di leishmaniosi.

Distribuzione trattamento con ACE-inibitori
nella popolazione di studio in corso di
leishmaniosi

No; ;oto

Figura 43 Distribuzione, in termini di frequenza percentyaell'impiego di ACE-inibitori (104
conosciuti) per il trattamento della proteinuridla@opolazione di studio (167 pazienti + 20 reaii
in corso di leishmaniosi.
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12.5 Risultati dati clinico-patologici del follow up
Il follow up nelle nove categorie di tempo non drsponibile per tutti i casi, ma il numero di

casi e la rispettiva frequenza percentuale per ggrppo di follow up é riportato ifabella
27.

Gruppo Numero casi Frequenza (%)

0 187 100
30 66 35
60 45 24
90 45 24
28 15
20 14
44 24
50 27
37 20
25 13

Tabella 27 Disponibilita del follow up nella popolazione dudio in corso di leishmaniosi (167
pazienti e 20 recidive).

La distribuzione dei parametri clinico-patologiceliammissione e delle nove gruppi di
follow up sono riportati come statistica descrdtivin tabelle distinte in: esame
emocromocitometricoTabella 28, profilo biochimico sierico Tabella 29, analisi urinaria
(comprendente esame chimico-fisico delle urineogtbmica urinaria) Tabella 30, profilo
coagulativo Tabella 31) ed elettroforesi siericalébella 32. Le recidive (20 totali) sono
state considerate come nuovi casi ed il giorncadgihgnosi di recidiva e stato considerato

come I'ammissione del nuovo caso.
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parametro Numero Media Deviazione Mediana Valore  Valore Intervallo di Parametro Numero Media Deviazione Mediana Valore Valore Intervallo di
casl standard minimo massimo riferimento casl standard minimo massimo riferimento

Het (%) 352 : 370-550 [RECO) 14 408 78 440 242 50,2 37,0-55,
Hb (gr 122 35 : } 12-18 Hb (gr%) 14 145 28 148 93 182 12-18
RBC (RBC/m) 5300766| 1530734 00 %500 § RBC (RBC/mn 14 | easeas| 1226581 | e7s00do  3se0odo  7760q00 %00
) 66,0 58 66,5 : 60,0- 77, é MCV (L) 14 644 39 64,7 57 715 60,0- 77,0
MCHC (r%) 348 19 3.1 ) 32,0- 38 8 MCHC (g1%) 14 355 24 356 316 308 32,0-38,
WBC (WBC/mm®) 7002 9550 6000- 17000 EYEYCRVNEIOTe ) 14 8421 3043 7350 4700 1660 6000 - 170p0
PLT (PLT/mm?) 127572 | 221000 160000 - 54000 TR AR 14 | 245143 87641 | 24150 10400 495000 160000 - 540000
Het (%) 319 99 321 , : 370-55 [REHCO) 46 49 74 432 251 58 37.0-550)
Hb (gr%) 111 35 113 : : 12-18 Hb (gr%) 46 144 26 150 78 192 12-18

5 ~ec recimm) 4792388|  1557664|  472000f o0 S RBC (RBC/mnT) 4 | 6100435| 1139000 | 6265040 3400000 859000 o000

é MCV (L) 675 40 67.2 : 60,0- 77, 46 68 41 67.9 58,6 82,2 60,0-77.0

8 MCHC (g 348 19 351 ' : 32,0- 38 46 337 36 345 158 374 320-38,

WBC (WBC/mm®) 12302 8239 9200 [ZCORERL JOl \veC (WBC/mm®) 46 11822 10350 8500 4600 56700  6000- 17000
PLT (PLT/mm®) 276128 | 146960 [ 267000 160000 - 54000 IRE R} 46 | 27438 7893 | 27150 35000 550000 160000 - 500000
Het (%) 374 838 391 : 370-55 [REHCO) 70 391 119 439 1 56,2 37.0-554

Hb (gr 129 30 134 } 12-18 Hb (gr%) 70 134 41 147 38 194 12-18

Y Rec (ReCim) 5621750  1402103|  592000f 00 5;%?33 . RBC (RBC/mn) 70 | s7s5143| 1775155 | 6275000 1540000 8250400 585;?{?[?0‘0'

é MV (L) 674 40 67.3 s 60,0- 774 2 (VYA 70 68,3 43 68,1 58,6 813 60,0- 77,

8 MCHC (r%) 344 20 348 : : 320-384 5 [RCLD) 70 341 24 342 21 403 32,0-380)
WBC (WBC/mm®) 11438 7368 8990 SRR Sl \vC (WBC/mm®) 70 8748 3620 8305 990 20000 6000 - 17090
PLT (PLT/mm?) 333073 | 191425 [ 269500 160000 - 54000 IRECRT LS} 71 | 254615 | 102599 | 26300 30000| 482040 160000 - 540000
Het (%) 406 66 4,2 : 370-550 [REAC) 22 421 103 434 1 606 37,0-554
Hb (gr 14,0 22 14 S ’ 12-18 Hb (gr%) 22 145 37 151 34 2 12-18

S [ 6078857 621000 00 S E RBC (REC/mN @2 | ewres| 67820 oe300fo 1400000 9170%00 *o008

é MCV (L) 66,8 66,9 k 60,0- 77, é MCV (L) 42 68,7 40 68,2 60,1 784 60,0-77,

S MCHC (r%) 347 , 3 : ! 32,0- 38 8 MCHC (g1%) 22 343 19 347 201 377 32,0- 38,
e ) 8400 [SOSREYL Ol v C (wWBC/mm®) 42 9790 5488 8585 2840 33004 6000- 170p0
PLT (PLT/Mm?) 208000) 160000 - 59000 IRECIRITTSY 42 | 253160 | 103845 | 24500 55000 617040 160000 - 540000
Het (%) 97 203 : 370-55 [REHCO) 28 442 80 469 211 55,6 37,0-55,

34 136 : } 12-18 Hb (g1%) 28 150 25 159 71 186 12-18

a RBC (RBC/mm’) 1638922 00 5;%?003 ) RBC (RBC/mm’) 28 | 6488920 1108430 | 6820040 326000  8000Q0O 585;%’[;’0‘0'

§ MV (1L) 67,5 43 67,7 : 60,0- 77, 28 68,1 33 68,2 631 76 60,0- 77,0

8 MCHC (g 336 18 34 . 32,0- 38 28 341 16 341 31 375 320-380)
WBC (WBC/mm®) 13003 11029 8700 6000- 17000 ERVEYCRNEIOT ) 28 10787 6081 9200 5300 27204 6000 - 170p0
PLT (PLT/mm®) 304000 | 115147 [ 271000 160000 - 5000 IRERIT o} 28 | 268914 | 110432 | 24450 58000] 644000 160000 - 540000

Tabella 28Risultati di alcuni parametri selezionati dall’'esemocromocitometrico all’ammissione e
nei nove gruppi di follow up della popolazione tidio in corso di leishmaniosi (Hct: ematocrito;:Hb
emoglobina; RBC: eritrociti; MCV: volume corpuscada medio; MCHC: concentrazione
emoglobinica corpuscolare media; WBC: leucocitiTPpiastrine).
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Parametro

Creatinina (mg/d)
Urea (mg/dl)
Fosforo (mg/d)
Colesterolo (mg/dl)
Proteine totali (g/dl)
Albumina (g/dl)
Globuline (g/dl)
AG

CRP (mg/dl)

Ferro (pg/d)

Gruppo 0

TIBC (ug/d)

AST (Ull)
SAP (Ull)
BIL (mg/d)
Sodio (mEg/l)
Potassio (mEgy/l)
Cloro (mEg/l)
Calcio (mg/dl)
Creatinina (mg/d)
Urea (mg/dl)

sforo (mg/d)
Colesterolo (mg/dl)
Proteine totali (g/d)
Albumina (g/dl)
Globuline (g/dl)
AG
CRP (mg/dl)

Ferro (pg/d)

Gruppo 30

TIBC (pug/d)

T (UN)

AST (UIl)

SAP (Ull)
BIL (mg/d)

Sodio (mEg/!)
Potassio (mEg/l)
Cloro (mEg/l)
Calcio (mg/dl)
Creatinina (mg/d))
Urea (mg/dl)
Fosforo (mg/d)
Colesterolo (mg/dl)
Proteine totali (g/d)
Albumina (g/dl)
Globuline (g/dl)
AG

CRP (mg/dl)

Ferro (pg/d)

Gruppo 60

TIBC (pg/d)

AST (Ull)
SAP (Ull)

BIL (mg/d)
Sodio (mEg/l)
Potassio (mEg/l)
Cloro (mEgy/l)

Calcio (mg/dl)

Numero
casi

Media

Deviazione
standard

Mediana

Valore
minimo

Valore
massimo

14,41

Intervallo di
riferimento

0,65-13

790

18-55

37

26-49

676

140 - 350

5,60-7,9

2,80-3,7f

50 - 230

240 - 440

20-55

20-42

42-180

0,07-0,3]

143 - 154

39-53

108 - 118

9,0-11,8

Gruppo 90

0,65-1,3]

112,76

18-55

39

26-49

140 - 350

5,60 - 7,9

2,80 - 3,7

N.D.

0,60 - 1,3f

0-05

50 - 230

240 - 440

20-55

20-42

42-180

0,07 - 0,3

143 - 154]

39-53

108 - 118

9,0-11,8]

Gruppo 120

0,65 - 1,3

18-55

26-49

140 - 350§

5,60 - 7,9

2,80 - 3,7

N.D.

