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LA LEISHMANIOSI CANINA

La Leishmaniosi canina (Caniheishmaniasis, CL§ una patologia a carattere zoonosico causatarda va
specie del generkeishmania,trasmessa da piccoli insetti ematofagi del ger@8egentomya, Warileya,
Brumptomya, Lutzomya Phlebotomus:questi ultimi sono i soli responsabili della makthelle zone

endemiche del bacino del Mediterraneo (de Andr2d@7).

- Flebotomo -

Il parassita del genere Leishmania € un protozooegilulare, appartenente al phyl@arcomastigophora,
classeZoomastigophoreagrdine Kinetoplastida,famiglia TripanosomatidaeEsistono numerose specie e
sottospecie indistinguibili fra di loro morfologitente e differenziabili solo per le caratteristiche
biochimiche (pattern immunoenzimatici, analisi dd€DNA mitocondriale), immunologiche ed

epidemiologiche (Pampiglione e Canestri Trotti, @99

In particolare, le specie presenti in Europa eBaslino del Mediterraneo sonolainfantum, L. tropica L.
mayor; nel resto del Mondo, risultano diffuse donovani(Africa, Asia e Russia) &. braziliensise L.

mexicana/America Latina).



In Italia, lo zimodemaesponsabile della CL e di quella umanaMahntpellier 1(MON1) (Gradoni, 1989) e,
talvolta, il MON72 (quest'ultimo, isolato soprattutto da animali proimti da alcuni comuni dell’area

vesuviana).

La Leishmania ha un ciclo vitale digenetico, chespnta tre forme principali: amastigote, promastigo
paramastigote, differenziabili per morfologia e pagii con la cellula ospite ed ospite. L’amastigatbe
infetta i vertebrati localizzandosi all'interno tekellule macrofagiche del sistema reticolo-eniifilte ha
forma ovoidale o tonda ed e privo di flagello;pitomastigote,che € rinvenuto in sede extracellulare
nell'apparato stomatodeale dell’'ospite invertebraim forma allungata e presenta flagellipdramastigote
ha morfologia intermedia rispetto alle precedeaétiextracellulare ed infetta faringe, piloro ed iléegli
invertebrati. Il ciclo biologico della Leishmanialhospite vettore si completa in tempi variabikh d (.
mexicana)a 20 giorni (L.infantum).L’amastigote, presente nei macrofagi dell’ospitérdgkévo, introdotto
con il pasto di sangue, si libera e cambia in psiigate in circa 24-48 ore dal pasto stesso. | psiigoti
replicano e colonizzano lintestino medio e, dop@i8rni, dall'introduzione nell'ospite intermediaj
trasformano in paramastigoti: questi si moltipliegrer scissione binaria dando luogo a promastsgstipre
piu piccoli e molto mobili (promastigotinetaciclici) che migrano nella sezione anteriore grazie a stimol
chemio tattici e colonizzano la proboscide deiar@tDa qui vengono poi iniettati in sede cutanefancute
dell’'ospite quando il flebotomo compie un nuovo tpasSolo i promastigoti metaciclici sono capaci di
trasferire l'infezione ai vertebrati. Nel nuovo depsi comportano da parassiti intracellulari obti:
vengono fagocitati dalle cellule del sistema rdteendoteliale, perdono il flagello e riprendonoskato di
amastigote e, dopo intensa moltiplicazione persgmi® binaria, fuoriescono dai macrofagi a segdéta
rottura della membrana di questi. A questo puntocgdono con linfezione di altre cellule del smte

reticolo-endoteliale (Pampiglione e Canestri Troft990).
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skin
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-Trasmissione del parassita -

-Forme amasti gote all'interno di un macrofago-

La CL puo essere considerata una patologia ubiipiitassendo diffusa sia nel Vecchio che nel Nuovo
Mondo. | paesi europei maggiormente colpiti soringiypalmente quelli che si affacciano sul Meditega,

in particolare Spagna, Italia, Francia, Malta, GrecPortogallo. In Italia la patologia é diffusaduasi tutta

la fascia costiera ed ad ovest della dorsale appieanfino ad altitudini di 500-600 metri. Le regi piu
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colpite sono al centro-sud, quindi Campania, C#@algicilia, Sardegna, Lazio, Toscana, specialmealie

aree rurali e periurbane.

La CL riconosce ospiti intermedi, occasionali e imigfi. L'ospite definitivo, principale serbatoio
epidemiologico, € il cane. Diversi studi hanno détnato che le razze piu sensibili sono Beagle, Boxe
Dobermann, Cocker, Spinone, Pastore tedesco. Hémzia € minore nei soggetti di taglia piccola e cio
sembra essere in relazione all’habitat strettamdabeestico, quindi alla minore possibilita di cdtaara
vettore ed ospite, specialmente nelle ore nottuBnao piu frequentemente colpiti i cani adulti (&fhi, con
limiti da 1 ad 11 anni), mentre negli anziani lss&m incidenza e legata alla ridotta aspettativatdidei
soggetti infetti. Altri ospiti serbatoio sembranssere il ratto nero, la volpe, il lupo e lo scidzaelle aree
rurali dell’Asia Centrale, lo scoiattolo (Koutinas al., 2004) e, in alcune regioni dell’Estremodbte e

dell’Africa orientale, 'uomo.

Gli ospiti occasionalsono rappresentati da vertebrati che non hanno rmbemiologico nella diffusione
della malattia: canidi selvatici, gatti, roditosigmini. Il vettore non ha preferenze su dove aftett il pasto
di sangue, quindi I'incidenza della malattia dipersblo dalla disponibilita di soggetti sensibililaezona
infetta (Maroli, 2005). Solo gli appartenenti alttegenereLarroussiussono sensibili all'infezione da.
infantume possono trasmettere il parassita (Gradoni, 1989)pspiti con infezione clinicamente manifesta
sembrano presentare una carica parassitaria cupneslevata rispetto ai soggetti oligosintomatmn

conseguente potenziale infettivo maggiore nei amtidei flebotomi (Travi et al., 2001).

Il flebotomo punge l'ospite di preferenza nelle eoglabre, ovvero dorso del tartufo ed interno del
padiglione auricolare: tali zone presentano, dltresa temperatura piu bassa rispetto agli alistreliti
corporei. La saliva inoculata contiene sostanzéaimi che inibiscono la coagulazione ed ostacolEno
naturale azione difensiva immunitaria, mentre fesgumo la vasodilatazione (Day et al., 2004): imiado
vengono a determinarsi locali microemorragie e iozzoruriginose. Oltre alla saliva, vengono inatil
anche i promastigoti metaciclici, i quali, dopo désione ai recettori di membrana dei monociti
[principalmente quelli per le frazionCR1 e CR3 del complemento ed i recettorhannosio-fucosio
(Brittingham et al., 1999), vengono fagocitati dedliddette cellule (Santos-Gomes et al., 2000)fadexciti,

nel giro di 2-5 giorni, si ha la trasformazione adastigoti, resistenti all'azione litica e che siltiplicano
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per scissione binaria.

La resistenza della Leishmania nell’organismo @espipende da diversi fattori protettivi. Innanzitytla
membrana dei promastigoti € ricoperta da un gligmedormato da glicoproteine, quallipofosfoglicanied

la gp 63, che rappresentano un importante mezzo di resisteeza&onfronti dell’attivita immunitaria. |
lipofosfoglicani, oltre a proteggere il parassitdle idrolasi e dai radicali dell'ossigeno dell'dsp hanno la
capacita di attivare il complemento fissando laifrae C3, in modo da facilitare la fagocitosi e quindi
ridurre la permanenza nell’ambiente extracellulateye sono presenti anticorpi e complemento attivo.
Inoltre, all'interno della cellula macrofagica,ipdfosfoglicani ritardano la fusione tra fagosomésesoma

ed inibiscono il burst ossidativo,inattivando la p-galattosidasi lisosomialee la proteinchinasi C

(Brandonisio et al., 1996).

La gp 63 & unaincometalloproteinasche inattiva gli enzimi proteolitici ed impedisca dlegradazione
fagolisosomiale; inoltre, la sua interazione comecettori per la fibronectina permette la fagogitos

macrofagica (Brittingham, 1999).

La forma amastigote resiste meglio all'aggressimmamatica ed all’'ambiente acido, perché sulla nramd
presente una pompa H+-ATPasica, che espelle irdad citoplasma del parassita; 'amastigote s
anche deiglicosfingolipidi ad azione protettiva e, inoltre, & dotatocditalasi, superossido-dismutasi
glutatione per ossidasiche neutralizzano gli enzimi ossidativi. Infinejnd®a che I'amastigote elimini

localmente una sostanza ad azione antienzimagt@fdttore escretore.

Amastigoti e promastigoti sono in grado di oppaigi anticorpi sierici specifici agganciandoli maatie gli
antigeni di superficie e poi eliminandoli sottorfa di immunocomplessi ed hanno la capacita di titci®,

con un turnover breve (3,5-4 ore), gli antigeniatngerduti.

La cute € il sito primario di infezione e la seddl@ sviluppo della flogosi a carattere granulorsatassume
I'aspetto di una piccola papilla eritematosa e iginosa (lesione primaria). Sembra che la regiaievolta

sia il derma, non essendo possibile la localizzezidel parassita al di sopra della giunzione dermo-
epidermica. | parassiti possono rimanere localizzdivello cutaneo (forma cutanea), oppure guadagn

una diffusione sistemica ad opera del sistemaaletiendoteliale, con interessamento del midolloeoss
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fegato, milza, linfonodi e sottomucosa intestinfierma viscerale). La disseminazione sistemicaadell
Leishmania € mediata dalla migrazione verso i fiofti dei macrofagi parassitati (Santos-Gomes et al.
2000). Queste cellule, unitamente alle cellule dénbde ed ai cheratinociti, assumono la funzione d

presentare I'antigene (Antigétresenting Cell, APQii linfociti T helper.

