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RASSEGNA BIBLIOGRAFICA



VALIDAZIONE ED UTILITA” PRATICA DEI TEST DI LABORATORIO

GENERALITA’
Nella pratica clinica veterinaria le analisi di laboratorio sono diventate parte integrante dell'iter diagnostico. Il
patologo clinico affianca il clinico nella formulazione della diagnosi e della prognosi e nel monitoraggio della
terapia. Per questo motivo vengono costantemente introdotti nuovi strumenti o nuovi marker con I'obiettivo di
espandere o sostituire i pannelli di esami attualmente a disposizione sul mercato. Una delle principali funzioni
del patologo clinico € individuare e ridurre I'entita dell'errore intrinseco ad ogni metodo, in modo da assicurare
che né linterpretazione dei risultati né, di conseguenza, la cura del paziente vengano compromessi. In un
secondo tempo il patologo clinico & chiamato a verificare anche I'efficacia diagnostica del test che ha messo a
punto, verificandone le eventuali differenze di concentrazione negli animali malati. Pertanto la principale sfida
per il patologo clinico, nel momento in cui strumenti 0 metodi nuovi vengono introdotti nel laboratorio, €
costituita proprio dalla fase di validazione per assicurare che i risultati riflettano I'effettivo stato clinico del
paziente piuttosto che la variabilita analitica del test stesso. A prescindere dalla precisione e accuratezza di un
test, la scelta di inserire o sostituire un nuovo marker in un pannello diagnostico, deve necessariamente
essere correlata al riscontro pratico di questo e in particolare deve incidere positivamente sulle decisioni
cliniche e sulla gestione del paziente (Zweig e Robertson, 1982), come vedremo successivamente.
La validazione diagnostica di un test o di uno strumento si compone di quattro fasi, che comprendono sia la
valutazione delle performance analitiche, sia I'effettiva applicabilita e utilita del test in campo clinico.
Prima di cominciare con la validazione vera e propria & necessario familiarizzare con il nuovo test, sia da un
punto di vista teorico che pratico. Questa fase consente di evitare errori dovuti a procedure errate che
potrebbero invalidare i risultati o protrarre i tempi dello studio. In questa fase si devono quindi acquisire
informazioni sul principio analitico (in modo da interpretare correttamente i risultati e risolvere eventuali
problemi analitici), sulla procedura di esecuzione del test, sui materiali e degli strumenti necessari, I'elenco dei
reagenti, la tipologia dei campioni che pud essere analizzata, le procedure di calibrazione e i materiali di
controllo. Infine, non meno importante, € l'indagine sull'effettiva applicabilita del test una volta accettate le
performance analitiche e diagnostiche: prima di proporre tests o strumenti nuovi € necessario essere a
conoscenza della facilita nel reperire i reagenti o lo strumento oggetto di analisi, i costi, le abilita tecniche
dell'operatore e i tempi necessari per 'esecuzione dell’'esame (Jensen e Kjelgaard-Hansen, 2010).
Una volta familiarizzato con il test, si pud procedere alla validazione del test che si compone di 4 fasi distinte:
= |fase - Validazione analitica
valutazione delle performances analitiche e della riproducibilita del test
= |l fase - Valutazione della sovrapponibilita delle prestazioni
determinazione dei valori negli animali sani e malati, rileva cioe la capacita del test di discriminare tra

animali sani e malati



= |l fase — Valutazione clinica
valutazione della sensibilita e specificita diagnostica nei gruppi con patologie di interesse diverse
= |V fase - Valutazione dell'utilita clinica e dell’outcome
valutazione dei possibili benefici per I'individuo (o per la comunita) che derivano dall'utilizzo del nuovo
test (es: precocita di informazione, migliore resa rispetto a metodi preesistenti, ecc...)
| costi della validazione diagnostica diventano maggiori ad ogni passaggio, pertanto questo approccio step by
step consente di identificare precocemente i limiti del test, in modo da interrompere la validazione prima di

aver completato tutte e quattro le fasi e quindi prima di aver inutiimente sprecato le risorse economiche.

| FASE — VALIDAZIONE ANALITICA

Questa fase consiste essenzialmente nella valutazione delle caratteristiche analitiche e dell'applicabilita del
test. Prima di iniziare uno studio di validazione é consigliabile valutare I'applicabilita del nuovo test, con
particolare riguardo al costo dello strumento o dei reagenti, la disponibilita dei reagenti e del materiale di
controllo, i requisiti per raccogliere i campioni, il tempo necessario ad ottenere i risultati, il livello di esperienza
necessario per effettuare I'analisi e I'efficacia produttiva.

Per quanto riguarda la vera e propria valutazione delle caratteristiche analitiche, puo essere distinta in tre
parti: la prima € quella di stabilire le caratteristiche qualitative soggettive che il nuovo test che si sta validando
deve avere, in particolare sono caratteristiche scelte in modo soggettivo da ogni laboratorio in base al
contributo positivo che apporta durante le decisioni cliniche, la seconda € quella della determinazione delle
performance analitiche e l'ultima e quella di giudicare I'accettabilita di queste performance sulla base del
confronto con le caratteristiche qualitative precedentemente stabilite.

| laboratori di diagnostica veterinaria spesso non definiscono tali caratteristiche di qualita, pertanto il giudizio
sulle performance di un metodo analitico si basa su criteri generali che spesso non identificano le reali
deficienze del metodo nell'incidenza sulle decisioni cliniche (Freeman et al., 2006). Tale problema € gia stato
affrontato una decina di anni fa in medicina umana, e per porvi rimedio € stata proposta una scala gerarchica

di criteri da usare per definire le caratteristiche qualitative di ogni test o strumento (Kenny et al., 1999).