0,60 - 1,3f

0-05

50-230

240 - 440

20-55

20-42

42-180

0,07 - 0,3

143 - 154]

39-53

108 - 118

9,0-11,8

Gruppo 150

Dott.ssa Russo Samanta

Parametro

Creatinina (mg/d)
Urea (mg/dl)
Fosforo (mg/d)
Colesterolo (mg/dl)
Proteine totali (g/dl)
Albumina (g/dl)
Globuline (g/dl)
AG

CRP (mg/dl)

Ferro (pg/d)

TIBC (pug/d)

[CD)

SAP (Ull)
BIL (mg/d)
Sodio (mEg/l)
Potassio (mEgy/l)
Cloro (mEg/l)
Calcio (mg/dl)
Creatinina (mg/d)
Urea (mg/dl)
Fosforo (mg/d)
Colesterolo (mg/dl)
Proteine totali (g/d)
Albumina (g/dl)
Globuline (g/dl)
AG
CRP (mg/dl)
Ferro (pg/d)
TIBC (pg/dl)

LT (UNl)
AST (UIl)
SAP (Ull)
BIL (mg/d))
Sodio (mEg/1)
Potassio (mEg/l)
Cloro (mEgy/l)
Calcio (mg/dl)
Creatinina (mg/d))
Urea (mg/dl)
Fosforo (mg/d)
Colesterolo (mg/dl)
Proteine totali (g/d)
Albumina (g/dl)
Globuline (g/dl)
AG
CRP (mg/dl)
Ferro (pg/d)

TIBC (pg/d)

D)
SAP (Ull)

BIL (mg/d))
Sodio (mEg/l)
Potassio (mEgl)
Cloro (mEg/l)

Calcio (mg/dl)

Numero . Deviazione Valore Valore Intervallo di
casi Media standard Mediana minimo  massimo  riferimento

46 1,27 0,79 1,07 0,67 4,63 0,65-1,3!
42 59,88 58,75 38 14 255 18-55
18 39 10 338 17 57 26-49
18 270 85 250 115 465 140 - 350
45 731 1,25 719 3,83 10,61 5,60 - 7,9
a4 2,75 0,55 2,86 143 3,87 2,80-37
43 4,49 131 42 24 8,33 N.D.
43 0,68 0,224 0,69 027 117 0,60 - 1,3
7 0,96 0,80 12 0,01 1,95 0-05
3 29 21 89 85 123 50 - 230
3 311 30 307 283 343 240 - 440
43 55 104 31 10 704 20-55
43 33 13 28 15 71 20-42
40 116 92 80 25 412 42 -180
19 0,19 0,07 0,17 0,05 0,34 0,07-0,34
43 145 4 146 130 153 143- 154
44 45 05 44 3,8 6,3 39-53
6 111 4 110 107 116 108-118
19 99 15 10,3 43 114 9,0- 11,8
27 1,28 1,54 0,99 0,6 8,91 0,65-1,3!
26 55,69 61,87 37 18 299 18-55
13 45 12 45 2,4 6,3 26-49
12 297 98 281 184 480 140- 350
28 6,97 1,29 7,04 334 93 5,60-7,9
26 2,65 0,53 2,68 133 3,44 2,80-3,7
26 4,29 1,05 4,22 1,88 5,99 N.D.
26 0,65 0,20 0,62 033 1,11 0,60 - 1,3
3 3,38 5,52 0,38 0,01 9,75 0-05
1 139 139 139 139 50 - 230
1 366 366 366 366 240 - 440
26 64 106 40 14 571 20-55
26 a1 36 315 20 191 20-42
26 159 132 1235 43 602 42 -180
12 0,15 0,03 0,15 011 0,19 0,07-0,34
26 146 4 146 140 159 143- 154
26 4,6 09 45 3 8 39-53
5 112 2 112 108 114 108-118
10 10,0 06 10 9 11,3 90-118
16 15 1,09 1,09 0,93 511 0,65-1,3!
15 56,47 41,41 41 15 179 18-55
8 43 14 4 2,8 71 26-49
7 255 66 251 166 350 140 - 350
17 6,96 1,29 6,68 391 10,31 5,60 - 7,9
16 2,72 0,69 2,75 1,36 4,28 2,80-3,7
16 4,02 0,92 4,04 2,24 6,07 N.D.
16 0,71 0,24 0,73 0,22 1,09 0,60 - 1,3
3 0,12 0,18 0,01 0,01 033 0-05
3 107 40 97 73 151 50 - 230
2 335 57 335 295 375 240 - 440
15 45 26 45 19 110 20-55
15 30 10 26 19 50 20-42
13 119 59 110 51 247 42-180
7 0,20 0,08 0,19 0,08 0,35 0,07-0,3:
14 145 2 145 140 146 143- 154
14 4.8 0,7 4,51 41 6,4 39-53
2 116 1 116 115 116 108-118
7 10,0 05 10,2 8,9 10,5 9,0-11,8]
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Numero Deviazione . Valore  Valore Intervallo di Numero " Deviazione " Valore  Valore Intervallo di
Parametro . Media Mediana . . R Parametro - Media Mediana . . N
casi standard minimo massimo  riferimento casl standard minimo massimo riferimento

Creatinina (mg/dl) ) 0,65 - 1,3} Creatinina (mg/dl) 42 2,17 3,05 1,08 0,76 16,4 0,65 -1,3!

Urea (mg/dl) 18-55 Urea (mg/dl) 40 72,1 108,50 36,5 18 606 18-55

Fosforo (mg/d) , , 3 26-49 Fosforo (mg/dl) 22 51 4,0 37 25 17,2 26-49

Colesterolo (mg/d) 140 - 350 Colesterolo (mg/d) 22 286 102 278 141 502 140 - 350

Proteine totali (g/dl) 5,60 - 7,9 Proteine totali (g/dl) 42 6,73 1,18 6,48 4,14 9,74 5,60-7,9

Albumina (g/dl) 2,80-3,7 Albumina (g/d) 41 2,84 0,54 2,86 145 371 2,80-3,7f

Globuline (g/dl) N.D. Globuline (g/d) 40 3,85 119 3,58 245 6,91 N.D.

AG 0,60 - 1,31 AG 40 0,81 0,27 08 0,35 137 0,60-1,3

CRP (mg/d) ! ) 0-05 CRP (mg/d) 8 075 182 0,02 0,01 522 0-05

Ferro (ug/d) 50- 230 Ferro (ug/d) 1 80 80 80 80 50 - 230

Gruppo 180
Gruppo 540

TIBC (ug/d) 240 - 440

TIBC (pg/d) 1 259 259 259 259 240 - 440

(V)] 20-55 )] 40 40 19 37 7 90 20-55

AST (Ull) 20-42 AST (Ull) 40 41 58 29 18 395 20-42

SAP (Ull) 42-180 SAP (Ull) 39 146 343 69 16 2173 42-180

BIL (mg/d) 0,07-0,34 BIL (mg/d) 21 0,20 0,05 0,19 0,12 0,35 0,07-0,3]

Sodio (mEg/l) 143 - 154 Sodio (mEgyl) 38 146 3 146 140 151 143-154

Potassio (mEq/1) , , 39-53 Potassio (mEg/l) 38 47 11 45 338 98 39-53

Cloro (mEg/l) 108 - 118 Cloro (mEgl) 8 115 4 117 108 120 108- 118

Calcio (mg/d) ¥ 9,0-118 Calcio (mg/d]) 21 10,0 07 10,2 83 11,4 9,0-118

Creatinina (mg/dl) " | . 0,65-1,3! Creatinina (mg/dl) 26 2,14 2,66 1,15 0,66 10,23 0,65-1,3]

Urea (mg/dl) 18-55 Urea (mg/dl) 26 94,85 131 41 21 497 18-55

Fosforo (mg/d) , 26-49 Fosforo (mg/d) 1 6,1 4,6 43 32 181 26-49

Colesterolo (mg/d) 140 - 350] Colesterolo (mg/d) 11 285 84 282 175 407 140 - 350

Proteine totali (g/dl) 5,60 - 7,9 Proteine totali (g/dl) 27 6,29 0,92 6,27 4,31 78 5,60-7,9

Albumina (g/dl) , , 2,80 - 3,7 Albumina (g/d) 28 2,85 0,49 2,90 1,4 3,79 2,80-3,7

Globuline (g/d) . y .D. Globuline (g/d) 27 3,44 0,72 3,26 2,21 5,28 N.D.

AG X , AG 27 0,86 0,19 0,89 0,34 115 0,60 - 1,3f

CRP (mg/d) CRP (mg/d) 7 185 335 0,23 0,01 9,23 0-05

Ferro (pg/dl) 50 - 230 Ferro (pg/dl) 3 115 49 140 58 147 50 - 230

TIBC (pg/d) 240 - 440 TIBC (ug/d) 3 330 7 353 244 392 240 - 440

Gruppo 360
Gruppo 720

(V)] 20-55 urny 26 51 28 44 24 160 20-55

AST (UN) 20-42 AST (UN) 26 40 16 38 20 87 20-42

SAP (Ull) 42-180 SAP (Ull) 26 337 852 83 18 3364 42-180

BIL (mg/d) 3 X 0,07 - 0,34 BIL (mg/d) 11 0,21 0,10 0,18 0,08 0,36 0,07 - 0,3

Sodio (MEg/l) 143- 154 Sodio (MEgl) 2 147 5 147 137 162 143- 154

Potassio (mEq/1) , , 39-53 Potassio (mEg/l) 26 46 04 45 3,6 57 39-53

Cloro (mEg/l) 108 - 118 Cloro (mEgl) 5 113 3 114 109 116 108- 118

Calcio (mg/dl) 9,0-11,8] Calcio (mg/dl) 1 10,2 0,88 9,9 9,2 12,4 9,0-11,8

Tabella 29 Risultati di alcuni parametri selezionati dal fpiembiochimico sierico all’lammissione e nei
nove gruppi di follow up della popolazione di studn corso di leishmaniosi (A/G: rapporto
albumina/globuline; CRP: proteina C-reattiva; TIBtansferrina; ALT: alanina aminotransferasi;
AST: aspartato aminotransferasi; SAP: fosfatasialala; BIL: bilirubina totale; N.D.: non

disponibile).
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Numero Deviazione N Valore Valore Intervallo di Numero Deviazione R Valore Valore Intervallo di
EEME G Mediana EEE Mediana
casi standard Minimo Massimo riferimento casi standard Minimo  Massimo riferimento

UPT dipstick (mg/di) 206,41 UPT dipstick (mg/d) 18 32 40 30 0 100 0

uPT (mg/dl) 381,922 UPT (mg/dl) 11 277,93 554,70 41,2 14,4 1858, N.D.

UCrea (mg/dl) 89,92 UCrea (mg/dl) 11 190,73 83,85 198,22 65,49 286,2] N.D.

Gruppo 150

upC 1 56 UPC 11 14 2,7 03 0,1 9,4 0-04

UAlb (mg/dl) 8 X - UAlb (mg/dl) 9 159,37 360,29 10,3 0,31 1110,18 0-3

2,34 X X 9 0,867 1,806 0,093 0,001 5,60 0-0,024

12 .D. 31 1031 14 1030 1005 1066 N.D.

0,9 § X .D. 32 6,0 10 6 5 8,5 N.D.

UPT dipstick (mg/di) 154 UPT dipstick (mg/dl) 32 64 146 0 0 500 0

uPT (mg/dl) 291,572 431,70 UPT (mg/dl) 23 233 452,82 36,8 2,4 1844, N.D.

UCrea (mg/dl) 127,058 70,1195 UCrea (mg/dl) 23 180,14 90,18 170,48 9,4 352,3 N.D.