E possibile assistere alla neutralizzazione isteatadel parassita se € attivata un’efficiente azidelle
cellule Natural Killer (NK), che distruggono il protozoo appena inoculdtisposta innata), ma piu
frequentemente si stabilisce un temporaneo stagguiiibrio tra agente infettivo e sistema immundain
cui la Leishmania e allstato latentee pronta a determinare malattia in corrispondenzalddell’efficienza

del sistema immunitario dell’ospite.

L'evoluzione dell'infezione e strettamente conneabkdipo di risposta immune innescata, in partioola
legata all'attivita delle popolazioni dinfociti T, CD4+ e/o CD8+, responsabili del riconoscimento ideg|

antigeni presentati dai macrofagi.

Nell’ambito della popolazione di linfociti CD4+, gconoscono due fenotipt: helper 1(Thl) eT helper 2
(Th2). Poiché la Leishmania e un parassita inthaleeé obbligato, la resistenza dell’ospite € inZwne
della presenza dellattivita di macrofagi maturiin®lati dalle citochine di tipo 1 ed in particadar
dall’Interferoney (IFN-y). | Thl, producendo IL-2, IL-12, IFN-e TNF+#, determinano lo sviluppo di una
risposta cellulo-mediataitotossica protettiva nei confronti del parassitan minima parte, di un’immunita
umorale, rappresentata da una ristretta classeg@j tHi conseguenza, si assistera ad un’evoluzione

asintomatica dell’infezione e titoli anticorpalidsh

| Th2, invece, producono IL-4, IL-5, IL-6, IL-10L.413, B cell stimulating facto(BSF) -1, con stimolazione
di una risposta umorale (differenziazione dei lgitioB e produzione di anticorpi IgG, IgE ed IgApm
protettiva, perché prodotti da macrofagi immatugom ridotto potenziale antiparassitario; in quesdso,
quindi, saranno evidenti i segni clinici della ntiiég nonostante gli alti titoli anticorpali (Dag004). Infatti,
sembra che I'lL-3 promuova la cronicizzazione delddologia, mentre I'lL-4 faciliti la moltiplicazite del

parassita e determini una rapida crescita dellaiesseguente la puntura del flebotomo.

| fattori che inducono una risposta prevalentemdiite o Th2 non sono del tutto conosciuti: nella giag
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parte dei casi possono essere formulate solo igeltesi. Alcuni fattori dipendono dall’'ospite, altmvece

dal parassita e dalla sua attivita.

Nell'ospite, l'attivazione della risposta Thl digkndall’lL-12: infatti, la prevalente produzione tle
citochina da parte delle APC (soprattutslule di Langheransjlopo l'interazione con il parassita, favorisce
lo sviluppo dei linfociti Thl; al contrario, I'elabazione in massima parte dell'lL-4, induce svipiopdel

fenotipo Th2.

Recentemente, tuttavia, & stata portata alla lmee seconda via di attivazione della risposta TH4-{F
dipendente. A determinare la produzione di f-Barebbero le citochine IL-27, IL-23, IFMB, in sinergia

con I'lL-18, oppure linfociti CD38+.

E stata ipotizzata una predisposizione geneticdifattriale che riconoscerebbe la presenza di stiigg
geneticamente resistenti e di altri geneticameatettivi. Esperimenti condotti su topi BALB/c (réina)
dimostrano che la predisposizione dipende dal leg@angli epitopi antigenici di Leishmania, in peolare

il LACK (Leishmania-Activate Kinase)ed una determinata popolazione di linfociti T CDhe esprime i
recettori \4-Va8; tale legame porta ad un’abnorme produzione @t B, dunque, allo sviluppo eccessivo
del clono linfocitario Th2, mentre la produziondlIdil2 da parte delle APC risulta assente od akeldlL-

4 inibisce la risposta all'lL-12 da parte dei presari delle cellule T CD4+ attraverso un meccanisino
feed-back negativo. Altri studi indicano che sae¥bbgeneticamente resistemtivitro i topi con pathway
citotossicoFas (recettoreFAS o recettore di morte FA® un recettore della membrana cellulare che, se
attivato da specifici ligandi induce apoptosi; ftpe della grande famiglia deecettori TNFRcaratterizzati
da un dominio di morte intracellulare) integro.skguito ad esperimenti sul genoma, si ipotizzangieani
sensibili sia significativamente maggiore I'epsiass dell'allele 145 del gene codificante per lalecola
NRAMP1,sostanza coinvolta nell’attivazione macrofagicaekaontrollo della replicazione parassitaria nel
fagosoma (Day, 2004). Studi sulla popolazione caminBrasile hanno suggerito una correlazione dra |
sensibilita e la presenza dell’allele DLA-DRB1*0I560ei geni codificanti per iComplesso Maggiore di

Istocompatibilita classe IMHC 1) (Day, 2004).

Di fondamentale importanza rusulta la storia chndel paziente infetto, poiché negli stati allergicha



attivazione degranulociti eosinofili,che stimolano soprattutto una risposta Th2; gti stanunodepressivi,
dovuti a radioterapie, chemioterapie, infezion&dhalichia, Babesia ed altri agenti patogeni, posstausare
unoswitchdella risposta immunitaria Thl a Th2, favorendodenparsa della malattia (Ferrer, 2004). Non di

rado, la CL si associa a malattie infettive qualjia citata Ehrlichiosi.

Per quanto riguarda i fattori dipendenti dall'atévparassitaria, la Leishmania agirebbe sullaesinti
citochine da parte del macrofago invaso con aziom@unomodulatrice a favore dei Th2; inoltre, il
sequestro degli antigeni del MHC Il nei vacuoligssitofori indurrebbe minore esposizione di memdbm@n

quindi, maggior attivazione dei linfociti Th2.

| lipofosfoglicani di membrana dei promastigoti agmo essere responsabili dell’elusione della zemne
di IL-12 e, quindi, della risposta cellulo-mediatafine, quantita elevate di parassiti indurrebberaggior

sviluppo dei linfociti Th2 indipendentemente dalla di infezione, dal tipo di patogeno e dall’'ogpit

Anche il vettore assume un ruolo di data importamzajuanto si ipotizza che i prodotti delle ghialed
salivari del flebotomo inibiscano I'IFN; I'IL-12 e I'INOS (induciblenitric oxide synthasekgssenziale per

la distruzione dei parassiti intracellulari, mergegnbra favoriscano la produzione di IL-4.

La Leishmania determina una continua sollecitazidalle cellule immuni competenti, con conseguente
squilibrio immunitario, caratterizzato da iperstiamone della risposta umorale ed anomalie di quell
cellulo-mediata. Di conseguenza, il soggetto infetiesentera disprotidemia, patologie da immunodessp

e da autoanticorpi, nonché immunodepressione.

La disprotidemia € conseguenza dell'iperproduzianéicorpale avviata dai linfociti B eccessivamente
stimolati dalle linfochine macrofagiche e dall'azé antigenica continua: si osservera, dunque, atomen
delley globuline di tipo policlonale e quindi inversiodel normale rapporto albumine/Globuline (v. n.: 1-
1.5) che va aggravandosi per il conseguente dapatice. La proliferazione eccessiva dei linfocitj B

insieme alllaumento degli eosinofili, plasmacellulmacrofagi ed istiociti, probabilmente € la causa
dell'iperplasia generalizzata dei tessuti linfofinfonodi, milza e, meno frequentemente, fegatpica di

guesta patologia (Day, 2004), ma anche della piodaali immunocomplessi ed autoanticorpi.
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La Leishmania aggancia gli anticorpi attraversadpp antigeni di membrana e li elimina sotto fordtia
immunocomplessi che, una volta in circolo, si d&po® sulle membrane basali in vari distretti oigan
rendendosi responsabili di vasculite, polmoniteristiziale, poliartrite, uveite, sinovite, emormagdisturbi
nervosi, ulcerazioni muco-cutanee, glomerulo refr{Day, 2004; Bonfanti e Zatelli, 2004), fino

all'insufficienza renale, prima causa di morte ckii leishmaniotici.

Probabilmente, in seguito a reazione crociatafitageni parassitari ed antigeself,sono prodotti anticorpi
responsabili di manifestazioni autoimmuni qualirareee trombocitopenia. Nel cane, sono stati eviddinz
anticorpi anti-nucleo (ANA), anti- muscolo lisci@nti-muscolo cardiaco ed anti-eritrociti ed e stato
dimostrato che, al pari di quanto accade nell’'uosomo presenti anche anticorpi anti-piastrine @aano

et al., 2006; Cortese et al., 2009, 2011).

Lo stato di immunodepressione favorisce l'instasirdr infezioni quali Ehrlichiosi, Demodicosi, Bahesi,
Emobartonellosi, Epatozoonosi e Dirofilariosi, dfezioni cutanee, di epatite cronica attiva e diegte
linfoplasmacellulare (Ciaramella et al., 1997; Egr2004). Piu rare risultano le associazioni ceopfasie

(linfoma multicentrico, emangiosarcoma) e con pag@ endocrine (ipotiroidismo) (Cortese et al., 999

La predisposizione alla diatesi emorragica (sopitatt sotto forma di epistassi) osservata nei cani
leishmaniotici ha come causa, oltre alle ulcerealata paraglobulinemia che pud interferire, imseée
all'uremia, con la polimerizzazione della fibrin@en la funzione dei trombociti. Un’altra ragioneopessere
rappresentata da trombocitopatia o trombocitopdaiautoanticorpi, da immunocomplessi (Margaritalgt

1998), da insufficienza nel midollo osseo o da sstjo splenico.