N. MODELLO FONTE DI INFORMAZIONI

1 Valutazione dell'effetto delle performance analitiche sull'esito
clinico in specifici gruppi di patologie

9 Valutazione delleffetto delle performance analitiche sulle | 2.a. Dati basati sulla variabilita biologica
decisioni cliniche in generale 2.b. Dati basati sull'analisi delle opinioni del clinico

3.a. Comitati di esperti nazionali ed internazionali

3 | Raccomandazioni professionali pubblicate da 3.b. Comitati di esperti locali 0 da singoli individui

4.a. Gruppi di regolamentazione

4 | Obiettivi delle performance selezionati da 4.b. Organizzatori degli schemi di valutazione esterna di
qualita
5.a. Dati provenienti dagli schemi di valutazione esterna di
5 | Obiettivi sulla base dell'attuale bibliografia qualita o dai proficiency test

5.b. Pubblicazioni attuali sulle metodiche

Tabella 1 Gerarchia dei modelli da applicare per definire le caratteristiche qualitative (Kenny et al., 1999, modificato)

6




Piu recentemente, lo stesso sistema gerarchico € stato proposto in medicina veterinaria (Jensen e Kjelgaard-
Hansen, 2006; Jensen e Kjelgaard-Hansen, 2010) (tabella 1). Osservando questo modello appare evidente
come la rilevanza clinica del test divenga l'obiettivo principale, tanto che i criteri posti in alto nella scala
gerarchica sono quelli nei quali & data maggiore importanza proprio all'impatto clinico.

Chiaramente la scelta d’elezione & quella del primo livello. Purtroppo in medicina veterinaria le informazioni
presenti in letteratura spesso non sono sufficienti. Di conseguenza si procede in ordine decrescente fino a
trovare un criterio applicabile in base alle informazioni che si hanno a disposizione, anche se la situazione piu
frequente e l'applicazione dei livelli rimanenti (dal Ill al V) che pero sono caratterizzati da una elevata
soggettivita (raccomandazioni generate da una commissione di esperti o0 addirittura da un singolo individuo),
pur avendo, nella scala gerarchica, maggiore importanza rispetto, per esempio, ai criteri di accettazione
riportati in letteratura che apparentemente risultano piu oggettivi. Tuttavia questi ultimi dati sono ottenuti
esclusivamente da analisi di laboratorio e possono non avere nessuna relazione con le reali esigenze cliniche.
Viceversa, I'opinione di un esperto puo avere un maggiore impatto sulle esigenze del clinico e per questo € un
criterio posto pit in alto nella scala gerarchica. Questa soggettivita potrebbe in parte spiegare la riluttanza, da
parte dei patologi clinici, ad utilizzare questi criteri (Kjelgaard-Hansen e Jensen, 2010), tuttavia la scala
gerarchica dovrebbe essere sempre presa in considerazione durante la validazione analitica di un test.

La seconda parte corrisponde alla valutazione delle performance analitiche vera e propria con I'obiettivo di
identificare e quantificare fonti e tipi di errore intrinseci ad ogni test o strumento diagnostico. In letteratura sono
state pubblicate numerose linee guida per determinare le performance analitiche di un metodo (Lumsden,
2000; Jensen e Kjelgaard-Hansen, 2006; Jensen e Kjelgaard.-Hansen, 2010), ma in linea generale la
validazione di un metodo ha lo scopo di identificare le fonti di un potenziale errore analitico. In particolare
I'errore analitico € costituito da due differenti tipi di errore: I'errore random e quello sistematico. L'errore
random identifica la variabilita intrinseca al metodo stesso (imprecisione), mentre I'errore sistematico identifica
quanto il valore misurato si discosta dal valore reale (inaccuratezza). Imprecisione e inaccuratezza sono
quindi i primi due requisiti del test da verificare. Di seguito verranno illustrate le procedure analitiche
necessarie a valutare imprecisione e inaccuratezza e quelle per ottenere altre informazioni sulle performances

analitiche dei test, quali il limite quantificabile, il limite rilevabile e la presenza di interferenza analitiche.

IMPRECISIONE: per valutare limprecisione di un metodo & necessario identificare la concordanza tra pit
letture eseguite in serie sullo stesso materiale. In particolare viene valutata prima la ripetibilita intra-assay
ovvero I'imprecisione allinterno di una stessa sessione di lavoro e, nel caso in cui la precisione fosse
accettabile si procede poi con la valutazione della ripetibilita inter-assay, cioé tra sessioni di lavoro differenti.
La valutazione dell'errore random (quindi dell'imprecisione) anche tra sessioni di lavoro differenti, serve per
includere il maggior numero possibili di variabili che possono influire negativamente sulla precisione del

metodo (per esempio: operatore differente, temperatura di lavoro differente, calibrazione differente, etc...).



L'imprecisione ¢ influenzata anche dalla concentrazione dellanalita, per valutare anche questo fattore la
valutazione della ripetibilita delle misurazioni andrebbe eseguita su campioni nei quali la concentrazione
rispecchi i range di concentrazione che possono normalmente essere trovati nei campioni, Sia sani che con le
patologie per le quali si prevede di applicare il nuovo test oggetto di studio, o comunque ad almeno due
differenti concentrazioni che siano vicine ai punti di decisione clinica. Da un punto di vista pratico
I'imprecisione intra-assay puo essere valutata in due differenti modi: dal valore delle differenze tra numerosi
campioni letti in duplicato, oppure dal valore delle differenze tra numerose misurazioni ripetute su un numero
limitato di campioni (solitamente 20 letture ripetute su tre campioni con valori bassi, medi e alti rispetto al
range di concentrazione atteso). Le differenze tra le misure ripetute vengono usate per calcolare la media, la
deviazione standard (SD) e il coefficiente di variazione (CV). L'imprecisione inter-assay viene valutata su un
numero non inferiore a tre campioni con concentrazione bassa, media e alta dell'analita che si sta indagando.
Un'alternativa puo essere quella di utilizzare il materiale di controllo con concentrazione nota, soprattutto in
caso di instabilita dell'analita nel campione. Anche in questo caso i campioni vengono misurati in duplicato per
un periodo non inferiore a 5 giorni (oppure fino a 20 letture in sessioni di lavoro differenti). L'entita
dellimprecisione viene espressa in percentuale con la formula: CV=(SD x 100%)/media