Gruppo 30
Gruppo 180

uPC 23 28 UPC 23 23 55 03 0,1 22,9 0-04

uAlb (mg/dl) 119,951 180,9924 . 3 - uAlb (mg/dl) 18 144,91 317,99 13,94 0,2 1270,41 0-3

1,416 1,689 18 1,432 3,046 0,101 0,003 10,76 0-0,024

1028 13 .D. 50 1032 15 1029 1010 1076 N.D.

6,0 038 . 50 6,2 11 6 5 9 N.D

UPT dipstick (mg/di) 80 145 UPT dipstick (mg/dl) 50 49 100 30 0 500 0

uPT (mg/dl) 260,981 358,2546 uPT (mg/dI) 39 194,21 307,72 72,8 35 1331, N.D.

UCrea (mg/dl) 134,502 78,68 UCrea (mg/dl) 39 169,50 94,86 154,48 22,3 431,9f N.D.

Gruppo 60
Gruppo 360

uUPC 23 27 UPC 39 24 6,1 05 0,1 315 0-04

UAlb (mg/dl) 139,698  247,7392 3 UAlb (mg/dl) 38 106,34 228,80 20,84 0,14 1244 0-3

1,219 1,678 38 1,314 3,841 0,123 0,001 20,95 0-0,024

1029 14 .D. 25 1031 13 1032 1010 1062 N.D.

6.4 10 | .D. 26 6,2 11 6 5 9 N.D

UPT dipstick (mg/di) 56 100 UPT dipstick (mg/d) 26 37 98 0 0 500 0

uPT (mg/dl) 226,51 399,652 uPT (mg/dI) 21 119,91 164,72 40 6.9 636, 6 N.D.

UCrea (mg/dl) 123,959 74,15 UCrea (mg/dl) 21 172,30 99,03 149,2 59,12 445 N.D.

Gruppo 90
Gruppo 540

upC 2,6 36 UPC 20 11 16 0,2 0,1 57 0-04

UAlb (mg/dl) 122,489  208,1421 2 X - UAlb (mg/dl) 19 64,78 147,99 3,25 0,21 630 0-3

1,756 2,612 19 0,621 1,365 0,022 0,001 5,611 0-0,024

1030 11 .D. 26 1029 13 1026 1012 1058 N.D.

6,2 0,9 . 26 6,1 11 6 5 9 N.D

UPT dipstick (mg/di) 132 101 UPT dipstick (mg/d) 26 49 135 0 0 500 0

uPT (mg/dl)

uPT (mg/dl) 16 78,32 143,38 251 6,1 564,7] N.D.

UCrea (mg/dl) UCrea (mg/dl) 16 173,36 102,31 151,88 23,22 3474 N.D.

Gruppo 120
Gruppo 720

upC UPC 16 0,7 12 0,2 0,1 3,6 0-04

uAlb (mg/dl) , - uAlb (mg/dl) 14 35,51 106,09 14 0,1 397,7| 0-3

UAC UAC 13 0,281 0,718 0,01 0,002 2,494 0-0,024

Tabella 30 Risultati di alcuni parametri selezionati dall'igaurinaria allammissione e nelle nove
categorie di follow up nella popolazione di studiocorso di leishmaniosi (USQurine specific
gravity, uPT: proteine totali urinarie; uCrea: creatinurénaria; uAlb: albumina urinaria; UP@rine
protein to creatinine ratipUAC: urine albumin to creatinine ratid\N.D.: non disponibile).
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Parametro Media Mediana Parametro Numero casi  Media Mediana
cas| standarc minimo  massim«  riferimento standarc minimo massim¢ riferimento

[«) Fibrinogeno (g/l) 48 4,53 1,71 4,25 0,57 8,98 1,45-38 § Fibrinogeno (g/l) 2,47 4,67 2,85 7,74 1,45-3,945

o

g D-Dimeri (pg/ml) 60 1,14 4,55 0,28 0,01 34,61 0-0,26 g D-Dimeri (pg/ml) 3,34 0,40 0,04 8,51 0-0,26|
=

m o

90 Antitrombina I (%) 60 91 22 91 45 148 105 - 166 (__I) Antitrombina Il (%) 32 98 7 140 105 - 16§

8 Fibrinogeno (g/l) 17 517 1,92 5,16 1,85 7,98 1,45- 3,8 8 Fibrinogeno (g/l) 2,12 3,49 2,58 8,28 1,45-3,96
—

o

[= D-Dimeri (pg/ml) 22 0,27 0,24 0,26 0,01 1,03 0-0,26 g D-Dimeri (pg/ml) 2,43 0,06 0,03 6,58 0 - 0,26|

S =

- (=]

[OF Antitrombina Il (¥ 19 96 20 98 59 134 105 - 166 6 Antitrombina Il (%) 21 115 87 141 105 - 16

8 Fibrinogeno (g/l) 3 3,63 2,28 4,51 1,05 5,34 1,45 - 3,8 8 Fibrinogeno (g/l) 2,19 2,95 2,56 7,15 1,45-3,86
(52}

o

[=§ D-Dimeri (ng/ml) 4 0,30 0,22 0,25 0,1 0,59 0-0,26 g D-Dimeri (pg/ml) 1,85 0,36 0,03 5,14 0 - 0,26|

S =

- o

[O] Antitrombina Il (%) 3 101 25 87 85 130 105 - 166 6 Antitrombina Il (%) 28 94 71 130 105 - 166}
[=]

8 Fibrinogeno (g/l) 2 5,35 1,77 5,35 4,09 6,6 1,45-38 c’! Fibrinogeno (g/l) 2,0365 5,34 3.9 6,78 1,45-3,45

o

f=§ D-Dimeri (ng/mi) 7 0,24 0,15 0,28 0,06 0,43 0-0,26 g D-Dimeri (pg/ml) 8,1148 0,38 0,27 14,3 0-0,24

5 =

= o

[G] Antitrombina Il (%) 6 120 28 130 74 144 105 - 166 6 Antitrombina Il (%) 10,6066 72,5 65 80 105 - 16/

o

ﬁ Fibrinogeno (g/l) 1,45 - 3,8

g D-Dimeri (pg/ml) 3 0,49 0,26 0,53 0,21 0,72 0-0,26

o

'6 Antitrombina Il (% 2 88 17 88 76 100 105 - 166

Numero

Deviazione

Valore

Valore

Intervallo di

Deviazione

Valore

Valore Intervallo di

Tabella 31 Risultati di alcuni parametri selezionati dal fimfcoagulativo allammissione e nelle
nove categorie di follow up nella popolazione didsd in corso di leishmaniosi (nel gruppo follow up
giorno 540 non era disponibile nessun profilo cdatipo; N.D.: non disponibile).

parametro Numero Media Deviazione Mediana \/al.me \/alo.le In.(er?lallo di [Ey—— Numero Deviazione Mediana \/al.me Valore Intervallo di
casi standard minimo _massimo _riferimento casi standard minimo _massimo _riferimento
Proteine totali (g/d) 5,60 - 7,9 Proteine totali (g/dl) 9 7,92 1,18 8,02 6,14 9,50 5,60 - 7,9
Albumina (g/d) 2,80 - 3,7 Albumina (g/dl) 9 38,55 13,48 41,50 14,70 57,60 2,80-3,7p
Albumina (%) N.D. Albumina (%) 9 2,95 0,85 3,08 1,33 3,85 N.D.
a-1 globuline (g/dl) a-1 globuline (g/d) 9 341 1,00 3,00 2,30 5,00 0,10- 0,3
a-1 globuline (%) a-1 globuline (%) 9 027 0,07 0,26 0,15 0,38 N.D.
(@8 o-2 globuline (g/d) a-2 globuline (g/d) 9 13,70 3,68 14,40 9,30 18,80 0,40 - 0,9
g a-2 globuline (%) a-2 globuline (%) 9 1,07 0,26 0,94 0,74 1,42 N.D.
(0] -1 globuline (g/dl) B-1 globuline (g/d) 9 7,20 1,78 7,68 4,10 8,80 0,63- 1,0
B-1 globuline (%) N.D. B-1 globuline (%) 9 0,57 0,15 0,61 0,29 0,73 N.D.
B-2 globuline (g/d) 0,35 - 0,8 B-2 globuline (g/d) 9 9,48 113 9,90 7,00 10,80 0,35 - 0,8
-2 globuline (%) N.D. -2 globuline (%) 9 075 011 075 0,59 0,90 N.D.
v-globuline (g/dl) y-globuline (g/dl) 9 27,68 16,24 24,52 8,00 55,10 0,42-07]
y-globuline (%) N.D. v-globuline (%) 9 2,32 1,58 2,10 0,52 5,00 N.D.
Proteine totali (g/dl) 5,60 - 7,94 Proteine totali (g/dl) 6 7,26 114 7,30 533 8,53 5,60 - 7,9
Albumina (g/d) 2,80- 37 Albumina (g/dl) 6 35,77 6,67 38,00 25,40 43,50 2,80 - 3,7|
Albumina (%) N.D. Albumina (%) 6 2,55 0,39 2,64 2,08 3,05 N.D.
a-1 globuline (g/dl) 0,10- 0,3 a-1 globuline (g/d) 6 4,03 2,25 4,00 0,80 7,70 0,10- 0,3
a-1 globuline (%) N.D. a-1 globuline (%) 6 0,30 018 0,32 0,06 058 N.D.
% @-2 globuline (g/dl) a @-2 globuline (g/d) 6 16,75 2,87 15,95 14,40 22,40 0,40 - 0,9)
g a-2 globuline (%) E a-2 globuline (%) 6 1,19 0,07 1,21 1,07 1,26 N.D.
[Of} -1 globuline (g/d) '8 -1 globuline (g/d) 6 9,77 2,36 9,05 7,40 13,90 0,63 - 1,0
B-1 globuline (%) -1 globuline (%) 6 0,70 013 0,70 0,51 0,90 N.D.
-2 globuline (g/dl) B-2 globuline (g/d) 6 11,75 338 12,30 7,80 15,50| 0,35-0,8f
-2 globuline (%) -2 globuline (%) 6 0,87 032 0,95 0,44 1,27 N.D.
v-globuline (g/dl) v-globuline (g/dl) 6 21,03 9,09 22,35 12,10 32,40 0,42-0,7]
v-globuline (%) N.D. v-globuline (%) 6 1,65 0,84 1,63 0,69 2,76 N.D.
Proteine totali (g/dl) 5,60 - 7,9 Proteine totali (g/dl) 6 7,67 1,50 7,04 6,51 10,31 5,60 - 7,9
Albumina (g/d) 2,80 - 3,7| Albumina (g/dl) 6 33,31 15,24 37,15 15,00 50,10} 2,80-3,7p
Albumina (%) N.D. Albumina (%) 6 2,47 112 2,44 113 4,26 N.D.
a-1 globuline (g/d) 0,10 - 0,3t a-1 globuline (g/d) 6 4,50 333 3,39 1,10 9,80 0,10 - 0,3t
a-1 globuline (%) N.D. a-1 globuline (%) 6 032 0,20 0,26 0,08 0,64 N.D.
8 @-2 globuline (g/dl) § @-2 globuline (g/d) 6 13,33 317 12,62 10,00 18,30| 0,40 - 0,9)
E a-2 globuline (%) N.D. E a-2 globuline (%) 6 1,00 018 1,04 0,70 1,21 N.D.
[GR 5-1 globuline (g/dl) 0,63 - 1,0 '8 B-1 globuline (g/d) 6 9,77 4,59 7,40 6,20 15,80 0,63- 1,0
B-1 globuline (%) N.D. B-1 globuline (%) 6 0,72 0,26 0,66 0,41 1,04 N.D.
B-2 globuline (g/d) B-2 globuline (g/d) 6 11,39 6,34 9,86 5,70 23,70 0,35 - 0,8
-2 globuline (%) N.D. -2 globuline (%) 6 0,85 0,46 071 0,53 1,76 N.D.
v-globuline (g/dl) 0,42-0,7 v-globuline (g/dl) 6 27,73 18,76 19,50 10,80 59,90 0,42-0,7B
y-globuline (%) N.D. v-globuline (%) 6 231 2,05 1,46 0,70 6,18 N.D.
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Numero Deviazione
Media