L'anemia si sviluppa come una conseguenza dell@mpiaritropoiesi midollare tipica della malattiacica
(Slappendel, 2002), ma pu0 essere aggravata desidexnorragica, da condizioni autoimmuni (anticorpi
anti-eritrociti) e da fenomeni immunomediati, camihuzione anticorpo-correlata della sopravvivedea
globuli rossi (accentuata attivitd emocatereticéderdpa sui globuli rossi opsonizzati). A latere,da
considerare anche il ruolo di radicali liberi net&rminare danno della membrana eritrocita riegrervdone
la demolizione da parte del sistema reticolo-eridd¢e Il decorso clinico della malattia e, in gesme

subacuto-cronico, ma nel circa 4% dei casi & piesdsservare una fase acuta con assenza di sintomi
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cutanei, comparsa di linfoadenomegalia generabzedebbre alta (40-40.5 °C), remittente od intdante,

che colpisce quasi esclusivamente i giovani o dtiggia debilitati.

Altri segni rilevabili nella fase acuta sono angias abbattimento, dimagrimento, enterite, ipesiste
paresi, paralisi, tremori diffusi (Ciaramella et, d997). La fase cronica si manifesta in meno5@8b dei
cani infetti (Oliva, 2004), con sintomi vaghi, m&ec divengono progressivamente piu decisi e gravi

(Ciaramella et al., 1997).

Nei cani malati, il polimorfismo sintomatologiconde, in taluni casi, la diagnosi clinica particat@nte
impegnativa. Infatti, accanto ai classici segni@li, quali linfoadenomegalia, splenomegalia, dereati
furfuracea, onicogrifosi, uveite, cheratite, blégrnegli ultimi anni sono stati descritti aspeitnici meno
comuni (che possono rappresentare, tra l'altrayniehe manifestazioni cliniche), quali, ad esempidlijti

(Ferrer et al., 1991), panoftalmiti (Ciaramellakf 1994), piogranulomi cutanei, artrosinovitioggiti.

Molti di questi segni si possono accompagnare @lsaamento: epistassi, ematuria, colite emorragica
(Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 199CI® (Font et al., 1994). Nei soggetti leishmaniiptie
anomalie della coagulazione si esprimono clinicamenn epistassi, ematuria, colite emorragica, rfearo
trombo embolici (Ferrer et al., 1991; Binhazim kf 8992; Font et al., 1994; Ciaramella et al., 2)9%.e
alterazioni emostatiche sono legate alla gravitasdgni clinici (Ciaramella et al., 2005). | mecisani
patogenetici alla base di tali alterazioni risutta@ssere molto complessi e non del tutto chiasti.e
supposto che nella prima fase, il parassita intecagdirettamente con le piastrine attraverso uccar@smo
chiamato “aderenza immune”, che porta alla formazidi ampi aggregati. Si riconosce anche la pdgaibi
che il danno indotto dai protozoi sui recettorindémbrana porti alla formazione di antigeni ricomatsc
come non-self e quindi all'attivazione di un processo immunomealigCiaramella et al., 2005). Di
conseguenza, la trombocitopenia e la trombocitagadirebbero essere causate dall’azione di autoapii
anti-membrana piastrinica (Terrazzano et al., 2@@tese et al., 2009, 2011), oppure dalla depwsizdi
immunocomplessi antigene-anticorpo circolanti afhepositandosi negli endoteli vasali e sulle memdran
piastriniche, avviano un processo emocoagulativomato (Margarito et al., 1998) od, ancora, essere

secondari sia a problemi immunomediati che a daenale e/o epatico (Ciaramella et al., 2005).
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Il danno renale potrebbe essere anche responsidite riduzione della piastrinopoiesi in quantot&tcs
osservato chein vitro, I'eritropoietina stimola anche la crescita dei MHKaif, 1993). La riduzione
dell'aggregazione piastrinica pud essere il rigaltdi anormalita biochimiche come l'aumento della
produzione di prostacicline e di ossido nitrico plarte degli endoteli dei vasi renali, che induce un
incremento di AMPc endopiastrinico e, quindi, uiduzione della reattivita trombocitica. Altre caudie
trombocitopenia e trombocitopatia possono essaraufficienza renale ed epatica, I'alterata mieiepp le
vasculiti sistemiche e/o la maggiore distruziorespinica, con aumento del sequestro splenico g8lagel,
2002; Day, 2004). Il riscontro di trombocitopertimmbocitopatia, incremento ddmpo di tromboplastina
parziale attivata(aPTT), deltempo di trombingTT) e deiprodotti di degradazione della fibrinéFDP),
indica che sia I'emostasi primaria che quella sdada che il processo di fibrinolisi sono coinvatigl
processo patogenetico di tale affezione (Font.etl8P3, 1994; Moreno, 1999). Inoltre e possibilevare
CID (per danno diretto del parassita a livello d@rtiale e/o alla precipitazione di immunocomplessila

parete dei vasi) e forme compensate di tale eveaignanimali sperimentalmente infetti (Font et 5994).
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INTRODUZIONE

Le caratteristiche cliniche della leishmaniosi c@anpossono ampiamente variare a seconda della
capacita della risposta immunitaria dell’ospite aintrollare la replicazione del parassita,

determinando stati di malattia sub-clinica/asintboaafino alla malattia conclamata (Reis et al.,

2009)

- Cani naturalmente infetti da L. infantum, marcatamente sintomatici -
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Diversi Autori hanno dimostrato che i cani affetta leishmaniosi clinicamente manifesta
presentano una risposta immunitaria, di tipo pevi@mente umorale, non protettiva (Th2), mentre
i cani infetti che non sviluppano segni clinici dhialattia, mostrano una risposta immunitaria
preferenzialmente pro-inflammatoria e protettivda XY (Pinelli et al.,, 1994, 1999; Ferrer et al.,
2002; Chamizo et al., 2005). Inoltre, la caratmaione del profilo immunologico in cani con
infezione da.. infantumeé stata considerata come un elemento di primampitanza per stabilire
la prognosi e valutare la risposta al trattameatapeutico (Papadogiannakis et al., 2009).

In letteratura sono state riportate molteplici &aioni dei livelli di linfociti e della loro efficaia
funzionale in cani affetti da CL (Brandonisio et, d1988; Bourdoiseau et al., 1997). In particolare,
Miranda et al. (2007) hanno messo in evidenza xamanelle percentuali di CD3+ e CD4+ in cani
con infezione da lieve a molto grave e Reis ef24l06; 2009) hanno dimostrato che una piu bassa
presenza di linfociti B circolanti e di monociti @essere considerata come importante marker in
caso di grave CL, mentre un aumento dei livellilidfociti CD8+ sembra essere il principale
immunofenotipo in corso di malattia asintomaticaolire, il trattamento e i conseguenti
miglioramenti clinici sono stati associati ad ugremento e/o normalizzazione dei livelli di cellule
T, sia della sottopopolazione CD4+ che del rapp@i»+/CD8+, oltre che della proliferazione
cellulare antigene-dipendente in corso di CL (Moreat al., 1999; Guarga et al.,, 2000, 2002;
Papadogiannakis et al., 2010).

In corso di CL sono state descritte diverse alteraziel’emostasi quali epistassi, ematuria, diarr
emorragica e coagulazione intravascolare dissemifkaint et al., 1993; Ciaramella et al., 1997,
Koutinas et al., 1999: Ciaramella and Corona, 2008yiosamente, la presenza di trombocitopenia
e stata riportata nel 29.3% dei casi di CL, menina deficienza dell'aggregazione piastrinica e
stata evidenziata in tutti i cani infetti (Ciarahaekt al., 1997; Ciaramella et al., 2005). Inoltre,
recentemente € stata riportata un’associazionérdrabocitopenia e presenza di anticorpi diretti
contro la membrana piastrinica in cani naturalmenfeetti daL. infantum(Terrazzano et al., 2006;

Cortese et al., 2009, 2011). Pertanto, si potreddsurre che alcune delle suddette alterazioni
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dell’emostasi potrebbero far parte di un complesssiema di disregolazione immunitaria,
probabilmente associato alla CL.

Una complessa rete di meccanismi, in gran partecifsp, € alla base del controllo della risposta
immunitaria. | sistemi difensivi includono meccanigntrinseci verso I'attivazione dell’antigene e
verso la differenziazione dei linfociti T, ma adovolta tali sistemi sono anche sotto il controllo
della popolazione di cellule soppressorie, comenegentato dalla recente individuazione delle
sottopopolazioni di cellule CD4+ esprimenti il gdroxP3 (Sakaguchi, 2005).

Le cellule T regolatorie (Treg)sono una sottopopolazione di cellule CD4+ la anizfone € quella

di sopprimere la risposta immunitaria e mantenardolleranza al self. Esse sono in grado di
controllare le cellule effettrici in termini di empsione clonale, differenziazione, produzione di
citochine e migrazione tessutale durante la rispmsinunitaria.