ACCURATEZZA: viene definita dall'International Federation of Clinical Chemists (IFCC) come la concordanza
tra valore misurato e valore reale nel campione (Koch e Peters, 1999). In particolare due tipi di errori possono
influenzare I'accuratezza di un metodo: 'errore sistematico costante e I'errore sistematico proporzionale. I
primo tipo di errore indica una costante sovra o sottostima del nuovo metodo in confronto al valore reale. Il
secondo tipo invece indica che I'entita delle differenza tra il valore reale e quello misurato con il nuovo test
dipende dalla concentrazione dellanalita (per esempio I'accuratezza potrebbe diminuire al crescere della
concentrazione dell'analita o viceversa potrebbe diminuire quando la concentrazione diminuisce).

Da un punto di vista pratico il sistema pit semplice per valutare I'accuratezza € quello di confrontare i risultati
del nuovo test con quelli di un test gia esistente che sia in grado di fornire la misura corretta dellanalita
oggetto di studio,con la quale confrontare i nuovi risultati. Questi test vengono definiti come gold standard in
quanto rappresentano, tra tutti i test esistenti, quelli con la migliore precisione, accuratezza e sensibilita.
Frequentemente in biochimica clinica il test di riferimento € la spettrometria di massa o la cromatografia o
comungque tecniche molto sensibili in grado di rilevare anche piccole variazioni di concentrazione. Spesso pero
questi metodi sono costosi, richiedono strumenti poco diffusi nei laboratori di diagnostica clinica, richiedono un
elevato livello tecnico per I'esecuzione delle analisi e possono processare pochi campioni per volta. Pertanto,
spesso si ricorre a sistemi di validazione cosiddetti “indiretti” in grado di fornire comunque informazioni
attendibili riguardo all'accuratezza, come lo spiking recovery o la valutazione della linearita.

In sostituzione al confronto con il gold standard é possibile anche usare un materiale di controllo certificato
(misurato con il gold standard) purché sia differente dal materiale utilizzato per la calibrazione.



Spiking recovery test: utilizzato soprattutto per identificare un errore sistematico proporzionale. Consiste nel
misurare I'analita in un campione prima e dopo aggiunta di una quantita nota dell'analita stesso. Solitamente si
aggiungono, in un campione con bassa concentrazione, aliquote ad alta concentrazione in quantita via via
crescente. In alternativa si possono anche unire due campioni a titolo noto ed effettuare gli opportuni calcoli
per valutare la concentrazione finale attesa. Le misurazioni andrebbero effettuate in doppio in caso di aggiunta
di quantita significative e in quadruplo in caso di piccole aggiunte e quindi di piccole differenze (Westgard,
2003; Koch e Peters, 1999); in tutti i casi viene utilizzato il valore medio delle letture multiple per valutare i
risultati. Questi ultimi vengono espressi in percentuale rispetto al valore atteso e vengono calcolati sottraendo
la concentrazione di partenza da quella finale. Il risultato viene diviso per la quantita aggiunta per correggere
I'effetto diluizione e il valore viene moltiplicato per 100. Idealmente la percentuale misurata dell'analita
aggiunto dovrebbe essere pari al 100% di quella attesa, ma vengono considerati accettabili i valori compresi
tra I'80 e il 120%. Da un punto di vista pratico con questo sistema si ottengono numerose misurazioni in uno
spettro di concentrazione molto ampio e quindi I'eventuale errore dovrebbe emergere in modo evidente.
Linearita: concettualmente & un metodo sovrapponibile al precedente con la differenza che lavora in maniera
opposta. Anche in questo caso un campione a titolo noto viene misurato in doppio prima e dopo diluizioni
scalari fino a identificare il limite rilevabile (che in questa tesi verra illustrato successivamente). Per valutare la
relazione tra il valore misurato e quello atteso si effettua I'analisi della regressione e se il valore del
coefficiente della regressione lineare include 1 allora indica che la quantita recuperata € il 100%.

Materiale di controllo: 'accuratezza pud essere valutata anche sul materiale di controllo del quale la casa
produttrice fornisce il valore reale. In pratica I'accuratezza viene valutata misurando ripetutamente (dalle 20
alle 40 volte) lo stesso materiale a titolo noto. In alternativa e possibile usare la media dei valori ottenuti da piu
laboratori, che rientrano in un piano di controllo qualita esterno che coinvolge appunto diversi laboratorio che
adottano lo stesso standard per il controllo di qualita. Per evidenziare le differenze tra il valore atteso e quello
misurato e sufficiente usare un test t oppure il test di Wilcoxon se i dati sono distribuiti in modo non normale .
Confronto tra metodi: quando & possibile applicarlo, rimane il metodo d'elezione per la valutazione
dell'accuratezza di un metodo. Permette di identificare il tipo e I'entita dell’'errore sistematico tra due metodi e
di giudicarne la correlazione sulla base dell'imprecisione intrinseca al metodo stesso oppure sulla base delle
specifiche di qualita definite prima di iniziare lo studio. In letteratura sono presenti numerosi lavori che
riportano dettagliatamente le linee guida da seguire per eseguire in maniera corretta il confronto tra due
metodi. Anche in questo caso valgono i principi generali riportati precedentemente ed & necessario acquisire
familiarita con entrambi i metodi. A questo punto si pud procedere con la valutazione della precisione per
definire I'entita dell’errore random di entrambi i metodi. Queste informazioni si possono ottenere con le stesse
modalita riportate precedentemente. Una fase importante € quella di stabilire il numero di campioni che deve
essere incluso nella comparazione tra metodi, infatti un corretto numero di campioni influenza positivamente la