casi standard

Valore
minimo

Parametro Mediana

Proteine totali (g/dl)

Valore
massimo

Intervallo di
riferimento

Albumina (g/dl)

Albumina (%)

-1 globuline (g/d)

-1 globuline (%)

a-2 globuline (g/d)

-2 globuline (%)

Giorno 180

B-1 globuline (g/d)

Giorno 540

B-1 globuline (%)

B-2 globuline (g/d)

B-2 globuline (¢

y-globuline (g/d))

y-globuline (%)

Proteine totali (g/dl)

Albumina (g/dl)

Albumina (%)

-1 globuline (g/d)

a-1 globuline (¢

-2 globuline (g/d)

a-2 globuline (¢

$-1 globuline (g/d)

Giorno 360

B-1 globuline (%)

B-2 globuline (g/d)

B-2 globuline (%)

y-globuline (g/dl)

y-globuline (%)

Giorno 720

Numero
casi

Valore
minimo

Valore
massimo

Intervallo di
riferimento

Deviazione

Parametro
standard

Mediana

Proteine totali (g/d)

Albumina (g/d)

Albumina (%)

«-1 globuline (g/dl)

a-1 globuline (%)

a-2 globuline (g/d)

-2 globuline (%)

B-1 globuline (g/d)

-1 globuline (%) 5 0,68 0,29 0,72 0,39 1,05 N.D.
B-2 globuline (g/dl) 5 9,94 243 9,90 6,60 12,90 0,35- 0,8
B-2 globuline (%) 5 0,71 0,30 0,555 045 1,18 N.D.
v-globuline (g/d) 5 22,30 12,85 16,90 11,20 43,90| 0,42-0,7]
y-globuline (%) 5 1,66 1,35 118 0,69 4,03 N.D.
Proteine totali (g/dl) 5 6,52 0,98 6,27 5,20 7,80 5,60- 7,9
Albumina (g/d) 5 48,03 477 48,43 43,10 53,90 2,80-3,7|
Albumina (% ) 5 313 0,57 322 224 3,78 N.D.
«-1 globuline (g/dl) 5 4,79 2,49 4,10 2,30 8,64 0,10-0,3!
o-1 globuline (%) 5 0,32 0,20 0,26 0,16 0,67 N.D.
-2 globuline (g/d) 5 15,20 3,70 16,80 8,72 17,70 0,40-09
o-2 globuline (%) 5 0,97 0,19 0,98 0,68 1,21 N.D.
-1 globuline (g/d) 5 12,38 3,80 11,50 9,00 18,88 0,63-10
B-1 globuline (%) 5 0,82 0,37 0,66 0,56 147 N.D.
B-2 globuline (g/dl) 4 11,13 2,80 11,05 8,20 14,20 0,35-0,8f
-2 globuline (%) 5 0,55 0,36 0,59 0,00 1,00 N.D.
y-globuline (g/dl) 5 10,71 2,99 10,30 7,50 15,33 0,42-0,7]
y-globuline (%) 5 0,72 0,31 0,65 0,46 1,20 N.D.

Tabella 32 Risultati dei parametri dell’elettroforesi sieria’ammissione e nelle nove categorie di
follow up della popolazione di studio in corso&ishmaniosi (N.D.: non disponibile).

Di seguito vengono rappresentati, in graiox-and-whiskersl confronto della distribuzione

dei parametri clinico-patologici allammissione ella nove categorie di follow up della

popolazione di studio in corso di leishmaniosi.

Distribuzione ematocrito ammissione e follow up

(P <0,0001)
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Figura 44 Confronto della distribuzione dei valori di emait (555 valori totali) ed eritrociti (556
valori totali) allammissione e nei gruppi di folloup della popolazione di studio in corso di
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento; *: £0,05).
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Distribuzione emoglobina ammissione e follow up Distribuzione leucociti ammissione e follow up

* (P <0,0001) 70000 =

]

o 1 v

Jo9ges | -
- | L ;

N
N
rrrriri

o
LI

- 50000 |-
ﬁ 40000 |-

30000 =

Emoglobina (gr%)
Leucociti (WBC/mm 3)

—— o8

o 20000 =

10000 =

rrrrrrrrrrrra

O=NWH OO ~N®O

w
o

o o
T 1 .3

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0E 1 1 1 1 1 1

0 30 60 20 120 150 180 360 540 720 0 120 150 180 360 540 720

Gruppi follow up (giorni) Gruppi follow up (giorni)

S
ob o 2%e <«
2k }ﬂ]—| oo 4 «

o+ HI

Figura 45 Confronto della distribuzione dei valori di emdagjloa (556 valori totali) e leucociti (555
valori totali) allammissione e nei gruppi di folloup della popolazione di studio in corso di
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento; *: £0,05).

Distribuzione volume corpuscolare medio ammissione e follow up Distribuzione conc globinica ¢ colare media issi e follow up
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Figura 46 Confronto della distribuzione dei valori di MCValume corpuscolare medio, 556 valori
totali) e MCHC (concentrazione emoglobinica cormlae media, 556 valori totali) al’lammissione e
nei gruppi di follow up della popolazione di studio corso di leishmaniosi (I.R.: intervallo di

riferimento; *: P < 0,05).

Distribuzione piastrine ammissione e follow up
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I I% I:—:' leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimen:
200000t | J l * P <0,05).
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Creatinina (mg/dl)

Distribuzione creatinina ammissione e follow up
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Figura 48 Confronto della distribuzione dei valori di credtia (586 valori totali) ed urea (555 valori
totali) all'ammissione e nei gruppi di follow up Idepopolazione di studio in corso di leishmaniosi
(I.LR.: intervallo di riferimento).
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Distribuzione albumina ammissione e follow up

55

50

45k

40}

(P<0,0001)

35

30

25

20

20 120 150 180 360
Gruppi follow up (giorni)

540

720

Figura 49 Confronto della distribuzione dei valori di proteitotali (568 valori totali) ed albumina
(570 valori totali) sieriche allammissione e neuppi di follow up della popolazione di studio in
corso di leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferime; *: P < 0,05).
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Figura 50 Confronto della distribuzione ¢
valori del rapporto albumina/globuline (&
valori totali) allammissione e nei gruppi
follow up della popolazione di studio in co
di leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimen
* P <0,05).
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Distribuzione globuline ammissione e follow up
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i o * (P <0,0001) 1B . (P=0,0421)
= . | X 12| [ .
L o
14 Mne I_I_\ r—l—\
12 (é; 10 u b 4
9

10 = @ = v i
= - = sk
§ —_ v Y v ; i
2 s} ° e 'F
3 v 3 sl v o
-3 I v ° L
O 6 o o é}) é@ 2 osh o

L 4 o
41 3 ‘_
i P LI =l 550
1=
I o | i — ek é S
oF ] . 1 1 I 1 1 1 L 1 o T 1 1 1 1 1 1 1 1
0 30 60 90 120 150 180 360 540 720 0 30 60 90 120 150 180 360 540 720
Gruppi follow up (giorni) Gruppi follow up (giorni)

Figura 51 Confronto della distribuzione dei valori di glomd totali (560 valori totali) g-globuline
(157 valori totali) al'ammissione e nei gruppi fdilow up della popolazione di studio in corso di
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento; *: £0,05).
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Distribuzione aspartato aminotransferasi ammissione e follow up
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Figura 52 Confronto della distribuzione dei valori di alaniaminotransferasi (553 valori totali) e
aspartato aminotransferasi (551 valori totali) aatimissione e nei gruppi di follow up della
popolazione di studio in corso di leishmaniosi (liRtervallo di riferimento; *: P < 0,05).
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Figura 53 Confronto della distribuzione dei val
di fosfatasi alcalina (533 valori tote
allammissione e nei gruppi di follow up de
popolazione di studio in corso di leishmaniosi 1
intervallo di riferimento; *: P < 0,05).
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Distribuzione bilirubina totale ammissione e follow up
Distribuzione colesterolo ammissione e follow up
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Figura 54 Confronto della distribuzione dei valori di colesilo (337 valori totali) e bilirubina totale
(332 valori totali) all'ammissione e nei gruppi fdilow up della popolazione di studio in corso di
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento; *: £0,05).
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Figura 55 Confronto della distribuzione dei valori di fosfo(353 valori totali) e calcio (331 valori
totali) all'ammissione e nei gruppi di follow upl@epopolazione di studio in corso di leishmaniosi
(ILR.: intervallo di riferimento; *: P < 0,05).
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Figura 57 Confronto della distribuzione dei valori di sodi®44 valori totali) e cloro (174 valori
totali) all'ammissione e nei gruppi di follow up l@epopolazione di studio in corso di leishmaniosi
(I.LR.: intervallo di riferimento; *: P < 0,05).
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Figura 58 Confronto della distribuzione dei valori di fertotale (122 valori totali) e di transferrina
(119 valori totali) all'ammissione e nei gruppi fdilow up della popolazione di studio in corso di
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento).
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Figura 58 Confronto della distribuzione ¢
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Distribuzione USG ammissione e follow up
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Figura 60 Confronto della distribuzione dei valori di peguwesifico (437 valori totali) e pH (437
valori totali) urinari allammissione e nei grupgi follow up della popolazione di studio in corso d
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento).
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Figura 61 Confronto della distribuzione dei valori di proteitotali urinarie al dipstick (440 valori
totali) e proteine totali urinarie (324 valori thfaal’ammissione e nei gruppi di follow up della
popolazione di studio in corso di leishmaniosi (liRtervallo di riferimento; *; P < 0,05).
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Distribuzione creatinina urinaria ammissione e follow up Distribuzione albumina urinaria ammissione ¢ follow up
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Figura 62 Confronto della distribuzione dei valori di credtia urinaria (324 valori totali) e albumina
urinaria (262 valori totali) all’'ammissione e neiugpi di follow up della popolazione di studio in
corso di leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferim; *: P < 0,05).
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Figura 63 Confronto della distribuzione dei valori di UPQ@valori totali) e UAC (260 valori totali)
allammissione e nei gruppi di follow up della pdgoone di studio in corso di leishmaniosi (I.R.:
intervallo di riferimento; la linea blu indica ilalore cut off di UPC per definire una proteinurig n
range nefrosico; *: P < 0,05).
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Distribuzione fibrinogeno ammissione e follow up

Figura 64 Confronto della distribuzione
valori di fibrinogeno (87 wvalori tota
allammissione e nei gruppi di follow up de
popolazione di studio in corso di leishman
(LR.: intervallo di riferimento; valori nc

disponibili per il gruppo 540).