La maggioranza di queste cellule esprime elevagllli della catenao (CD25) del recettore
dell'interleuchina 2 (IL-2). Tali cellule sono gea& dal timo, in seguito al riconoscimento di
antigeni self, ma possono anche svilupparsi in rordgafoidi secondari. La generazione e la
sopravvivenza delle Treg sono regolati soprattdéita citochine TGH e IL-2. Inoltre, il fattore
trascrizionaleFoxP3 svolge un ruolo cruciale nello sviluppo e nellaZione della maggior parte
delle cellule T regolatorie. L'importanza del fa#d-oxP3 é stata valutata tramite studi condotti su
topi: soggetti che possiedono mutazioni del gend”Ba topi knockout per FoxP3 sviluppano una
sindrome autoimmune multisistemica associata al#aza di cellule T regolatorie CD25+.
Nelluomo si ritiene che mutazioni a livello delrgeFoxP3 siano responsabili di una rara malattia
autoimmune associata alla mancanza di cellule Teegamata IPEX (Immune dysregulation,
Polyendocrinopathy, Enteropathy, X- linked syndrpni&bbas. A K et al, 2008).

Particolarmente importante € il controllo che leds esplicano sull'innesco dei linfociti T negli
organi linfoidi, ma esse sono anche in grado diifaila risposta immunitaria nei tessuti periferici

(Miller et al. 2004; Heehn e Hamman, 2005; Sakag@005).
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Il ruolo delle Tregs nel prevenire risposte autoummdannose e il loro coinvolgimento attivo nella
modulazione della risposta immunitaria contro aigetéttivi (Belkaid e Tarbell, 2009) e contro
cellule trasformate (Curiel et al., 2004) e statgppmmente descritto in medicina umana.
L'importanza di questa sottopopolazione di linfogitnei modelli tumorali canini & stata dimostrata
solo di recente (Biller et al., 2007; Houriuchiagt 2009; O'Neill et al., 2009; Rissetto et aD]1D).

In particolare, Biller et al. (2007) hanno ripodathe cani con diverse tipologie di tumori maligni
mostrano un incremento proporzionale di Tregs arbae periferico e nei linfonodi di drenaggio
della neoplasia, rispetto al sangue e ai linfomb@dioggetti controllo sani, suggerendo un impogant
ruolo prognostico svolto da questa linea cellulada stessa conclusione sono giunti O’'Neill et al
(2009), che hanno ugualmente documentato un aunu=il® Tregs nel sangue e nei linfonodi
drenanti la neoplasia in cani affetti da malatemplastica, rispetto a cani di controllo sani.rgfi
Hourichi et al. (2009) hanno documentato in cam tomori metastatici una percentuale di Tregs
significativamente piu alta rispetto alla percelgudtrovata in cani senza malattia metastatica. In
medicina veterinaria non sono disponibili dati sublo di questa popolazione cellulare nella
regolazione della risposta immunitaria contro aigamfettivi. Alcuni Autori di recente hanno
valutato la possibilita che la persistenza di umagsita nell’organismo possa condizionare la
relazione reciproca tra le cellule proinflammatoriel7 (Iwakura et al., 2011) e le cellule Treg che
esprimono il FoxP3 (Littman e Rudesky, 2010). Gitebbe ipotizzare un ruolo di primo piano nel
rapporto tra la rimozione dell’agente patogeno eadazioni immunitarie nelle infezioni da.
infantum

In numerosi studi (Terrazzano et al., 2006; Reae006; Miranda et al., 2007; Reis et al., 2009
Cortese et al., 2009, 2010; Alexandre-Pires e28l10; Papadogiannakis et al., 2010) & emersa in
maniera significativa la prevalenza di un profibnmunitario alterato in corso di CL; i meccanismi
che sottendono tale alterazione sono ancora lamf@nseonosciuti. Inoltre, non sono disponibili

dati sui livelli di Treg in corso di CL.
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Pertanto, lo scopo del presente studio € quelioddigare sul ruolo delle Tregs in cani naturalmente
infetti daL. Infantum concentrando in modo particolare I'attenziondastélazione tra i livelli di

Tregs e il manifestarsi di cambiamenti specificileesottopopolazioni di linfociti T, tramite

'impiego della citofluorimetria a flusso.
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LA CITOFLUORIMETRIA

La Citofluorimetria (CFM) € una tecnica che consente I'analisi di pagioni cellulari complesse,
attraverso la quantificazione contemporanea di masneparametri fisici e molecolari di ogni
singola cellula di cui la popolazione € composta.

L’analisi di una grande quantita di cellule in beelempo, 1000 o piu al secondo, € resa possibile da
un sistema di flusso laminare che costringe leukeldd allinearsi e passare una alla volta nella
camera di analisi: per questo motivo, tale tecwieae anche definitaitofluorimetria a flusso

Lo stipite differenziativo, lo stadio di maturazewo lo stato di attivazione di una cellula possono
essere valutati analizzando lI'espressione in memabra intracellulare, di molecole specifiche.
Questa tecnica viene eseguita marcando la celadasonde fluorescenti che sono specifiche per
gueste molecole e misurando la quantita di flueesa emessa dalla cellula stessa.

Lo strumento utilizzato é ititometro a flussahe rileva la fluorescenza emessa da una singola
cellula in sospensione e determina, inoltre, il etovdelle cellule che esprimono la molecola a cui
la sonda fluorescente si lega.

La comparsa dellaitofluorimetria a flussaavvenne intorno agli anni 70 (Kamentsky et al63,9
van Dilla et al., 1985), determinando un veloceirgédnso sviluppo delle tecniche istologiche e
citochimiche e dando un notevole impulso agli studia proliferazione cellulare; il suo scopo era
di misurare proprieta multiple di singole cellulepidamente, permettendo cosi una dettagliata
analisi quali-quantitativa.

Inizialmente l'uso della citofluorimetria era liratb alla misura di uno-due parametri: uno per le
misure fisiche delight-scattering— che tramitela spettroscopia ottica studia la diffusione di
determinate lunghezze d’'onda per ottenere inforomazsu forma, dimensioni e dinamica delle

particelle — e I'altro per la fluorescenza.
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Il primo citofluorimetro in commercio fu I'HemaloD nel 1974 che permise una prima distinzione
tra granulociti neutrofili, eosinofili, basofili enonociti utilizzando una lampada alogena al
tungsteno.

La CFM portd grande impulso allo studio del sistameunitario, grazie all’utilizzo di anticorpi
monoclonali Monoclonal Antibodies MoAb), marcati con fluoresceina isotiocianato T(E)
(Mathew e Goel, 2009).

Tuttavia, la grande complessita del sistema imnauoite la presenza di diverse sottopopolazioni,
che reagivano con lo stesso anticorpo, stimolatorsviluppo di MoAb sempre piu specifici, la
ricerca di nuovi coloranti fluorescenti da coniwgagli anticorpi, senza modificare la loro capacita
di legame all’antigene e con spettri distinti diissione, e la creazione di citofluorimetri a flusso
multiparametrici.

| primi esperimenti in doppia fluorescenza si ageab di MoAb coniugati con fluoresceina e
rodamina, con il risultato perdo di una notevole rapposizione di spettri. Per superare tale
inconveniente, furono sintetizzati derivati delledamina Texas-Red che furono impiegati in
combinazione con il FITC, attraverso I'uso di doegenti di eccitazione a 600 e 488 nm.

Una svolta nell'impiego della CFM fu lo sviluppo cbloranti come Idicobiliproteing fluorocromi
naturali solubili in acqua, fluorescenti a pH neutiacilmente coniugabili con MoAb, con elevate
rese quantiche. Un esempio & dato dalla ficoeaitfPE) che viene eccitata dalla stessa lunghezza
d’'onda del FITC (488 nm) col quale pud esserezatilio per realizzare un sistema di rilevazione in
doppia marcatura.

Negli ultimi anni la CFM ha raggiunto un’ampia difione sia in laboratori clinici che di ricerca,
grazie alla possibilita di utilizzare piu laseratissione, consentendo quindi di effettuare analisi
multiparametriche a quattro o piu colori e allgpdisibilita di MoAb marcati con un’ampia gamma
di fluorocromi e diretti contro una larghissima ieé@ di antigeni (Ag) di membrana e/o
intracellulari, i quali possono identificare ladim cellulare di appartenenza, la sottopopolazibne,

grado di differenziazione cellulare, lo stato petativo, ma anche I'espressione di Ag aberranti
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come nel caso di virus e oncogeni. Infine, ancheaidazione dei costi e della complessita

nell’utilizzo dello strumento ha reso la CFM pitcassibile.

PRINCIPI DI FUNZIONAMENTO DELLA CFM

Schema di citometro a flusso
( ﬁ Istogramma il - Dot plot
Fotornoltiplicatore E E i
o N
E g i,
Pompa ——— 3 = %‘iﬁ"
Filtro 620 LP |
al Fluorescenza rossa Fluorescenza verde
s p 3 ‘l‘
e , Fotomoltiplicatore E:E Istogramma
dicroica | R 5
F Campione I Filtro 530 BP e
"N cellulare / £
*Iﬂ ’
\\_._-./ Flusso di. Fluorescenza verde
aalltle: 3 11 Fotodiodo
. r - o
| FSC
Laser 488 nm Lamina iforward scatter) %
dicroica S
di ¥ ﬁ
4 Fotomoltiplicatore s
S5C !

(side s-catter] Forward scatter

21



Una sospensione cellulare monodispersa e maraagtal¢cda sangue periferico, aspirato midollare,
etc.) alla concentrazione ottimale di®lgellule/ml viene iniettata in un sistema fluidigcamicia
fluida o flusso laminare esterno), che tende gtdare le cellule in maniera separata e ordinata
fino al punto di misura dove incontra il fascioldce focalizzata proveniente dal laser. Nel flusso
coesistono una corrente interna ed una esterrgydi@ confina la sospensione cellulare al centro
del flusso. Al punto di intersezione tra i due #iysl fluido del comparto contenente le cellule ha
una velocita maggiore rispetto alla camicia fluidacausa dell’effetto Bernoulli, le cellule sono
spinte al centro del flusso e allineatecglizzazione idrodinamigala pressione di spinta e la
diluizione del campione consentono di contare fangualche migliaia di cellule al secondo,
presentando individualmente le cellule del campiali@ stazione di misura dove intersecano |l
raggio di luce emesso dal laser. In tale fase éldorentale evitare la formazione di aggregati
cellulari. La velocita di efflusso delle celluleevie valutata comeumero di eventi al secondo
numero di particelle che incontrano il raggio didunell’'unita di tempo.