forza dei test statistici che verranno successivamente usati per analizzare i risultati. Come prima cosa €



necessario tenere in considerazione che le concentrazioni dell'analita nei campioni che si stanno analizzando
devono rispecchiare il range di concentrazione che puo essere rilevato durante le sessioni di lavoro, quindi &
necessario includere sia campioni provenienti da animali sani, che campioni prelevati da animali affetti da tutte
le patologie per le quali si prevede, durante la routine, di applicare il test oggetto di studio. E’ stato dimostrato
che un criterio valido per decidere il numero di campioni da includere nello studio puo essere il rapporto tra il
range massimo e quello minimo: se il rapporto & basso occorre includere un maggiore numero di campioni,
viceversa se il rapporto € alto il numero di campioni da includere puo essere ridotto (Linnet, 1999).

Prima di procedere con la misurazione vera e propria € necessario stabilire i criteri per giudicare accettabile o
meno l'errore analitico totale che risultera dal confronto tra i metodi. A tale scopo possono essere adottate due
diverse strategie: la prima si basa sul calcolo dellimprecisione intrinseca a ciascun metodo che viene
calcolata con la seguente formula: (CV2metodor + CV2metodo2)”. Le differenze tra i due metodi, sulla base del
valore medio dei due metodi e dell'imprecisione intrinseca calcolata col la precedente formula, deve essere
compresa nell'intervallo: 0 £ 1.96 x CV x valore medio dei due metodi.

Il secondo approccio € quello di specificare i limiti di accettabilita sulla base delle specifiche di qualita sulla
base della scala gerarchica precedentemente riportata, basata sull'evidenza clinica. Un'alternativa &
rappresentata dal calcolo dell'errore totale massimo tollerabile (TAEmax), Che pud essere obiettivamente
calcolato sulla base dell'imprecisione, dell'inaccuratezza e della variabilita biologica individuale e tra piu
soggetti. Chiaramente per utilizzare il TAEmax € necessario possedere dati sulla variabilita biologica dell'analita
in oggetto. In medicina veterinaria le informazioni riguardanti la variabilita biologica sono confinate ai parametri
ematologici e biochimici usati pit comunemente. Spesso queste informazioni mancano, soprattutto per marker
innovativi non ancora inclusi nei pannelli di esami. In questi casi un’alternativa da cui partire per definire le
specifiche di qualita possono essere i dati sulle performance analitiche riportate dal Clinical Laboratory
Improvement Amendments (CLIA) anche se sono dati che fanno riferimento alla medicina umana.

valutare la loro distribuzione lungo la linea di uguaglianza e la presenza di outliers. Se i dati sono distribuiti in
modo lineare e non raggruppati ad una estremita della linea di uguaglianza, allora si puo effettivamente
procedere con la correlazione statistica vera e propria. |l coefficiente di correlazione non indica I'entita
dell’agreement tra i due metodi, ma solo la correlazione cioe 'andamento dell'una in proporzione all'altra. Un
coefficiente di correlazione (r) pit alto di 0.975 (per dati che comprendono un range piccolo) 0 0.99 (per dati
che comprendono un range pit ampio) indicano che la semplice regressione lineare fornisce informazioni
valide riguardo I'errore costante e I'errore proporzionale tramite l'intercetta e la pendenza, rispettivamente. Se
lintercetta € significativamente differente da zero, allora € presente un errore costante, se la pendenza é
significativamente diversa da uno, allora € presente un errore proporzionale. Un coefficiente di correlazione

minore di 0.975 (o di 0.99) é un indicatore del fatto che il numero di campioni non era sufficiente per avere dei
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risultati statisticamente validi e sara quindi necessario analizzare un maggior numero di campioni oppure un
altro tipo di analisi statistica (per esempio test di regressione lineare come Deming o Passing-Bablok).
Una volta determinato I'errore sistematico si puo giudicare I'accettabilita dei risultati ottenuti con due metodi:

A. sulla base della combinazione dell'imprecisione intrinseca ai due metodi confrontati: tale approccio si
effettua mediante un grafico che confronta le differenze tra i metodi e la media dei metodi. Nel grafico
viene inserita la linea rappresentante lo zero * la combinazione dei CV dei due metodi. Se i metodi
sono identici le differenze dovrebbero distribuirsi simmetricamente intorno alla linea dello zero e il 95%
delle differenze deve essere all'interno delle linee corrispondenti all’'entita dell'imprecisione dei metodi.

B. sulla base delle caratteristiche di qualita determinate prima dello studio: cio puo essere valutato in due
modi: il piu semplice utilizza I'errore totale massimo tollerabile (TAEmax) € la Medical Decision Chart
(MEDx chart), strumento grafico per comparare inaccuratezza e imprecisione il cui uso richiede che le
specifiche di qualita analitica siano state determinate sulla base dell'errore totale tollerabile (TAE).