Figura 65 Confronto della distribuzione dei val
dei D-dimeri (119 valori totali) all’lammissione
nei gruppi di followup della popolazione di stut
in corso di leishmaniosi (I.R.: intervallo

riferimento; valori non disponibili per il grup
540).

Figura 66 Confronto della distribuzione ¢
valori di antitrombina 1ll (106 valori tota
allammissione e nei gruppi di follow up de
popolazione di studio in corso di leishman
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Distribuzione a1-globuline ammissione e follow up Distribuzione a2-globuline ammissione e follow up
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Figura 67 Confronto della distribuzione dei valori di-globuline (160 valori totali) @2-globuline
(160 valori totali) all'ammissione e nei gruppi fdillow up della popolazione di studio in corso di
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento).

Distribuzione B1-globuline ammissione e follow up Distribuzione $2-globuline ammissione e follow up
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Figura 68 Confronto della distribuzione dei valori gli-globuline (160 valori totali) §2-globuline
(160 valori totali) al'ammissione e nei gruppi fdilow up della popolazione di studio in corso di
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento).

12.6 Risultati dell’analisi statistica univariata dell&opravvivenza

Per analizzare statisticamente l'effetto di ciasparametro sulla base del rapporto di rischio

(hazard ratig, e stata eseguita una regressione univari@@ax (proportional hazards

regression utilizzando come endpoint 360 e 720 giorni datifaissione. | valori di tale
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analisi che sono risultati statisticamente sigatfid (P < 0,05), sono riportati ifiabella 28e

di seguito rappresentati graficamente.

Endpoint 360 Endpoint 720

Parametro c':lrjr?;?;r: HR. colnnf:jre\;az”ao(gls% P Parametro c':lrjr?;?;r: HR. CO:}:SZT;”;(‘;;%
Creatinina 1,4072 1,2482 - 1,586% < 0,0QeiEE(pilpF= 51 1,6042 1,2960 - 1,9854 < 0,04o1
Urea 1,0081 1,0050 - 1,0111 < 0,0(@gel{el(s} 45 1,2757 1,1489 - 1,4164 < 0,0do1
Fosforo 1,2800 1,1560 - 1,4174 < O0,0Q=leje=tR]le] 49 4,0597 1,9419 - 8,4873 < 0,0do1
Potassio 3,4786 1,9474 - 6,2139 50 1,0130 1,0073 - 1,0187 < 0,0do1
uPT dipstick 1,0042 1,0022 - 1,0062 0,00fez\lele] 44 0,3751 0,2214 - 0,6357 0,0041
Albumina 0,2948 0,1479 - 0,587 [eel8] Albumina 49 0,2507 0,1163 - 0,5404  0,00Q2
USG 0,9432 0,9050 - 0,983 uPT dipstick 42 1,0036 1,0016 - 1,005¢ 0,0048

0,9872 0,9783 - 0,996 50 1,0001 1,0000 - 1,0002 0,0016

0,0496 0,0044 - 0,561 28 0,9875 0,9789 - 0,9962 0,0047

0,6281 0,4685 - 0,842 42 0,9523 0,9165 - 0,9894  0,0046

1,0116 1,0046 - 1,018 48 0,0508 0,0038 - 0,6717 0,00840

0,9910 0,9833 - 0,998 36 0,9901 0,9822 - 0,998 0,0099

1,0001 1,0000 - 1,000 50 0,9456 0,9029 - 0,990% 0,0142

1,2343 1,0678 - 1,426 36 1,0865 1,0265 - 1,1499 0,0142
Colesterolo 1,0041 1,0011 - 1,007 49 1,0100 1,0030 - 1,017 0,0145
UALB 1,0031 1,0006 - 1,005 49 0,8557 0,7462 - 0,9812 0,0244
uPT 1,0012 1,0002 - 1,002 29 1,2060 1,0462 - 1,3901 0,0343
Hct 0,9540 0,9140 - 0,995 50 0,8978 0,8123 - 0,9922 0,0337
UPC 49 1,0734 1,0138 - 1,136% 0,04p1

71 0,8981 0,8108 - 0,9949 0,04p6
70 0,8711 0,7711 - 0,997Y 0,04p5

Tabella 33 Regressione univariatagx proportional hazards regressipooon endpoint 360 giorné
720 giorni (H.R.: hazard ratio; Hct: ematocrito;:Himoglobina; MCV: volume corpuscolare medio;
WBC: leucociti; AST: aspartato aminotransferasi; GA/ rapporto albumina/globuline; TIBC:
transferrina; USGurine specific gravity uPT: proteine totali urinarie; uCrea: creatinimanaria;
uAlb: albumina urinaria; UPCQurine protein to creatinine ratioUAC: urine albumin to creatinine
ratio).
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Figura 69 Rappresentazione della regressione univariata deatinina sierica (72
dell'urea (68 campioni) nell’analisi statistica cendpoint 360 giorni.
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Figura 70 Rappresentazione della regressione univariatéodfdro (61 campioni) e del potassio (68
campioni) nell’analisi statistica con endpoint 360rni.
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Figura 71 Rappresentazione della regressione univariata gediteine totali al dipstick urinario (59
campioni) e dell'albumina sierica (67 campioni)lta@alisi statistica con endpoint 360 giorni.
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Figura 72 Rappresentazione della regressione univariatpel specifico urinario (59 campioni) e
della transferrina (34 campioni) nell'analisi stéitta con endpoint 360 giorni.
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Figura 73 Rappresentazione della regressione univariata ragborto albumina/globuline (66
campioni) e del calcio (60 campioni) nell'analigtsstica con endpoint 360 giorni.
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Figura 74 Rappresentazione della regressione univariata’agiefirtato aminotransferasi (70
campioni) e della creatinina urinaria (49 campio@)’analisi statistica con endpoint 360 giorni.
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Figura 75 Rappresentazione della regressione univariatéedeociti (71 campioni) e dellUAC (42
campioni) nell’analisi statistica con endpoint 360rni.
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Figura 76 Rappresentazione della regressione univariata abdésterolo (62 campioni)
dell'albumina urinaria (42 campioni) nell’analisagistica con endpoint 360 giorni.
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Figura 77 Rappresentazione della regressione univariata getiteine totali urinarie (49 camiponi) e
dell’ematocrito (71 campioni) nell'analisi stattsdi con endpoint 360.
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Figura 78 Rappresentazione della regressione univariatdUgll (49 campioni) e del volume
corpuscolare medio (71 campioni) nell’analisi stiéda con endpoint 360 giorni.
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Figura 79 Rappresentazione della regress

univariata

dell’emoglobina

(70

campia

nell’analisi statistica con endpoint 360 giorni.
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Figura 80 Rappresentazione della regressione univariata dedatinina sierica (51 campioni

dell'urea (50 campioni) nell'analisi statistica cendpoint 720 giorni
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Figura 81 Rappresentazione della regressione univariatéodfdro (45 campioni) e del potassio (49
campioni) nell’analisi statistica con endpoint Z20rni.
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Figura 82 Rappresentazione della regressione univariatecalelo (44 campioni) e dell’albumina

sierica (49 campioni) nell'analisi statistica cardpoint 720 giorni.
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Figura 83 Rappresentazione della regressione univariate gediteine totali al dipstick urinario (42
campioni) e dei leucociti (50 campioni) nell’anafiatistica con endpoint 720 giorni.
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Figura 84 Rappresentazione della regressione univariata tl@hsferrina (28 campioni) e del peso
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Figura 85 Rappresentazione della regressione univariata radgborto albumina/globuline (48
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campioni) e della creatinina urinaria (36 campia@)’analisi statistica con endpoint 720 giorni.
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Figura 86 Rappresentazione della regressione univariatéedetocrito (50 campioni) e dellUPC
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Figura 87 Rappresentazione della regressione univariata’'asiiirtato aminotransferasi (49
campioni) e del’emoglobina (49 campioni) nell’asastatistica con endpoint 720 giorni.
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Figura 88 Rappresentazione della regressione univariatdUde€ll (29 campioni) e del volume
corpuscolare medio (50 campioni) nell’analisi stéta con endpoint 720 giorni.
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7.7 Risultati dell’analisi statistica multivariata della sopravvivenza

| valori risultati statisticamente significativi lanalisi univariata sono stati
messi in relazione mediante regressione logistitiaaando il metodastepwise
raggruppati prima in emocromocitometricbapella 34), biochimica sierica
(Tabella 35, analisi urinaria Tabella 36) e successivamente confrontati tutti
insieme Tabella 37). Questa tecnica statistica e utile per I'analisi problemi

in cui ci sono una o piu variabili indipendenti aheterminano butcome

Emocromocitometrico

Numero Intervallo di Diagnosi
campioni o confidenza (95%) corretta (%)

Hct 0,8964 - 0,9360 < 0,001

Parametro

Tabella 34 Regressione logistica multivariata con metoskepwise dei parametri dell’esame
emocromocitometrico risultati statisticamente digativi all’analisi univariata (O.R.: odds ratibict:
ematocrito).