La concentrazione delle cellule influenza le caratiche del flusso laminare (prima di iniziare
lanalisi, infatti, € sempre opportuno effettuar@mauconta cellulare, al fine di verificare
I'utilizzabilita del campione).

L’incontro tra il raggio di luce e la singola cddupresente nel flusso cellulargtrean) genera dei
segnali che sono legati alle caratteristiche fisiakella cellula e alla presenza di molecole
fluorescenti. In particolare, la sorgente laser tegnena luce monocromatica unidirezionale che,
tramite un sistema di focalizzazione ottico, pradua fascio di forma ellittica che colpisce la part
centrale del flusso dove transitano le cellule siagnente, le quali emettono segnali di luce ddfus
in base alla proprie caratteristiche fisiche e wlogiche, per fenomeni di rifrazione, riflessione e
diffrazione; atteso che le direzioni del fascidutie di eccitazione, flusso cellulare e dell’'astEo
della lente di raccolta della fluorescenza songorecamente perpendicolari, quando il raggio laser

intercetta lostreamla maggior parte della luce incidente viene dispemnel piano contenente il
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raggio di luce. Poiché questa radiazione potrelslsere di disturbo per le misure successive, viene
bloccata da barrette di oscuramento.

La luce dispersa in avan&$C, forward scatte) & legata alle caratteristiche fisiche delle delkd

e la quantita di luce trasmessa lungo lo stesse assmverso il quale viaggia il raggio luminoso e
viene misurata da un fotodiodo posto frontalmehfeeecorso ottico della luce laser.

La quantita di luce che riesce a raggiungere ddaido rilevatore, essendo legata alla diffrazione
della luce da parte della cellula, & direttamemntp@rzionale alle sue dimensioni.

La dispersione laterale o ortogonaleSC side scatter o 90° scatferiene rilevata da un tubo
fotomoltiplicatore posto in posizione ortogonaléaadorgente luminosa; esso raccoglie in modo
selettivo la luce deviata da ciascuna cellula angolo di 90° rispetto alla luce incidente.

La quantita di luce deviata a tale angolazionegatkealla rifrazione della luce da parte dellaute]l
percio € in relazione proporzionale alla sua cosgila interna (forma e dimensioni del nucleo,
granularita del citoplasma che dipende dal tipal&adjuantita di organelli intracitoplasmatici).
Queste informazioni vengono utilizzate per distexgudifferenti tipi cellulari; ad esempio, risulta
owvio che la quantita di luce rifratta lateralmentg un granulocita € molto piu elevata di quella
rifratta da un linfocita, per la maggiore quantitégranulazioni citoplasmatiche e la maggiore
irregolarita di forma del nucleo, cosi come i mdtiggenerano una maggiore dispersione anteriore
a causa della loro dimensione.

La combinazione di questi due tipi di segnale (RSESC) permette di ottenere citogramma
(diagramma bidimensionale) che consente di disoama tra diverse popolazioni cellulari,
basandosi solamente sulle loro caratteristichehesi

Il rilevamento e la quantificazione di molecole dfiehe, invece, € reso possibile dallo studio di
segnali fluorescenti generati dall’utilizzo di MoAarcati con fluorocromi tramite legame indiretto
(FITC, PE, APC, etc.) specifici per antigeni prasenlla membrana, nel citoplasma e nel nucleo
oppure da fluorocromi che si legano in manieralsteuetrica a determinate sostanze come il DNA

e 'RNA, tramite legame diretto.
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Il legame indiretto si serve di fluorocromi con lbuassorbimento a lunghezza d’'onda di 488
nanometri, fornita dal laser ad Argon, ed emettoalo spettro del verde, dell’arancio o del rosso.
Per il legame diretto si utilizza piu frequentengethtPropidio loduro che, legandosi direttamente al
DNA, ne permette la quantificazione, ricavando d&di sulla ploidia sia sulla quantita di cellule
nelle diverse fasi del ciclo cellulare {G;, S, G/M).

Ogni fluorocromo presenta una caratteristica luaghed’onda per l'eccitazione e I'emissione,
pertanto le bande di emissione devono essere isutitnente separate per permettere la loro
appropriata misurazione.

A tale scopo, ogni tubo fotomoltiplicatore é pradedda un filtro ottico che seleziona la lunghezza
d’onda caratteristica del fluoro cromo in esame.

| filtri ottici si identificano con numeri che nadicano la lunghezza d’onda di taglio e con sigle c
ne definiscono la capacita di eliminare e trasmetweterminate bande di colore, al pari dei
fotomoltiplicatori che hanno una loro banda ottiendi risposta.

La scelta del fluorocromo viene operata in basa @dinsita di espressione degli antigene: per un
antigene a bassa espressione ¢ preferibile urofitmmo ad alta efficienza quantica come la PE,
mentre per gli antigeni a forte espressione sirmairere ad un fluorocromo ad efficienza quantica

piu bassa come la FITC
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COME “LAVORANOQO” | FLUOROCROMI

Un laser eccita il fluorocromo;

Il fluorocromo eccitato sale nel livello successdadla nuvola elettronica;

Il fluorocromo ritorna a livello di partenza e 8laa I'energia in eccesso con fotone;

| fotoni emettono a lunghezza d’onde maggiori rispa quelle a cui vengono eccitati. Es: la

fluoresceina assorbe blu chiaro ed emette verde

Excitation Fluorochrome
Laser Line

(nm)

Fluorescence
channel

Laser

FL1 Green EEVE FITC, Alexa-488, GFP

FL3 Red PerCP, PE-CyS, Cy-Ch, PerCP-Cys.5

FL4 Infra Red
FLS Orange
FL6 Red
Helde 53 FL7 Infra Red [EECEUE APC Cy7
FLS Far Red Alexa 700
FL1 Green FITC, Alexa 488, GFP
575

FL3 Orange

FL4 Red ’ PerCP-Cys.5

- Esempio di gamma di laser, lunghezze d’onda e fluocromi —
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COME SI OTTENGONO COLORI DISTINTI

* Fluorocromi diversi hanno lunghezze d’onda diverse;

* L’eccitazione proviene dal laser. Ci sono 4 tipilaser: 488 nm Blue; 633 nm Red; 405 nm
Violet; 350 nm UV. La sorgente luminosa maggiorneeutilizzata € quella a ioni Argon, con
potenza che varia da 15 mWatt a 5 Watt, centratansulunghezza d’onda di 488nm (blu).
Questa ha un costo elevato ma comunque piu cootersgetto ad altre sorgenti luminose
permettendo I'emissione di un ridotto numero digzze d’'onda ( 514, 488, 345 nm nelle
versioni piu potenti). Di conseguenza, volendoiz#dre lunghezze d’onda differenti sara
necessario utilizzare altri tipi di laser: Kriptorglio Neon, Elio Cadmio, oppure una
combinazione di quelli citati con notevole aumethtie spese di utilizzo e gestione;

* Lalunghezza d’onda di emissione e piu alta dilgudileccitazione;

» Usando filtri e specchi é possibile separare lemi® lunghezza d’onda.

Per guanto riguarda, invece, la scelta del panraillanticorpi da utilizzare per un determinato
campione, essa dipende dal sospetto clinico e dhiHgnosi differenziale posta dallesame
citologico della sospensione cellulare o dall’esam@fologico estemporaneo del tessuto da cui
essa e stato ottenuto. Per le diverse patologguitio € necessario standardizzare il pannello di
anticorpi utilizzato, nonche i tipi di fluoro cromamn cui essi sono marcati in funzione del tipo di

citofluorimentro che si ha a disposizione.
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RILEVAZIONE E RAPPRESENTAZIONE GRAFICA DEI DATI

| segnali sono raccolti da un sistema di lenti,cspe e filtri ottici, e inviati ai rispettivi sensio
(fotodiodi e fotomoltiplicatojiche ne misurano l'intensita, trasformandoli irpirtsi elettrici.

Infine, gli impulsi provenienti da ogni sensore,@ificati in modo da avere massimi di picco di
gualche Volt e digitalizzati, sono inviati ad unalmzatore di dati che provvede alla loro

visualizzazione sul monitor, alla rappresentazigradica ed alla definizione statistica.

SAMPLE

SHEATH SHEATH

4 & gt";:\' *

A Gl

In alcuni casi € necessario utilizzare pre-ampatfci logaritmici in modo da esaltare segnali di

bassa intensita e ridurre quelli ad alta intensita@la non ottenere sovrapposizione di segnalé. Tal
impulsi amplificati devono tuttavia essere anceoesformati da segnali di tipo analogico a segnali
digitali, per poter essere elaborati dal computer.

Il passo successivo e l'elaborazione dati, effédtua passato da un analizzatore multicanale
(multicanal analyzer, MCA), oggi sostituito da ua ghe trasforma gli eventi analizzati in una

rappresentazione grafica in tempo reale.

Esistono diversi modi per rappresentare un datdledrimetrico.
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La rappresentazione piu semplice e costituita idaljramma, dove I'ascissa riporta l'intensita
della fluorescenza e l'ordinata il numero di cadlehe esprimono o0 meno 'antigene (diagramma di
distribuzione).