LIMITE QUANTIFICABILE: e definito come la pit bassa concentrazione di analita che il test, con una data
probabilita, riesce a distinguere dal bianco. In pratica identifica la sensibilita analitica del test e serve come
limite d'attenzione per sapere il valore che si ottiene quando in realta la concentrazione dell'analita & nulla.
Viene calcolato mediante 20-30 misurazioni ripetute del campione contenente una concentrazione bassa di
analita o meglio ancora contenente solo il bianco reattivo (il reagente privo di campione o nel quale viene
posta acqua distillata invece del campione). Viene quindi calcolato il valore medio e la deviazione standard, e
la stima del limite rilevabile viene calcolata con la seguente formula: valore medio (o zero) + 2 (0 3) x SD.

LIMITE RILEVABILE: & definito come la concentrazione pit bassa di analita che il test misura con accettabile
precisione e accuratezza per un dato range analitico (Kock e Peters, 1999) ed identifica I'abilita del metodo di
differenziare il “rumore di fondo” dal cambiamento di segnale vero e proprio dovuto alla presenza dell'analita.

INTERFERENZA: alcuni componenti ematici (per esempio: lipidi, bilirubina ed emoglobina) se in eccesso
possono interferire con i test di laboratorio. In particolare queste sostanze interferenti possono portare ad un
errore sistematico quando il metodo ha una bassa specificita per I'analita che si sta misurando, pertanto e
buona norma valutare il loro livello di interferenza, almeno per stabilire la concentrazione massima che puo
essere tollerata prima di avere un’effettiva influenza sui risultati. Dal punto di vista pratico per valutare 'entita
dell'interferenza si parte da un campione in cui viene misurata in doppio la concentrazione dell'analita che si
sta valutando. A questo punto il campione viene diviso in piu aliquote a cui vengono aggiunte concentrazioni
diverse di sostanze interferenti (es: lipidi, bilirubina o emoglobina). Per evitare I'effetto di diluizione dovuto
all'aggiunta degli interferenti si utilizzano sostanze molto concentrate in modo da minimizzare la quantita di

interferente da aggiungere. Comunque, per tenere in considerazione anche l'effetto della diluizione vengono
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allestite anche aliquote nelle quali viene aggiunta una quantita di acqua pari alla quantita degli interferenti.
L’errore sistematico, quando viene raggiunta una concentrazione critica, viene poi calcolato sulla base della
differenza di concentrazione tra il campione con la sostanza interferente e quello con I'acqua.

La procedura sopra descritta consente di valutare l'interferenza dovuta ai composti endogeni piu Spesso
presenti nel sangue. Nella pratica, pero, altre sostanze endogene (es: ioni, composti organici) 0 esogene (es:
farmaci, ecc...) possono interferire con la misurazione di un determinato analita, legandosi ad esso o
fungendo da cofattori (0, al contrario, inibendo i cofattori) delle reazioni ricreate “in vitro” per determinare
I'analita stesso. In fase di validazione, quindi, nel caso si conosca (solitamente per analogia con la medicina
umana) o si sospetti (es: per la presenza di misurazioni “anomale” in corso di determinate patologie)
I'eventuale interferenza di composti diversi dai tre sopra citati, pud essere opportuno ripetere le prove di
interferenza utilizzando, al posto di lipidi, bilirubina ed emoglobina, le sostanze intereferenti “sospette”.

Il FASE — VALUTAZIONE DELLA SOVRAPPONIBILITA’ DELLE PRESTAZIONI

Mentre I'obiettivo della prima fase era focalizzato esclusivamente sulle performance analitiche del test, questa
seconda fase invece e focalizzata sulla rilevanza clinica del nuovo test o del nuovo marker. Una volta reputate
accettabili le performance analitiche, & necessario un primo screening sulla capacita del test di differenziare
animali sani e malati. In questa fase il test viene valutato su materiale altamente selezionato: i campioni
positivi provengono da animali che presentano solo la patologia specifica (spesso in stadi gia avanzati, pit
facili da riconoscere e da includere nello studio) per la quale si sta studiando il marker o mettendo a punto il
test. In questa fase e quindi fondamentale escludere patologie concomitanti che potrebbero confondere
linterpretazione dei risultati. Come controllo negativo si usano campioni privi della patologia di interesse e per
semplificare tale fase spesso i campioni provengono esclusivamente da animali sani, nei quali € stata
dimostrata clinicamente e tramite indagini complementari 'assenza di patologie. In questo modo la prevalenza
della malattia € sovrastimata e la sovrapposizione dei risultati tra animali sani e malati € quindi minimizzata.
Dal punto di vista pratico vengono testati 20-30 animali per gruppo e vengono calcolati media o mediana,
deviazione standard o percentili e minimo e massimo. Per valutare se ci sono differenze statisticamente
significative tra i gruppi si utilizzano test t per dati non appaiati. Un’elevata sovrapposizione tra gruppi di solito
e indice di scarso valore diagnostico, pertanto conviene interrompere la validazione considerando che se il
test non differenzia il materiale molto selezionato, ancora meno differenziera campioni clinici non selezionati.

In caso invece di buon potere discriminante, si procedera con le successive fasi di validazione.

Il FASE — VALUTAZIONE CLINICA

L'obiettivo di questa fase € quello di determinare I'accuratezza diagnostica, ovvero la capacita del nuovo test
di contribuire al processo di decisione clinica. Questa fase necessita un’attenta pianificazione per evitare errori
che possano influenzare i risultati e le conclusioni che ne vengono tratte. Per tale motivo sono state pubblicate

linee guida (Bossuyt et al., 2003a; Bossuyt et al., 2003b) che andrebbero seguite pedissequamente per
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evitare gli errori che comunemente si riscontrano in letteratura, dovuti alla valutazione poco rigorosa del potere
diagnostico del test. La prematura diffusione di un test in ambito clinico, prima del completamento di tale fase,
puo portare a sovrastimarne I'accuratezza diagnostica, con gravi ripercussioni durante il processo di decisione
clinica. Le fasi piu critiche vengono riguardano:

Selezione degli animali appropriati: 'accuratezza diagnostica dovrebbe essere valutata su una popolazione
selezionata in base alla rilevanza clinica della patologia che si vuole indagare con il nuovo test. Ad esempio
dovrebbero essere inclusi animali che presentino patologie che rientrano tra le diagnosi differenziali della
patologia che il nuovo test dovrebbe discriminare, in modo da valutare il test nelle condizioni piu simili a quelle
riscontrabili nella pratica clinica. E' fondamentale specificare i criteri di inclusione degli animali nello studio,
soprattutto perché animali senza la patologia in oggetto potrebbero avere patologie che altri utilizzatori del test
non considerano appropriata come diagnosi differenziale. Il numero di animali finale dovrebbe essere almeno
superiore a 40 per considerare affidabili i risultati dei test statistici che verranno applicati successivamente.
Classificazione indipendente degli animali selezionati: una volta decisi e applicati i criteri di inclusione, gli
animali vano suddivisi in due gruppi: con e senza patologia di interesse, indipendentemente dalla valutazione
degli esami di laboratorio. E’ fondamentale specificare i criteri diagnostici utilizzati .

Applicazione del test su tutta la popolazione di animali inclusi nello studio: idealmente questa fase andrebbe
effettuata su animali allo stesso stadio clinico della patologia, ma da un punto di vista pratico & solitamente
difficile, se non impossibile, rispettare queste condizioni.

| risultati delle analisi effettuate sulla popolazione cosi selezionata possono essere sottoposti a diverse analisi
statistiche, con I'obiettivo di acquisire ulteriori informazioni sulla reale utilita e applicabilita nella pratica clinica.
Sensibilita e specificita: la sensibilita identifica la capacita del test di identificare animali malati, mentre la
specificita € la capacita del test di identificare animali sani. Per calcolare sensibilita e specificita & necessario
conoscere il reale stato dell'animale e dividere i soggetti non affetti dalla patologia indagata dai malati (affetti
dalla patologia) e confrontare tali informazioni con i risultati del test in una tabella a doppia entrata (tabella 2).

PRESENZA DELLA ASSENZA DELLA
PATOLOGIA PATOLOGIA
TEST VP FP VPP=VP/(VP+FP)
POSITIVO )
TEST _
NEGATIVO FN VN VPN=VN/(VN+FN)
SENSIBILITA'=VP/(VP+FN) | SPECIFICITA'=VN/(VN+FP)

Tabella 2 Tabella a doppia entrata per il calcolo della sensibilita e della specificita.

(VP: veri positivi; FP: falsi positivi; FN: falsi negativi; VN: veri negativi; VPP: valore predittivo positivo; VPN: valore
predittivo negativo)

La sensibilita viene calcolata in base alla proporzione di animali malati che sono risultati positivi al test, mentre
la specificita in base alla proporzione di animali senza la patologia oggetto di studio, che sono risultati negativi
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al test. Idealmente un test dovrebbe avere il 100% sia di sensibilita che di specificita, ma in realta non esiste
un test con queste caratteristiche e quindi, a seconda dell'obiettivo dellanalisi si predilige un test con
maggiore sensibilita se, per esempio, viene applicato come test di screening, dato il basso numero di falsi
negativi e quindi se I'animale ha la patologia € molto probabile che risulti positivo al test, mentre un test con
elevata specificita viene preferito per confermare lo stato patologico dell'animale, dato il basso numero di falsi
positivi e quindi in caso di risultato positivo del test c’e un’elevata probabilita che I'animale abbia la patologia.
Valore predittivo: € un dato importante quando il test viene utilizzato per scopi diagnostici perché identifica la
probabilita che I'animale sia malato quando il test risulta positivo e, viceversa, la probabilita che I'animale sia
sano quando il test risulta negativo. Queste informazioni sono fornite dal valore predittivo positivo (VPP) e dal
valore predittivo negativo (VPN), rispettivamente. Tali valori possono essere calcolati utilizzando la stessa
tabella a doppia entrata riportata precedentemente se la proporzione di animali affetti dalla patologia riflette
I'effettiva prevalenza (P) di questa nella popolazione nella quale verra applicato il nuovo test. In molti casi la
proporzione di animali malati nella tabella non rispecchia la reale prevalenza della patologia e quindi i valori
predittivi positivi e negativi devono essere calcolati includendo anche questa informazione, con le formule:

VPP = (Sensibilita x P) / {(Sensibilita x P) + [(1-P) (1-Specificita)]}

VPN = [Specificita (1-P) / {[SP (1-P)] + [P (1-Sensibilita)]}
Se la prevalenza della malattia € bassa il VPP & basso e viceversa se la prevalenza ¢ alta il VPP é alto. Dal
punto di vista clinico per aumentare ['utilita del test in caso di bassa prevalenza, si puo valutare la probabilita
pre-test mediante anamnesi e visita clinica, cosi da aumentare la predittivita del test. In pratica se il sospetto,
prima di effettuare il test, & elevato, un risultato positivo indichera probabilmente la presenza della malattia.
Likelihood ratio (LR) o rapporto di verosimiglianza: il rapporto di verosimiglianza positivo (LR+) indica il
rapporto tra probabilita di ottenere un risultato positivo in un animale affetto da patologia e probabilita di
ottenere lo stesso risultato in un animale non affetto da patologia. Al contrario, il rapporto di verosimiglianza
negativo (LR-) indica il rapporto tra probabilita di ottenere un risultato negativo in un animale affetto da
patologia e probabilita di ottenere lo stesso risultato in un animale sano. Il rapporto € considerato buono se &
maggiore di 2 per I'LR+ e intorno allo 0 per I'LR-. Questi rapporti possono essere applicati per valutare
I'effettivo guadagno diagnostico che si ottiene applicando il test: utilizzando un nomogramma si puo calcolare
la differenza tra probabilita pre-test e post-test di identificare un animale realmente affetto da patologia.
Le analisi su sensibilita, specificita, valore predittivo, etc. hanno l'obiettivo di valutare la capacita del test di
contribuire al processo di decisione clinica e quindi di aiutare il medico nell'emettere una diagnosi e a gestire il
paziente in base all'andamento della patologia. Una volta stabilito che il test apporta un reale contributo e che
quindi puo essere efficacemente introdotto nei pannelli d'esame, & necessario stabilire i valori che consentano
di discriminare tra animali sani e malati. | valori soglia o cut-off sono dipendenti dallo scopo per il quale viene
applicato il test e quindi dovrebbero essere applicati specifici valori strettamente dipendenti dalla situazione
clinica. Per tale motivo & preferibile calcolare dei cut-off, nei quali sensibilita e specificita possono facilmente
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essere adattate alle esigenze cliniche del momento, piuttosto che applicare intervalli di riferimento generici che
identificano esclusivamente i valori attesi in una popolazione sana. | criteri utilizzati per scegliere i cut-off da
adottare durante il processo diagnostico sono fondamentali per evitare errori diagnostici e devono essere
pianificati esclusivamente in funzione della specifica situazione clinica nella quale si intende adottare il test,
quindi facendo prevalere la sensibilita o la specificita a seconda che sia un test diagnostico o di screening.
Curve ROC (Receiver-Operating-Characteristic): queste curve riflettono la relazione tra sensibilita e tasso
di risultati falsi positivi di un test e sono utilizzate per valutare I'accuratezza diagnostica di un test. Sensibilita e
specificita sono inversamente correlate, quindi al’aumentare di una diminuisce I'altra e viceversa. Mediante le
curve ROC é possibile calcolare il valore soglia di un test a cui corrisponde la migliore sensibilita e specificita e
quindi visualizzare graficamente il valore da applicare per discriminare il gruppo di animali sano da quello
malato. Il vero punto di forza di queste curve é che, a seconda dello scopo del test, si puo calcolare il cut-off
che enfatizzi la sensibilita piuttosto che la specificita del test in base all'obiettivo diagnostico prefissato.
Intervalli di riferimento: I'ampiezza degli intervalli di riferimento & determinata dalla combinazione di
variabilita analitica e biologica. In veterinaria le informazioni sulla variabilita biologica sono scarse e questo
rappresenta un grosso limite. Inoltre, come precedentemente detto, gli intervalli di riferimento identificano i
valori attesi in una popolazione sana a scapito della definizione dei valori piu discriminanti in ambito clinico.
Pertanto in tutti i casi in cui sensibilita e specificita del test consentano di stabilire un cut-off che distingua con
efficacia gli animali sani da quelli malati, e preferibile non adottare questi intervalli. Inoltre bisogna considerare
che oltre alla mancanza di informazioni fondamentali per il calcolo, spesso la determinazione di questi
intervalli € dispendiosa sia in termini di tempo, che economici. Esistono diversi approcci per il calcolo degli
intervalli di riferimento: la determinazione de novo che viene effettuata molto raramente in medicina veterinaria
perché comporta costi elevati per la selezione di un gruppo di animali sani che sia rappresentativo dell'intera
popolazione. Unalternativa che consente di ridurre notevolmente i costi e il numero di animali necessari, €
quella di adottare intervalli di riferimento utilizzati in un altro laboratorio, trasferirli nel proprio ed effettuare una

validazione per assicurarsi che siano appropriati.

IV FASE - VALUTAZIONE DELL'UTILITA CLINICA E DELL’'OUTCOME

La fase finale della validazione diagnostica consiste nel dimostrare I'impatto positivo, che deriva dall'utilizzo
del nuovo test, nel management dei pazienti. Diversi aspetti possono essere considerati come un fattore
positivo, per esempio: informazioni cliniche che prima non era possibile ottenere, informazioni cliniche che con
il nuovo metodo si ottengono pit velocemente, pill economicamente, o usando materiale piu facile da reperire
0 piu stabile. Affrontare questa ultima fase della validazione in molti casi richiede prove controllate,

randomizzate e in cieco che di rado vengono effettuate in medicina veterinaria a causa dei loro costi elevati.
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| laboratori di analisi veterinarie, indipendentemente dalle loro finalita ultime (diagnostica clinica, ricerca di
base, farmacologica o applicata), pur essendo organizzati e routinariamente gestiti come gli analoghi
laboratori che operano su campioni umani, presentano dei limiti che di fatto ne riducono le potenzialita di
sviluppo. Uno dei limiti principali & che in tali laboratori vengono processati campioni biologici (sangue, urine,
tessut) provenienti da diverse specie animali, le quali possono presentare peculiarita che limitano
I'applicabilita dei metodi analitici tradizionali. Per quanto riguarda la biochimica clinica la specie animale
rappresenta un limite non tanto dal punto di vista della reazione implicata (la reazione biochimica per misurare
la concentrazione dei diversi analiti € la stessa indipendentemente dall'origine del campione), quanto dal
punto di vista delle caratteristiche fisico-chimiche del campione (es: “colore di fondo” del plasma, presenza di
determinate sostanze potenzialmente interferenti ecc..). Per quanto riguarda i metodi basati sull'utilizzo di
anticorpi specifici per la molecola da ricercare (ELISA, immunoturbidimetria, chemiluminescenza),, non
sempre gli anticorpi disegnati contro la molecola umana riconoscono quella di altre specie animali. Prima di
applicare tali metodiche e quindi opportuno verificare la cross-reattivita mediante tecniche specifiche (es:
Western blotting) o con prove di validazione. Per quanto riguarda I'ematologia vengono spesso utilizzati i
contaglobuli, che contano e riconoscono le cellule sulla base di caratteristiche strutturali che pero variano da
specie a specie e, dato che tutti gli strumenti in commercio sono tarati sulle cellule dell’'uomo, non sempre €
possibile, nella pratica, che riconoscano accuratamente cellule animali, soprattutto se patologiche.
L’ematologia di base é spesso affiancata da tecniche specialistiche basate sull'utilizzo di anticorpi contro le
molecole di superficie delle cellule ma anche in questo caso non sempre le cellule animali espongono gli
stessi antigeni di quelle del’'uomo o non sempre gli antigeni sono strutturalmente simili e cross-reattivi con gli
anticorpi anti-uomo. In ricerca, poi, vengono spesso utilizzate tecniche di separazione ed analisi delle cellule
ematiche o tissutali basate su metodi fisici la cui applicazione negli animali fornisce spesso risultati non
soddisfacenti.