Biochimica sierica
Numero Intervallo di Diagnosi
campioni o confidenza (95%) corretta (%)

Creatinina 1,1365 - 1,6740

Parametro

AIG 117 0,0819 0,0089 - 0,7575 80,34 0,00p1

Tabella 35 Regressione logistica multivariata con metatiepwisedei parametri della biochimica
sierica risultati statisticamente significativi 'alialisi univariata (O.R.: odds ratio; A/G: rapport
albumina/globuline).
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Analisi urinaria
Intervallo di Diagnosi
confidenza (95%) corretta (%)

0,8707 - 0,9530 <0,0001

Numero

Parametro .
campioni

UsG

1,0026 - 1,0060 < 0,0(#)Ol

uAlb

Tabella 36 Regressione logistica multivariata con metstiEpwisedei parametri dell’analisi urinaria
risultati statisticamente significativi all'analiginivariata (O.R.: odds ratio; USQGirine specific

gravity; uAlb: albumina urinaria).

Numero Intervallo di Diagnosi
confidenza (95%) corretta (%)

1,0016 - 1,6667

Parametro

campioni

Creatinina

Tabella 37 Analisi multivariata mediante regressione logetimon metodcstepwisedei parametri
totali risultati statisticamente significativi ahalisi univariata (O.R.: odds ratio).

Intervallo di
confidenza (95%)
0,716 - 0,784 < 0,0001

Numero

Variabile L.
campioni

Creatinina
Tabella 38 Analisi sulla sopravvivenza mediante curva di RQ@€reiver operating characteristic)
della creatinina in funzione dell'outcome (AUC: anender curve).

Curva di ROC - Creatinina

100 =

80 =

Sensitivity: 68.9
Specificity: 80,7
Criterion: > 1.37

Sensitivity

40 60 80 100
100-Specificity

Figura 89 Curva di ROC (receiver operating characteristad)ed

creatinina in funzione dell'outcome per I'analigilld sopravvivenza.
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12.7 7.8 Risultati dell'analisi statistica sullUPC
Di seguito vengono riportati i risultati dell’ansili statistica eseguita sui valori di UPC

confrontati per dati accoppiati nel periodo didel up.

Numero casi
stabili

Numero casi
in aumento

A (%)
incremento

Gruppo Numero Numero casiin A (%)
follow up casi decremento decremento

30 68 41 29,¢ 15 31,¢ 13
60 61 36 36,7 13 47,1 12
90 55 217 40,¢ 17 53,€ 11
49 21 42, 16 1111 12
40 18 43,5 12 135,¢ 1C
41 23 46, 11 168,< 7
36 19 49,7 11 125,< 6
24 15 47,1 4 214.¢ 5
13 6 32,¢ 1 14,c 6

Tabella 39Riassunto dellandamento dei valori di UPC neti@gazione di studio (187 casi) in corso
di leishmaniosi.

Comparazione UPC ammissione e gruppi follow up
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Figura 90 Comparazione dellUPC (387 valori totali) fra anssibne e gruppi di follow up nella popolazione di
studio (187 casi) in corso di leishmaniosi (I.Rtervallo di riferimento; la linea blu indica il ae cut off di
UPC per definire una proteinuria nel range nefasicP < 0,05).
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“omparazione UPC ammissione e gruppi follow up fra vivi e morti
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Figura 91 Comparazione del’UPC (387 valori totali) all’amssione e nei gruppi di follow up sulla
base dell'outcome (mediana nel grafico a barre dianeel grafico a linee) nella popolazione di studi
(187 casi) in corso di leishmaniosi (I.R.: intetgali riferimento; la linea nera indica il valoretooff
di UPC per definire una proteinuria nel range retra; * * *8 *1% P < 0,05; #*3*4*5 %6 %9 p <

0,01).
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Figura 92 Comparazione del’UPC (387 valori totali) all’amssione e nei gruppi di follow up sulla
base del trattamento effettuato (mediana nel graficbarre e media nel grafico a linee) nella
popolazione di studio (187 casi) in corso di leighinsi (I.R.: intervallo di riferimento; la lineaera
indica il valore cut off di UPC per definire unapeinuria nel range nefrosicd;*? *3** *° +7 +8 x10. p

<0,01; **% P <0,05).
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12.8 7.9 Risultati dell'analisi statistica sul’lUAC

Di seguito vengono riportati i risultati dell’ansili statistica eseguita sui valori di UAC

confrontati per dati accoppiati nel periodo didel up.

Gruppo
follow up
3C
60
9C

Numero Numero casiin
decrement

casl

INCD)

decrement

Numero casi
in aumentc

A (%)
incrementc

Numero casi
stabili

57 27 26,€ 23 161¢ 7
53 26 39,1 22 2697,3 5
48 22 4C 23 3581, 4
47 22 45,6 22 5309,9 3
38 19 44 16 8621 3
37 18 45,2 16 984¢ 3
31 17 57,z 12 180¢ 2
18 9 48,2 7 473,< 2
9 4 63 5 268,1 0

Tabella 40Riassunto dellandamento dei valori di UAC neltpplazione di studio (187 casi) in
corso di leishmaniosi.
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Figura 93 Comparazione dellUAC (339 valori totali) fra ammsisne
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leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento).
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Comparazione UAC ammissione e gruppi follow up fra vivi e morti Comparazione UAC ammissione e gruppi follow up fra vivi e morti
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Figura 94 Comparazione del’lUAC (339 valori totali) al’amssione e nei gruppi di follow up sulla
base dell'outcome (mediana nel grafico a barre dianeel grafico a linee) nella popolazione di studi
(187 casi) in corso di leishmaniosi (I.R.: intetwali riferimento; # *%*3x* > 6«7 x8 p < 0 01; #: p

< 0,05).
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Figura 95 Comparazione dellUAC (339 valori totali) all'amssione e nei gruppi di follow up sulla
base del trattamento effettuato (mediana nel graficbarre e media nel grafico a linee) nella
popolazione di studio (187 casi) in corso di leighiosi (I.R.: intervallo di riferimento;
*1’*2’*3’*4’*5’*5’*7: P < 0,05)
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12.9 Risultati dell'analisi statistica sulla creatinina
Di seguito vengono riportati i risultati dell’ansilistatistica eseguita sui valori di creatinina

confrontati per dati accoppiati nel periodo didel up.

Gruppo Numero Numero casi A (%) Numero casi A (%) Numero casi
follow up casi  in decremento decrementa in aumento incremento stabili
3C
60
9C

Tabella 41 Riassunto dell’landamento dei valori di creatiniiedla popolazione di studio (187 casi) in
corso di leishmaniosi.

Comparazione creatinina ammissione e gruppi follow up
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Figura 96 Comparazione della creatinina (633 valori total) &ammissione
gruppi di follow up nella popolaziee di studio (187 casi) in corso
leishmaniosi (I.R.: intervallo di riferimento; *: £0,05).
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Creatinina (mg/dl)

Comparazione creatinina ammissione e gruppi follow up fra vivie morti
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Figura 97 Comparazione della creatinina (633 valori totallammissione e nei gruppi di follow up
sulla base dell'outcome (mediana nel grafico aebarmedia nel grafico a linee) nella popolazione di
studio (187 casi) in corso di leishmaniosi (I.Rtervallo di riferimento; ****% P < 0,01).
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Figura 98 Comparazione della creatinina (663 valori totallammissione e nei gruppi di follow up
sulla base del trattamento effettuato (medianagrefico a barre e media nel grafico a linee) nella
popolazione di studio (187 casi) in corso di leighinsi (I.R.: intervallo di riferimento; % *% P <
0,05).
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12.10 Risultati sui pazienti leishmaniotici affetti dairsdrome nefrosica

| pazienti affetti da leishmaniosi complicata dadsome nefrosica sono risultati essere 10. Al
momento della diagnosi, questi pazienti hanno ptease almeno tre dei quattri segni clinici e
clinico-patologici che contraddistingono la sindemefrosica (UPC > 2,5; albumina sierica <
2,5 g/dl; colesterolemia > 350 mg/dl; comparsa diémei e versamenti). Nell&abella 42

vengono riportati i valori dei principali paramdaboratoristici valutati all’ammissione.

Caso Tgmpo di . Eta (mesi) Albumina  Colesterolo Creatinina ) AG y-globuline
sopravvivenza (giorn (g/dI) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
1 103 55 13,1 9,2 1,64 216 10,26 26,7 0,34 N.D.
2 20 70 4,5 1,3 1,3 268 0,68 39,5 0,21 1,77
3 300 86 22,9 10,76 2,54 227 4,48 40,9 0,38 2,18
4 729 87 6,2 0,01 1,23 218 1,29 31,9 0,52 N.D.
5 43 50 8,1 6,7 2,42 163 9,13 39,7 0,64 1,91
6 55 57 9,7 5,8 1,62 N.D. 3,56 12,3 0,47 N.D.
7 777 104 2,2 0,05 2,34 N.D. 1,15 45 0,54 N.D.
8 124 61 8,3 5,9 2,14 286 1,18 44,4 0,42 N.D.
9 1 34 16 6,23 0,85 481 4,21 23,4 0,28 N.D.
10 180 124 2,8 0,21 0,93 413 0,43 22,5 0,23 N.D.

Tabella 42Resoconto delle alterazioni clinico-patologictseontrate allammissione nei 10 cani
affetti da leishmaniosi complicata da sindrome @stra. (N.D.: non disponibile; Hct: ematocrito;
A/G: rapporto albumina/globuline).
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13.DISCUSSIONE

Il presente studio sperimentale €& frutto di un’snaéseguita su 136 casi
abbinata ad una valutazione prospettica su 31reasblti durante il periodo
dell'internato svolto nella sezione di medicinaemmia della facolta di Medicina
Veterinaria dell’Alma Mater Studiorum — UniversidaBologna per un totale di
167 pazienti. L’indagine svolta ha permesso dingte una casistica numerosa
ed una consistente quantita di dati rispetto alsetatura consultata, ma ha
presentato alcuni limiti. Quest'ultimi si possonassumere in: cartelle cliniche
a volte incomplete; mancanza di dati clinico-pagatdo o matrici organiche
stoccate per i casi antecedenti il 2005; perditafa®w up dei casi riferiti in
struttura da colleghi esterni per consulenza; didplia di dati completi
(comprendenti anche le metodiche di piu recentmduoizione come CRP e
UAC) solo dal 2006; presentazione di casi con arema trattamenti effettuati
prima dellammissione in clinica; impossibilita dionoscere precisamente
I'anamnesi di alcuni pazienti provenienti da caeilo sequestrati ed in seguito
condotti a visita. Infine, le limitazioni econome&Ehmposte dai proprietari per
I'esecuzione del protocollo diagnostico non haneim@e permesso di ottenere
dati clinici e clinico-patologici completi. Oltre@o, in alcuni casi, nonostante si
sia cercato di standardizzare i tempi dei follow(apn una tolleranza di £ 15
giorni dal’'ammissione fino al gruppo di follow worrispondente a 6 mesi e di
+ 90 giorni dal gruppo di follow up corrispondergd un anno fino al termine
dello studio), i controlli seriali a cui il caneséato sottoposto sono stati limitati
dalla disponibilita (economica e non) del proprieta