Il citogramma, invece, € una rappresentazione bidimensionale perenette di lo studio di
parametri multipli per I'analisi delle popolaziocllulari. Si tratta di un diagramma di dispersione
nel quale ogni cellula é rappresentata da un poirféaento) la cui posizione su un piano cartesiano
ne identifica le proprieta analizzate. Viene andb&nito grafico a punti alot plot. Combinando i
segnali FSC e SSC otteniamo un citogramma che rezi@aliverse sottopopolazioni cellulari nel

campione in esame.
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- Esempi di dot plot —
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Passo fondamentale € la selezione elettronica dellele da esaminare, delimitando un gate di

osservazione. Infatti, attraverso questa finestissiamo isolare alcune sottopopolazioni cellulari,

base a determinati parametri, e successivamentdaval per le stesse altre caratteristiche che

altrimenti non sarebbero adeguatamente evidenziate.

104

103

L T

101

R3

109-e=

100

Esempi di gate-

104

Ovviamente, utilizzando fluoro cromi specifici pparticolari componenti cellulari e/o anticorpi

marcati, otteniamo un ulteriore differenziazionéaleellule.

Al momento dell’analisi € fondamentale édampensaziong che ha lo scopo di sottrarre da una

determinata valutazione visiva una quota fissa efjnale relativo all’emissione di un altro

fluorocromo.

Infatti, nonostante il complesso sistema di ledti,specchi e filtri, e I'attenzione posta nella

selezione di fluoro cromi con spettri di emissi@eparati, pud succedere che una radiazione di una
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certa intensita di un fluorocromo si sovrapponda laihghezza d’onda del fluorocromo successivo.

Ad es. si sottrae dal canale del PE (rosso) unaadiissa di segnale dovuto all'interferenza del

FITC (verde) e viceversa.

Altre modalita di rappresentazione bidimensionaleprendono icontour-plot, che ci consente di

visualizzare aree aventi la stessa densita mediaet concentriche, oppurepaeudo color plote

la density plot, dove l'intensita del colore & proporzionale aémsita degli eventi.

In ultimo, va ricordato che l'analisi di ogni camope deve includere I'inserimento di controlli

adeguati da utilizzare nel corso dell’analisi dalelterpretazione dei dati.

* Un campione non marcato per la valutazione aetbfluorescenzaelle cellule in studio; dove
pero si effettuano marcature che daranno deboémsith di colorazione, questo fenomeno é |l
fattore limitante il potere risolutivo della CFM;

» Anticorpi non reattivi dello stesso isotipo e cagati con lo stesso fluorocromo degli anticorpi
utilizzati per avere informazioni sui possibili Egi aspecifici fluorescenza di fondp

* Un campione di riferimento i cui valori siano coogi e costanti nelle analisi che sfruttano il

legame diretto di un fluorocromo alle molecole @studel contenuto di DNA).

APPLICAZIONI DELLA CITOFLUORIMETRIA

La citofluorimetria € una tecnica potente e infotimeche ha assunto grande rilievo sia in anatomia
patologica sia nel laboratorio di analisi chimidmiche con applicazioni nei campi
dell’ematologia, oncologia, microbiologia, infeitd, nonché nelle malattie inflammatorie ed
immunitarie. Costituisce il prototipo di una teanidi analisi multiparametrica ovvero un
approccio metodologico che consente di effettusmelsaneamente il dosaggio di differenti analiti,

in un singolo campione, attraverso un singolo pgeceali misurazione.
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| limiti di questa tecnica sono legati alla necessii ottenere cellule in forma vitale e alla ptadi

della morfologia del campione.

| vantaggi riguardano l'utilizzo di piccoli campiipa multiparametricita, la notevole sensibilitéec

consente di evidenziare piccole sottopopolazioairdpidita di esecuzione e la possibilita di

recuperare sottopopolazioni pure in provette séparar ulteriore analisi. Infatti, modelli avanzati

di citofluorimetri consentono la separazione fistiadifferenti popolazioni cellulari identificate

secondo parametri richiesti dall'operatore e destin ad esempio, a tecniche di biologia

molecolare.

| principali campi di applicazione sono:

» Studio della ploidia e della proliferazione cellulae. Una delle caratteristiche morfologiche
della trasformazione di una cellula normale in wwlula neoplastica € l'aumento delle
dimensioni dei nuclei e della densita della cromata causa dellaumento del contenuto di
DNA. Marcando il DNA con fluorocromi possiamo quifinare e quindi ricavare dati sia sulla
ploidia ( numero base di cromosomi per un detertoimaganismo) sia sul ciclo cellulare, per
comparazione con cellule a contenuto noto e cast@dnNDNA. In fase di riposo §G,, infatti,
una cellula contiene una quantita normale di DN#g ga duplicandosi sul finire della fase S ed
in fase G/M, mentre durante la fase S ogni cellula contignantita variabili di DNA. Si deduce
che I'applicazione piu importante dello studio degsloidia in campo oncologico e rappresentata
dal suo utilizzo in corso di analisi multiparamedricosi da identificare la sottopopolazione da
indagare tramite CFM.

» Analisi del ciclo cellulare

* Risposta del sistema immunitario alla somministrazine di vaccini

» Livelli di apoptosi in patologie associate a deplé&mne cellulare (AIDS) o accumulo cellulare
(tumori). Una delle applicazioni principali € il riconoscinte dei profili immunofenotipici nella
diagnosi delle neoplasie ematologiche. Il campiatigzzato € una sospensione di cellule, a

concentrazione ottimale di 4@ellule/ml ottenute dal sangue, midollo osseosarenti, tessuto
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disgregato. La fase preparatoria (fase pre-aralitcuno dei momenti piu delicati dell'intera
procedura: fattori quali vitalita cellulare, rapfmcellule/ anticorpo, pH del mezzo, temperatura
e tempi di incubazione, numero di lavaggi possomituénzare la qualita del risultato e,
soprattutto, la riproducibilita analitica del rigatb stesso.
L’immunofenotipizzazione mediante CFM fornisce liati in meno di tre ore dal rinvenimento del
campione, qualunque sia la sua origine. Appareraliame I'analisi immunofenotipica abbia un
ruolo determinante per quelle neoplasie mielo f@firoliferative per le quali la strategia terapeati
dipende dal profilo immunofenotipico. Inoltre, taéenica fornisce informazioni prognostiche ed é
anche un mezzo sensibile per il monitoraggio deiklattia dopo chemioterapia o trapianto di
midollo osseo. In ultima analisi, la CFM trova apatione anche come strumento di studio della
cosiddettamalattia residua minimalefinita come persistenza di cellule neoplastiocbe midollo
0sseo come in altri tessuti di pazienti con nedplapparentemente in remissione, cioé in quei casi
non rilevabili dall’analisi morfologica la quale han limite di sensibilita del 5% al contrario

dell’analisi immunofenotipica con sensibilita di4€ellule.

sangue sangue

CML crisi BLASTICA
é C15-04 CO1 875 003
8
3
%3
Bf&mc:::m | "‘ 6 - m‘.:%:: . lmfl’modo' y .w =
b > . 0
: E ’: '3 o ”t
4

— Utilizzo in corso di patologie neoplastiche —
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Solo la PCR (Polymerase Chain Reaction) offre naggsensibilita rispetto alla CFM, con il

vantaggio che quest’ultima e piu semplice e rapida.

* Analisi immunofenotipica multiparametrica: permette di affrontare i problemi biologici della
eterogeneita cellulare sfruttando due operazionddmnentali della CFM, iGating e il Sorting
(Martinez- Osorio et al., 2009).

Il Gating permette di isolare una determinata popolazionittia le altre cellule e di analizzare i
parametri successivi solo all'interno della popmae “ghettata”, dividendola in ulteriori
popolazioni, utilizzando una finestra elettronica.

Il Sorting consente di raccogliere fisicamente le popolazai@ sono state separate dal resto
della miscela. Si stabiliscono delle finestre dies®ne per identificare le popolazioni di
interesse che verranno separate e raccolte in geodistinte. Le cellule mantengono la vitalita

dopo il Sorting.
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LA MACCHINA DA NOI UTILIZZATA

BD FACSCalibur TM system: apparecchio a doppio rla&seuattro colori che consente l'analisi

cellulare e il Sorting.

- FACS Calibur TM system —
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MATERIALI E METODI

1. Animali e procedure diagnostiche

Prima di includere gli animali nello studio, i pragiari furono informati circa gli scopi della rica

e sulla natura dei metodi impiegati, richiedendadiesamente il loro consenso.

Per il presente studio, sono stati reclutati 20, aireta media (4-5 anni), di ambo i sessi (10¢has

e 10 femmine), naturalmente infetti daishmania infantune residenti nella regione Campania.
Nessuno dei soggetti aveva ricevuto alcun farmpegiico per il trattamento della leishmaniosi da
almeno sei mesi prima dell'inizio dello studio. base allesame clinico, i cani infetti sono stati
classificati come asintomatici/oligosintomaticiceado la classificazione proposta da Ciaramella e

collaboratori (1997). La diagnosi clinica di CLtats sempre confermata da:

a) Esame parassitologico basato sulla evidenziazior@endstigoti in aspirati linfonodali e/o

midollari;

b) Esame sierologico (valutazione del titolo antictepaediante test di immunofluorescenza

indiretta - IFAT), considerando come sicuramentssitpe gli animali con un titolo

sierologico= 1:160;

c) Nested-PCR (Polymerase Chain Reaction) a partireadgioni midollari e/o campioni di

sangue (buffy coat)(liva et al., 200%

In tutti i soggetti inclusi nella ricerca, inoltre,stata esclusa la presenza di altre malattigtiwrde

(Ehrlichiosi, Anaplasmosi, Babesiosi e Dirofilaiipsa tale scopo, sono state condotte analisi IFAT
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e PCR, nonché sono stati ricercati su strisci digsa perifericomorule di Ehrlichia canise

Anaplasma phagocytophilurmpfozoiti di Babesia canig microfilariedi Dirofilaria immitis.