La leishmaniosi € una patologia che puo provocam@unodepressione e puo
essere associata alla comparsa di altre patologie tgo
iImmunomediato/autoimmune come Ehrlichiosi, Bor®lid.eptospirosi, Lupus

Eritematoso Sistemico, Babesiosi, Hepatozoonofayiési o alla comparsa di
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malattie concomitanti come ad esempio infezioniedele urinarie, piodermiti,
polmoniti, gastroenteriti etc (Baneth e Solano-&gdl, 2012). Queste patologie
pOSsSoONo avere una sintomatologia in parte sovrapi®illa leishmaniosi e da
un punto di vista diagnostico la distinzione traesflultime e la leishmaniosi
stessa a volte risulta complessa. Un esempio frégueella pratica clinica e
rappresentato dall’Ehrlichiosi o dalle malattie castmuni (LES, poliartrite
autoimmune) le quali, oltre ad avere una sintonogial comune, si possono
presentare con positivita anticorpali (IFI, ANA4{)lesnei pazienti con
leishmaniosi. Ad oggi, tuttavia, non é ben chiagdadi positivita siano I'esito di
cross-reazioni o dell’effettiva compresenza delidattie. Per questi motivi sono
stati esclusi dallo studio i pazienti la cui sineiplogia non era attribuibile con
certezza alla leishmaniosi e questo criterio dezdehe puo aver escluso cani
effettivamente infetti (sottostimando la prevaledeia malattia), ma dal punto
di vista statistico ha permesso un’analisi piu etbar e veritiera Analogamente,
un altro problema poteva essere rappresentato daltzinazione per la
leishmaniosi che, da quanto attualmente e noto dgrafia CaniLeish Virbac,
2012) (Javier Morenet al, 2012), potrebbe portare ad una positivita sigiok

a basso titolo. Nella popolazione oggetto dellaistuuttavia non era presente
nessun paziente vaccinato poiché al momento lanaone non e una pratica
frequente nella nostra realta clinica.

La prevalenza della malattia nella popolazionetudili® € stimata essere 1,6%.
Tale dato risulta essere lievemente inferiore ttsp@ quanto riportato in
letteratura (dal 2 al 40% nel bacino del meditex;gn(G.S.L.C., 2007). Il dato
riportato deve essere inteso esclusivamente comestuna in quanto il presente
lavoro non e strutturato come uno studio epidergiotm Tuttavia € evidente
come la prevalenza della malattia nel bacino derafiza dell’ospedale
veterinario sia bassa. E' necessario ricordarel'eiselusione di pazienti con
patologie immunomediate/autoimmuni concomitanti ia@tosnatologia non

certamente riferibile alla leishmaniosi potrebbeerawomportato anche la
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mancata inclusione di pazienti leishmaniotici coonseguente possibile
sottostima della prevalenza.

Nella popolazione di studio il titolo anticorpaldl’immunofluorescenza
indiretta era disponibile per 144 pazienti. La maggarte di questi casi
presentava un elevato titolo anticorpale con mediah280, nella maggior parte
dei casi associato a sintomi clinici riferibili @shmaniosi. Dei 144 pazienti, 19
soggetti (13,2%) presentavano una positivita sigiioh a “basso titolo”, cioe
inferiore a 1:320. Per questi pazienti era tuttalrsgponibile, dal punto di vista
diagnostico, la citologia, la quale ha permesseuitienziare la presenza della
forma amastigote dieishmania spplLe motivazioni di questi risultati possono
essere ricondotte all'inclusione di soggetti precgedmente trattati, ma non
negativizzati dal punto di vista citologico, olmefatto che, come e riportato in
letteratura, non esiste sempre una correlazione tifcdo anticorpale e
sintomatologia clinica (Ferregt al, 1995). Come riportato in precedenza, in
nessun soggetto incluso nella popolazione di staditata riportata in anamnesi
la vaccinazione per la leishmaniosi e quindi e jiss escludere il
coinvolgimento di quest’ultima nei pazienti a “basolo” anticorpale.

Nella nostra popolazione di studio, la distribuBodell’eta dei pazienti ha
mostrato una notevole variabilita, includendo sdiygaolto giovani (6 mesi) ed
alcuni soggetti anziani (168 mesi), la cui mediandsultata essere di 60 mesi.
Si sono registrati due picchi: un primo fra 24 er3ési ed un secondo, meno
evidente, a 96 mesi. Questi risultati si mostram@acordo con la letteratura,
nella quale viene riportata la presenza di un palcdi sotto dei 3 anni ed un
secondo picco tra gli 8 ed i 10 anni (Alvatr al, 2004) (G.S.L.C., 2007)
(Solano-Gallegoet al, 2011). La popolazione inclusa in questo studio é
composta prevalentemente da maschi (68%), di cé5% interi ed il 3%
castrati. Tale dato conferma una prevalenza maggier la malattia nel sesso
maschile, come riportato anche in letteratura (GG, 2007). | cani meticci

rappresentano la maggioranza dei pazienti inclugjuesti studio, ma le razze
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maggiormente rappresentate (con frequenza dal 3%8odlsono state Boxer,
Dobermann Pinscher, Labrador, Pastore Tedesco, idaneiStaffordshire e
Setter Inglese, in linea con quanto descritto ittefatura (G.S.L.C., 2007)
(Solano-Gallegeet al, 2011) (Baneth e Solano-Gallego, 2012). Questitas
tuttavia dovrebbero essere confrontati con la diffte di queste razze sul
territorio italiano.

| segni clinici riscontrati allammissione e maggrente rappresentati (> 5%)
nella nostra realta clinica sono stati dermatopfiao), linfoadenomegalia
(30%), dimagramento (17%), poliuria/polidipsia (16%depressione del
sensorio/abbattimento (12%), anoressia/disore$&i®), vomito/diarrea (11%),
astenia/debolezza (10%) e pallore delle mucose .(3%l) risultati si sono
mostrati in parziale accordo con quanto riportatéetteratura, in quanto alcuni
segni clinici come la poliuria/polidipsia sono fisti sovrarappresentati (in
letteratura 10%) mentre altri segni clinici comdcogrifosi, epistassi, lesioni
oculari ed epato-splenomegalia, da noi poco rapptas (< 5%), in letteratura
sono riportati con una frequenza maggiore (6 - 3@2dyar et al, 2004)
(Banethet al, 2008) (Baneth e Solano-Gallego, 2012).

La maggior frequenza della poliuria/polidipsiagviata nel nostro studio, puo
essere giustificata dal fatto che i pazienti poravisita, a volte, erano casi
riferiti da colleghi per una consulenza, cani gaitati 0 comunque soggetti che
gia da tempo erano affetti da leishmaniosi. A cadslla presenza da lungo
tempo del danno renale provocato dalla leishmanlosstadio della malattia
renale cronica nella popolazione di studio pudltase piu avanzato rispetto a
guanto riportato in letteratura.

Le alterazioni clinico-patologiche riscontrate affimissione con maggiore
frequenza e di particolare interesse ai fini digjodavoro sono rappresentate
dai parametri riguardanti la proteinuria. L’'UPC gmate in 70% dei casi,
sottolinea I'elevata percentuale di pazienti leiahmatici nefropatici con danno

glomerulare. Questo dato risulta sovrarappresentgietto a quanto descritto in
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letteratura (Baneth e Solano-Gallego, 2012). Pantquriguarda la prevalenza
dell’alouminuria (UAC), risultata essere nella magbopolazione del 78%, non
sono riportati dati analoghi in letteratura. Apparametri di particolare interesse,
inclusi nel profilo protidemico, sono: ipoalbumin@n{66%), iperglobulinemia
(75%) e riduzione del rapporto albumina/globulibd%) che si dimostrano in
linea con quanto affermato in letteratura (Banetlbaano-Gallego, 2012).
L’iperazotemia si € presentata nel 22% dei paziestiltando in accordo con
quanto riferito in letteratura, mentre la leucope(il4%), la trombocitopenia
(21%) e 'anemia, manifestata da una bassa corazoitie emoglobinica (41%),
risultano sottorappresentati se confrontati conati diportati in letteratura
(Baneth e Solano-Gallego, 2012).

Nella popolazione di studio si € osservato che (%7di pazienti risulta
proteinurico (UPC> 0,5) ed il 30% non proteinurico (UPC < 0,5). Quésini,
erano per il 27% albuminurici (UAC > 0,024) e pei78% non albuminurici
(UAC < 0,024), evidenziando come l'albuminuria possa resgen marker
precoce di danno glomerulare. Allo stesso tempgteesina parte di pazienti (6%
circa) proteinurici, ma non albuminurici. Questsuttato permette di ipotizzare
che la proteinuria possa essere I'esito di un danbolare o tubulo-interstiziale
poiché questi stessi pazienti presentano un aumeetbUPC di grado
lieve/moderato (UPC < 2), in assenza di albuminunifatti, come € riportato in
letteratura, circa un terzo dei pazienti presentanefropatia tubulo interstiziale
(Zatelli et al, 2003). Altro riscontro importante nella nostrappl@azione di
studio é la presenza di una rilevante percentuiaf@zienti (38%) presentanti
una proteinuria di grave entita (UPC > 2,5), déiiei nel range nefrosico.
L’attenzione dello studio si e focalizzata su qupatienti che, come descritto
in letteratura (Klostermaret al, 2011), presentano una progressione della
malattia renale cronica (CKD) piu rapida ed unaosimatologia clinica piu
grave rispetto a soggetti presentanti una protandr grado lieve o non

proteinurici.