Quest’ultimo agente infettivo, infine, & stato @sc anche mediante I'impiego di unBrfap Canine

Combo Hearthworm Antigen Antibody Te@DEXX Laboratories).

Dieci cani clinicamente sani (5 maschi e 5 femmidéep-6 anni di eta, negativi a tutte le malattie

infettive precedentemente menzionate, hanno cdstitigruppo di controllo.

Tutti gli esperimenti sono stati condotti in accordo a quanrvisto dalla vigente normativa

nazionale.

2. Raccolta dei campioni e valutazioni ematologiedeematochimiche

| campioni di sangue sono stati prelevati dallaavgiugulare, dopo un periodo di digiuno di almeno
12 ore e raccolti in provette contene®DTA (Ethylene-Diamino-Tetraacetiécid), entro 30
minuti dal prelievo, sono stati effettuati sui caomp di sangue esami emocromocitometrici
completi, mediante un contaglobuli semiautomatiGerus S; SEAC Radom Group Firenze,
Italia), oltre alle valutazioni citofluorimetricheel caso. Si e provveduto, altresi ad ottenere
campioni di siero, mediante centrifugazione a 30feg 15 minuti entro un’ora dal prelievo, per
'esecuzione di indagini ematochimiche (valutaziodella funzionalitd renale ed epatica,
valutazione delle proteine plasmatiche).

3. Anticorpi monoclonali, immunofluorescenza eftmarimetria a flusso.
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Nello studio sono stati utlizzati anticorpi monawddi (MoAD) diretti contro le molecole CD3, CD4,
CD8 e CD45, marcati con i fluorocromi FITC, PE, @yame e APC (Serotec Ldt di Londra, UK).
Per l'analisi dell’espressione del fattore trasonale FoxP3 é stato utilizzato un anticorpo
monoclonale crossreattivo diretto contro la molacolurina (Clone FJK-16s, eBioscience, San
Diego, CA) e marcato con il flurocromo PE. La mauca intracellulare é stata ottenuta mediante
utilizzo di un kit di permeabilizzazione (FoxP3 itag Set, eBioscience), seguendo il protocollo
consigliato dalla casa produttrice, come descdédiller et al. (2007). L’analisi fenotipica é tta
effettuata su sangue intero, mentre la colorazidheFoxP3 & stata effettuata su cellule
mononucleate (PBMC), ottenute mediante centrifugszdei campioni di sangue venoso periferico
su un gradiente di Ficoll, come descritto da Bik¢ral. (2007). Le sottopopolazioni linfocitarie

CD4 e CD8 sono state definite mediante doppia aalone con la combinazione anticorpale anti-

CD3/anti-CD4 e anti-CD3/anti-CD8, rispettivamente.

L’analisi fenotipica é stata costantemente efféftiglla regione delle cellule linfoidi, identifiza
utilizzando i parametri forward scatter (FSC, germh cellulare), side scatter (SSC, complessita
cellulare), nonché mediante la marcatura conitanpo anti-CD45. L’analisi citofluorimetrica dei
campioni e la valutazione analitica dei dati sotetes effettuate utilizzando un citofluorimetro
FACScalibur a doppio laser e il programma di analBellQuest analysis softwar@ecton

Dickinson, Mountain View, CA).

4. Analisi statistica

L’'analisi statistica € stata effettuata mediantaest di Mann-Withney e lo Spearman’s rank
correlation testGraphPad PrismSan Diego, CA). | risultati sono stati considesdtitisticamente

significativi con un valore dP < 0.05
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RISULTATI

1. Valutazione dei parametri ematologici nei cafietii da Leishmania infantum
| risultati degli esami emocromocitometrici dei canfetti sono riportati nella Tabella n.1.

Come € possibile osservare nella tabella acclasaphta piastrinica oscillava da un minimo di
83,000/uL ad un massimo di 392,000/uL, ma solameguédtro cani mostravano una ridotta conta
piastrinica (cani numero 3, 7, 9, 13). In tre cama rilevabile una lieve anemia normocromica
normocitica (cani numero 10, 14, 20), che, al caoidr in altri quattro soggetti si presentava con
caratteri di maggiore gravita (cani numero 6, /98 Solo in un cane, infine, era rilevabile

un’anemia ipocromico microcitica (cane numero 11).

| cani sani inclusi nello studio mostravanoprofilo ematologico assolutamente normale (dati

non riportati).
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Tabella 1 — Profilo ematologico di cani naturalmerg infetti da L. Infantum

WBC RBC HGB HCT MCV MceH MeHe PLT

CANI

(x 10° p1) (x 10° u1) (g/d)) (%) (fl) (P9) (o (x10°1)
1 93 7.38 17.8 50.7 69 241 35.0 391
2 13.7 771 18.6 54.4 71 24.2 343 296
3 15.8 6.68 155 449 67 23.2 345 96
4 75 811 20.1 57.8 71 248 348 298
5 7.6 8.13 20.1 57.9 71 24.8 348 283
6 13.7 438 10.2 29.3 67 232 347 344
7 16.5 4.86 11.4 31.6 65 23.4 35.9 125
8 12.3 433 10.9 31.8 74 25.3 343 206
9 9.7 451 11.2 324 72 248 345 83
10 115 5.3 12.9 35.2 67 245 36.6 220
11 11.0 5.08 71 215 423 13.9 33.0 190
12 9.4 7.99 19.3 55.3 69 24.1 34.8 203
13 15.4 6.46 14.9 27 66 23.1 349 124
14 11.8 5.3 13.2 35.9 67 24.8 36.8 240
15 12.4 7.9 20.6 58.5 74 26.0 35.2 246
16 9.0 8.13 185 54.7 67 22.8 33.9 202
17 9.3 6.92 17.4 49.9 72 25.1 34.9 173
18 9.8 6.74 17.4 50.3 75 25.9 347 276
19 12.9 6.17 15.2 43.5 70 24.7 35.0 392
20 16.8 5.3 13.2 35.9 67 24.8 36.8 256
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2. | cani naturalmente infetti da Leishmania irtfam mostravano un significativo incremento

dei linfociti T citotossici.

Il ruolo critico svolto dall'immunita cellulo-media nel controllo di protozoi intracellulari,
come ad esempio la infantum é stato ormai ampiamente documentato. (Pine#i.etL994,
1995; Bourdoiseau et al., 1997; Miranda et al.,72(Reis et al., 2006, 2009). Noi abbiamo
focalizzato la nostra attenzione sulle principatigpopolazioni di linfociti T, linfociti T helper
(CD4+CD3+) e T citotossici (CD8+CD3+). Tali popdlazi sono state analizzate mediante
immunofluorescenza e analisi citofluorimetrica npmdatametrica. Questa tecnica permette di
identificare singole sottopopolazioni cellulari Feehbito di popolazioni piu eterogenee, senza
'impiego di procedure di arricchimento/purificap® mantenendo dunque la complessita
biologica fisiologica. Le analisi sono state estgusu sangue intero e le diverse
sottopopolazioni cellulari sono state identificgtazie alla co-espressione della molecola CD3,
la cui espressione é strettamente dipendente pedlsenza del recettore dell’antigene delle
cellule T (TCR). Come si puo evincere dalla Figrd, gli animali infetti daL. infantum
mostravano un significativo increment®<Q.005) della percentuale di linfociti T citotogsic
(CD8+CD3+) rispetto ai cani del gruppo controllm particolare, 'aumento di tale
sottopopolazione linfocitaria € stato ulteriormeatevalorato da una concomitante riduzione,
statisticamente significativaP€0.005), del rapporto CD4/CD8, sempre nell’'ambit dani
infetti (Figura 1-B). | valori numerici assoluti im0 confermato le nostre osservazioni sui dati

in percentuale.
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Fig.1 Significativo incremento della sottopopolazioe di linfociti CD8+ con diminuzione del rapporto 4+/CD8+.
| due grafici mostrano i dati ottenuti dall’analisiei livelli linfocitari di CD8+, Cd3+ ed il rappatCD4+/CD8+ nel sangue

periferico di cani infetti (colonna grigia) confrati con animali sani (colonna bianca). L'analisitistica & stata ottenuta con

il test di Mann-Withney.

3.3 | cani naturalmente infetti da Leishmaniaaimfum mostravano una riduzione delle cellule T

regolatorie, inversamente correlata con i livellilohfociti Tcitotossici (CD8+).

Il reclutamento e I'espansione di linfociti T cibskici, in un microambiente infettato da
microrganismi, € un fenomeno finemente regolatoma serie di meccanismi periferici in grado di
prevenire o modulare il verificarsi di fenomeni imno-patologici. Tali sistemi di regolazione sono
intrinseci al segnale antigene-dipendente o mediafi’attivazione di popolazioni cellulari

soppressorie, quali le cellule T regolatorie (TredjJo scopo di analizzare tale aspetto, abbiamo
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quantizzato i livelli di Treg nella coorte di anilinanaturalmente infetti daL.infantum,

comparandol&on i cani sani reclutati nello studio. La figuran®stra un esperimento tipico in cui
il livello di linfociti T regolatori & stato defitd mediante immunofluorescenza e analisi
citifftuorimetrica multiparametrica quantizzando papolazione linfocitaria CD4+Foxp3+. Come
mostrato, lI'espressione di Foxp3 € stata valutaléa megione delle cellule CD3+CD4+, in un
animale naturalmente infetto da infantum(pannello A) e in un controllo sano (pannello B).
L’analisi mostra una chiara diminuzione delle dellTreg negli animali infetti rispetto ai sani

(3.66% versus 9.5%).
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Fig.2: | cani con CL mostrano una riduzione nell’aspessione del FoxP3(CD4+) nell’ambito delle cellul&reg. | due grafici
mostrano I'espressione del FoxP3 nella regionenfbditi CD4+Cd3+valutata sia in un cane doinfantumche nel controllo sano.

Il fattore FoxP3 & stato evidenziato nella regi@i®i+ (R1) selezionata nella popolazione totale di CD3.
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Nella figura 3 € stata invece riportata I'analigitistica comparativa tra i dati ottenuti dagli

animali infetti e quelli ottenuti dagli animali Safgruppo controllo). | linfociti Treg apparivano

ridotti in maniera statisticamente significativd<(.01) nel sangue periferico dei cani infetti. Tali

dati sono stati confermati attraverso I'analisidauri assoluti di Treg (dati non riportati).

p<0.01
5.0+ -

% Treg lymphocytes
(]
o
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Fig.3: La percentuale di cellule Treg che esprimond FoxP3 e notevolmente diminuita nei soggetti infat Le due
colonne, grigia e bianca, mostrano un’analisi cargpaa dei livelli periferici di Treg rispettivaménin animali con infezione da

infantumed in cani controllo sani. L'analisi statisticatata effettuata utilizzando il test di Mann- Wigyn
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Allo scopo di verificare se la riduzione dei livetli cellule T regolatorie possa essere correlata
all'incremento delle cellule effettrici citotossiehn cani naturalmente infetti da infantum sono
stati comparati il rapporto tra la percentualeallute Treg, con i livelli periferici di cellule C®r,
CD3+ e con il rapporto CD4+/CD8+, nei cani sanieg ¢ani infetti, mediante I'applicazione dello

Spearman’s rank correlation test, cosi come désd# Reis et al. (2006).

Dalla lettura della figura 4, € possibile riscontrain'importante correlazione negativa tra Treg e
linfociti CD8+ CD3+, nei cani infetti d&a. infantum(Spearman r= -0.5%<0.005), mentre nessuna

relazione statisticamente significativa e stataewziata nei cani sani (Spearman r= -ORE\S).
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Figuran. 4

Fig.4: Correlazione negative tra le cellule T citaissiche effettrici ed i livelli di Treg in cani coninfezione daL. infantum. | due
grafici, A e B, mostrano, rispettivamente, la ctazeone esistente tra Treg e livelli di CD8+CD3+cani con leishmaniosi e cani
controllo sani. E’ stato dimostrata un’importanterelazione negativa solo nel gruppo di soggetiatnd grafici, C e D, riportano,
rispettivamente, la correlazione tra Treg e ragp@®4+/CD8+ in cani infetti e sani. Come mostrampdfici, & stata dimostrata una

significativa correlazione positiva in entrambiist. Indici di correlazione di Spearman (valo&p).
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Inoltre, é stata evidenziata una correlazione pastta la sottopopolazione di Treg ed il rapporto
CD4+/CD8+ sia nei cani sani (Spearman r= 0B80.0005), che in quelli infetti (Spearman r=
0.61; P<0.01). | nostri risultati evidenziano una generaterelazione tra le cellule Treg ed |l
rapporto CD4+/CD8+ in condizioni fisiologiche, mentel caso di animali con infezione Ha

infantumsi riscontra una correlazione negativa tra le e cellule effettrici citotossiche.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il nostro studio ha messo in evidenza come madi CL l'incremento della quota periferica di
linfociti CD8+CD3+ sia significativamente correlatml una riduzione della sottopopolazione di

Treg.

Il ruolo di primo piano dell'immunita adattativalheliminazione dei parassiti intracellulari

e stato largamente dimostrato (Pinelli et al., 1998D5; Bourdoiseau et al., 1997; Miranda et al.,
2007; Reis et al., 2006, 2009). In particolare agienti patogeni normalmente sfuggono all’iniziale
risposta dell’ospite, dando vita ad infezioni cah@ di lunga durata e favorendo cosi la
trasmissione della patologia. Nel caso di molotpzoi (es.Leishmania infantuin I'evoluzione
cronica e caratterizzata da uno stato di latentajumede la replicazione del parassita € minima e
l'infezione resta mascherata. La cronicita potrelioare le sue basi nella messa a punto di
eccellenti meccanismi di immunoregolazione, chevgmgono I'eliminazione del parassita e

sopprimono la risposta immunitaria dell’ospite.

Numerosi studi dimostrano una riduzione della pexcae delle cellule T CD4+ nei cani
affetti daLeishmania(Brandonisio et al., 1988; Bourdoiseau et al.,74A98uarga et al., 2000; Reis
et al., 2006). Pinelli et al. (1999) suggeriscahe le cellule CD8+, dipendenti dalla produzione di
inteferone, e la lisi dei macrofagi infettati da infantum mediano la protezione immunitaria
durante tale infezione. Infatti, recenti studi dstrano che I'aumento del numero di cellule effeitri
CD8+ caratterizza gli animali asintomatici (Reisakt 2006, 2009). | nostri dati dimostrano che un
significativo aumento dei livelli di cellule T citmssiche, rispetto a livelli normali della popolaze
linfocitaria totale come le cellule CD3+ puo essev@enziato in cani naturalmente infetti da
infantum Questa osservazione conferma l'importanza di sd&opopolazione cellulare nel
controllo della risposta immunitaria contro i paigisintracellulari (Pinelli et al., 1997). Inoltre
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nella leishmaniosi macrofagi rappresentano la residenza esclusivpatassiti, e le cellule CD8+
possono essere altamente protettive, in particateteacquisire resistenza alla reinfezione del

parassita (Muller et al., 1989).

Lo studio dei meccanismi di regolazione del sistemraunitario nelle infezioni parassitarie
e stato utile per dimostrare una complessa, madowia ed equilibrata rete di interazioni
immunitarie nella risposta immunitaria anti-partes$a. In letteratura e stato riportato come la
sottopopolazione delle cellule T regolatorie possssere significativamente modulata nel
reclutamento e nell’attivazione degli effettoria siella risposta innata, che della risposta cititas

(Miller et al., 2004; Huehn and Hamann, 2005; Sakag 2005).

Questa sottopopolazione di cellule puo essere prodel timo allo scopo di controllare le
risposte delle cellule T nei vari distretti (Sakelgy 2005). Inoltre, e stato dimostrata la possbil
che lattivazione delle Treg possa avvenire negliaoi periferici, partendo da cellule T naive

(Littmanand Rudensky, 2010).

Una volta che il sistema immunitario € stato ativda un agente infettivo, le proteine della
fase acuta (ad es., IL-6 o altre citochine proammimatorie) potrebbero inibire la produzione di
cellule Treg attivate e promuovere la produzionedaiule T417 pro-infiammatorie (Littmarand
Rudensky, 2010; lwakura et al., 2011), una terzahkina prodotta da una popolazione di cellule T,
fortemente coinvolta nella persistenza del micrdpigmte pro-inflammatorio ed in genere associata
all'insorgenza di autoimmunita.

Un incremento delle cellule T regolatorie in codideishmaniosi € prevista allo scopo di
ostacolare le risposte inflammatorie necessarielmainare le cellule infette, aumentando il rischi
che una incontrollata crescita del parassita po@gsare gravi alterazioni. Al contrario, un aumento
tardivo delle cellule regolatorie nei tessuti itifétin grado di prevenire I'insorgenza di una grav
patologia immunomediata. | nostri risultati indicache, in corso di infezione attiva da CL, una

risposta inflammatoria rappresentata da aumenieilil periferici di cellule T citotossiche,
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potrebbe essere supportata da un notevole decrendentmeccanismi di regolazione cellulo-

mediata, come é testimoniato dalla riduzione dsfltiopopolazione Treg. In questo contesto, la
persistenza del parassita potrebbe rappresentapotente elemento di attivazione in grado di
mantenere una risposta citotossica immunitariavagtttiducendo i meccanismi di modulazione
dipendenti dalle Treg. E’ stata ipotizzata , infdt possibilita che tale scenario sia alla base d
numerose patologie immunomediate (Lopez et al.61®8argarito et al., 1998; Terrazzano et al.,

2006; Cortese et al., 2009, 2011), ampiamentemtsabili in corso di CL.

Infatti in molte malattie infettive croniche, conaga la CL, € possibile evidenziare la presenza di
diverse manifestazioni immunopatologiche (Lopealgt1996; Margarito et al., 1998); ad esempio

in tale infezione possono comparire coagulopatieessp legate a trombocitopenia e/o

trombocitopatia. (Ciaramella et al., 1997; Ciardmel al., 2005, Petadines et al., 2008). E’ stato
recentemente dimostrato che queste alterazioni’edwlbtasi primaria possono dipendere

prevalentemente dalla presenza di anticorpi arstipiee. (Terrazzano et al., 2006; Cortese et al.,
2009, 2011). | nostri risultati dunque potrebbesmire nuove informazioni sulla patogenesi delle

alterazioni immunomediate, associate all'infezial@el. infantum Ulteriori studi sono tuttavia in

corso al fine di avvalorare ulteriormente tale gsit
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