Dott.ssa Russo Samanta Pag. 144



La Leishmaniosi e il danno rene| 2013

Dall’analisi statistica in cui sono confrontati atd clinico-patologici rilevati al
momento del’ammissione con quelli ottenuti duraihfellow up, si e ricavato

il tempo impiegato da queste alterazioni per mostrana variazione
statisticamente significativa dall’ammissione, el&d tempo necessario affinche
tali alterazioni rientrino nell’intervallo di rifemento Figure da 24 a 48. Per
guanto riguarda I'ematocrito, 'emoglobina e glitrerciti (parametri clinico-
patologici la cui diminuzione ha indicato la prexzuli anemia in piu della meta
della popolazione all’'ammissione) nei gruppi didal up da 90 a 720 giorni si e
registrato una miglioramento statisticamente sigaiifvo (P < 0,05) rispetto al
gruppo delllammissione, mentre la mediana dellaofagione € rientrata
nell'intervallo di riferimento a 60 giorni dallaalynosi/inizio della terapia.

| risultati dei parametri renali alla biochimicasca riportano cha la creatinina e
'urea non mostrano nei gruppi di follow up var@z statisticamente
significative rispetto allammissione e la mediagella popolazione si trova
all'interno dell'intervallo di riferimento in tutti gruppi, anche se un numero
elevato di pazienti (25% dei soggetti con un valarediano di creatinina
corrispondente a 3,05) presenta una grave iperamtéer quanto riguarda il
fosforo i gruppi ai giorni 90, 180, 360 e 540 hammostrato una riduzione
statisticamente significativa (P < 0,05) dallamsnige e la mediana della
popolazione € risultata all'interno 'intervallo dierimento in tutti i gruppi.

Dai parametri del profilo protidemico sierico srikvato che, le proteine totali
hanno mostrato una variazione statisticamente fagtiva (P < 0,05) rispetto
allammissione nei gruppi 180, 360, 540 e 720 mé&liana della popolazione &
risultata all'interno dell’intervallo di riferimentin tutti i gruppi. L'aloumina ha
mostrato una variazione statisticamente signifieatP < 0,05) dall’ammissione
nei gruppi 90, 120, 150, 180, 360, 540, 720 e ldiama della popolazione &
risultata nell'intervallo di riferimento a 90 giarmlalla diagnosi/inizio della
terapia, risolvendo la condizione dipoalbuminemiall rapporto

albumina/globuline ha mostrato una miglioramengtisicamente significativo
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(P < 0,05) dallammissione (dove si € presentatottd) nei gruppi 60, 90, 120,
150, 180, 360, 540, 720 e la mediana della popmiazie risultata essere
nell'intervallo di riferimento a 60 giorni dallaatynosi/inizio della terapia. Le
globuline hanno mostrato una riduzione statistigameignificativa (P < 0,05)
dallammissione nei gruppi 180 e 720 e la mediagllagopolazione ¢ rientrata
nell’intervallo di riferimento a 720 giorni. |l pfilo protidemico tende a
normalizzarsi nella maggior parte della popolazi@euartili) tra i 150 e 180
giorni dall'inizio del trattamento. Nonostante gioe¢e y-globuline tendono a
rimanere alte fino a quasi la fine dello studioQ{forni). Il tempo nettamente
piu lungo, impiegato dalley-globuline per rientrare nellintervallo di
riferimento, puo essere attribuito alla necessitaird tempo maggiore per la
soppressione o riduzione dellimponente rispostaorahe indotta dalla
leishmaniosi.

Dal punto di vista della proteinuria, 'UPC mostnaa riduzione statisticamente
significativa rispetto allammissione nei gruppidl&860, 540 e 720 e la mediana
della popolazione risulta essere all'interno del€rvallo di riferimento
(risultando non proteinurico o borderline proteina) a 150 giorni. L'UAC non
presenta variazioni statisticamente significativei mruppi di follow up
dallammissione, ma una sua riduzione che portaddiana della popolazione
all'interno dell'intervallo di riferimento e ossealile a 150 giorni. Combinando
questi risultati con quelli ottenuti dall’analigiasisticaFriedman(Tabelle 34-

35 e Figure 70 - 73) e possibile ricavare che le variazioni statistieate
significative (P < 0,05) rispetto al’ammissionevarificano non prima dei 90
giorni. Nonostante cio, alcuni pazienti potrebberostrare una riduzione della
proteinuria prima di questo valooait off mentre altri potrebbero non mostrare
mai un miglioramento della proteinuria nel corsdadmro vita, anche a seguito
del trattamento. In conclusione, si puo affermare @ mancata risposta alla
riduzione della proteinuria prima di 90 giorni n@m necessariamente da

associare ad una mancata risposta terapeuticéelngil sottolinea I'importanza
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di oggettivare la causa di questa proteinuria eiségd alla tipologia del danno
renale in corso mediante l'ausilio di metodichegdiastiche come la biopsia
renale.

Alla luce di questi risultati ci si € posti il prigma di stabilire quali siano le
variabili che posseggano un indice di predittiatatisticamente significativo in
funzione dellbutcome Dall’analisi statistica univariata eseguita azkndo una
cox proportional hazards regression interessante notare come i parametri
renali (creatinina, urea e fosforo) siano risul&ttisticamente significativi in
funzione dellbutcome in particolar modo i pazienti presentanti ipetanua
risultano mostrare un 50% di rischio in piu di progi infausta. Il potassio si &
dimostrato fortemente associato cavukcome infatti i pazienti iperpotassiemici
allammissione risultano essere esposti ad un ioseh volte maggiore di
prognosi infausta. Anche [Iipoalbuminemia ha mdstraun incremento
statisticamente significativo di 4 volte del riszhdi morte e la riduzione del
rapporto albumina/globuline di 20 volte. Per quae riguarda la proteinuria,
'aumento del’lUPC e dellUAC e risultato statistimente significativo, con un
incremento del 20% di prognosi infausta. L'analsdatistica multivariata,
eseguita mediante regressione logistica, ha coafermpuanto gia dimostrato
con l'univariata e cioé che 'aumento della creatne lo stato iperazotemico
concomitante e strettamente connesso con una Eogfausta aumentando del
30% il rischio di morte. Da quest’analisi, si deducome un aumento della
creatinemia e della proteinuria, oltre ad una riole dell'albuminemia, siano
associate ad rischio di morte maggiore. Inoltrgjlta interessante notare come
I'alterazione di questi parametri sia alla basdadelalattia glomerulare e della
sindrome nefrosica, una complicazione della nefiapearatterizzata da un
tempo di sopravvivenza inferiore rispetto ai pazieafropatici non nefrosici.
L’'analisi statistica eseguita sull’lUPC per dati @mgiati, ha evidenziato come |
pazienti deceduti presentino una proteinuria negeanefrosico, nettamente piu

alta rispetta a quella rilevata nei soggetti cheraavivono e che non si riduce
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nemmeno in seguito al trattamento. | pazienti cbpras/vivono hanno una
proteinuria che risponde al trattamento e chedsice progressivamente, a tal
punto che a 60 giorni dalla diagnosi/inizio de#eapia il valore mediano risulta
essere all'interno dell’intervallo di riferimentBer quanto riguarda i trattamenti,
e evidente come i pazienti trattati c@lucantime abbiano presentato una
maggiore riduzione dellUPC (la cui mediana e tmtd essere all'interno
dell'intervallo di riferimento a 30 giorni) al camtrio di quelli trattati con
Milteforan che hanno presentato in tutti i gruppi di follow upa proteinuria
grave (quasi sempre nel range nefrosico). Inoltre,quelli trattati con
Milteforan, dopo un’iniziale miglioramento € comparso un pegamento a 360
giorni dall'inizio delle terapia. Questo risultgi@ro puo essere correlato al fatto
che i pazienti a cui veniva proposto il trattameco Milteforan, grazie alla sua
minore nefrotossicita, erano quelli che allamnos& si presentavano
iperazotemici e quindi ad uno stadio piu avanzatitadmnalattia renale cronica
(stadio IRIS 2,3,4 della CKD).

L’'analisi statistica sullUAC per dati accoppialtia sottolineato cio che e stato
dimostrato con 'UPC, cioe che i soggetti decetlatino presentato un valore di
UAC nettamente piu elevato rispetto ai soggettraoygssuti ed addirittura che
tende a peggiorare nel tempo. Nei soggetti decedenidente un miglioramento
dellUAC a 360 giorni, dall'inizio della terapiahe pero e imputabile al netto
peggioramento dello stato iperazotemico manifestigli stessi pazienti e
quindi alla riduzione del numero di nefroni funzaoi. Come per 'UPC, anche
nellUAC il miglioramento risulta piu evidente nepazienti trattati con
Glucantime (la cui mediana del valore risulta essere nedéiwvallo di
riferimento a 150 giorni) rispetto a quelli trattedn Milteforan.

L’'analisi statistica sulla creatinina, per dati @ggiati, ha sottolineato quanto gia
dimostrato con I'analisi statistica multivariateciee la presenza di una stretta
correlazione fra lo stato iperazotemico e il riscti morte. | soggetti deceduti

sono risultati sempre iperazotemici in tutti grudpfollow up con un riduzione
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graduale del valore iniziale di creatinina fino &0lgiorni, attribuibile alla
stabilizzazione del paziente, seguito da un impdetpeggioramento dello stato
Iperazotemico indice della progressione della mialaenale cronica (CKD). |
pazienti sopravvissuti si Sono presentati invecepse normoazotemici.

In conclusione € possibile affermare che la leighiog nel cane € una patologia
relativamente frequente nella nostra realta cli@czhe presenta caratteristiche
cliniche e clinico-patologiche in accordo con quariportato in letteratura. Il
coinvolgimento renale in seguito al danno glomeriatubulo-interstizale e le
conseguenze sistemiche che ne derivano possone ggsdominanti a livello
clinico e laboratoristico, anche se tutti i canfetif da leishmaniosi non
necessariamente presentano un danno renale. Laagdel quadro clinico
appare associata in maniera significativa anchenditia della risposta umorale
dovuta all'inflammatoria sistemica cronica e allamparsa di complicazioni
conseguenti alla malattia glomerulare come la simér nefrosica. | risultati
ottenuti da questo studio sperimentale evidenziamportanza di ottenere una
diagnosi precoce di leishmaniosi al fine di limg#gde complicazioni indotte da
guesta patologia che possono peggiorangtt¢ome Inoltre € importante stadiare
correttamente il paziente al fine di mettere i alttprotocollo terapeutico piu
adatto. Questa affermazione si basa sulla dimoestrazche i pazienti
presentanti allammissione proteinuria ed iperantiesono associati ad una
prognosi piu sfavorevole e che l'attuazione ditefyge terapeutiche mirate a
ridurre queste complicanze possano essere assadiat@a riduzione del rischio
di morte. Il ricorso ai trattamenti per la leishnwsn si sono dimostrati essere
efficaci al fine di migliorare la proteinuria e $bato iperazotemico dei pazienti,
tranne in quei soggetti in cui la malattia renaleneca, per lo stadio avanzato in
Ccui si presentava (stadio 3 e 4 IRIS), non ha pssmena miglioramento clinico
o clinico-patologico. In futuro risultera utile doontare questi dati clinico-
patologici con i risultati ottenuti da uno studimgpettico al fine di valutare la

reale efficacia dei trattamenti.
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