La relativa scarsita di reagenti o strumenti specie-specifici limita quindi le potenzialita dei laboratori di ricerca, i
cui risultati assumono un valore comparativo meno rilevante per 'uomo, e di diagnostica veterinaria, che non
possono contare su approcci diagnostici sovrapponibili a quelli della medicina umana. Per ovviare ai limiti
sopra riportati alcuni produttori di strumenti o reagenti hanno sviluppato “linee veterinarie”, basate
sull'esecuzione di un numero limitato di prove di cross-reattivita o sulla creazione di software “veterinari” per
linterpretazione dei dati. | reagenti appositamente creati per le specie animali di interesse veterinario sono
invece pochi. Nella gran parte dei casi si tratta di anticorpi contro molecole particolarmente diffuse nella
pratica clinica. Mancano, o sono carenti, gli studi di validazione di strumenti in corso di patologiche particolari
o di metodi messi a punto per 'uomo e tesi ad evidenziare molecole indagate meno frequentemente (e quindi
meno attrattive dal punto di vista commerciale) ma comunque utili e indispensabili per scopi di ricerca.
L'obiettivo generale di questa tesi € quindi quello di indagare, con studi di validazione analitica ed applicabilita

clinico-patologica, alcuni metodi e strumenti per i quali non esistano informazioni relative alla trasposizione su
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campioni animali dei risultati gia ottenuti in medicina umana o in modelli sperimentali.

In particolare, per raggiungere |'obiettivo generale sopra indicato ci si & posti i seguenti obiettivi intermedi:

e Obiettivo 1. Verifica delle performances analitiche di strumenti per ematologia e di tecniche
citofluorimetriche in specifiche patologie ematologiche: in particolare da un lato sono stati messi a
punto nuovi parametri analitici in grado di identificare cellule leucemiche di cane e piastrine

patologiche in una condizione ereditaria recentemente identificata in cani Norfolk terrier.

e Obiettivo 2: verifica delle caratteristiche analitiche e delle performances diagnostiche di metodi tesi a
identificare metaboliti infiammatori. In questa parte della tesi particolare attenzione € stata rivolta a:
o0 metodi analitici per identificare metaboliti reattivi dell'ossigeno (dROMs) nel cane, con
particolare riferimento al loro ruolo in corso di leishmaniosi
o validazione di un metodo per la determinazione dei perossidi nel gatto ed applicabilita di
questo test e della determinazione dell'interferone felino con metodo ELISA in un modello di
analisi delle risposte di leucociti ematici incubati con peptidi immunogeni di coronavirus felino
0 Messa a punto e validazione di un metodo analitico per la determinazione dell’enzima
paraoxonasi (PON1), proteina di fase acuta negativa. L'eventuale ruolo della PON1 come

marker infiammatorio & stato poi valutato preliminarmente nel cane e nel vitello neonato

e Obiettivo 3: indagine su marker di ipertensione. In particolare sono stati validati nel cane un metodo
enzimatico per determinare 'omocisteina (Hcy) e un ELISA per la determinazione dell'endotelina-1
(ET-1). L'eventuale ruolo biologico dellHcy € poi stato indagato in patologie caratterizzate da
ipertensione o da alterazioni del metabolismo della stessa Hcy, tra cui l'insufficienza renale, nella

quale é stata verificata anche I'associazione tra ipertensione e concentrazione sierica di ET-1

e Obiettivo 4: sviluppo di metodi per la caratterizzazione quali-quantitativa dell’acido sialico totale (TSA)
e dell'enzima sialiltransferasi. Il TSA € stato poi indagato in gatti con coronavirosi per valutare un suo
possibile ruolo protettivo nei confronti dell'infezione; la caratterizzazione del tipo di sialilazione di
proteine circolanti e cellulari e I'attivita sialiltrasferasica in sangue e tessuti sono state verificate in cani

con tumori mammari, visto il potenziale ruolo del tipo di sialilazione nel processo di metastatizzazione.

e Obiettivo 5: valutazione delle performances analitiche dei metodi di determinazione della proteinuria,

al fine di fornire informazioni pratiche sull'affidabilita della determinazione di tale parametro.

Le problematiche relative agli obiettivi sopra citati, i metodi usati e i risultati ottenuti sono riassunti di seguito.
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OBIETTIVO 1 - VALUTAZIONE DELLE PERFORMANCES ANALITICHE DI STRUMENTI E METODI IN

EMATOLOGIA

Gli strumenti ematologici attualmente disponibili in veterinaria sono basati su tre principi analitici diversi:

(0]

Contaglobuli ad impedenza: attualmente i pit diffusi in veterinaria, si basano sul seguente principio
analitico: il sangue € aspirato da un capillare e convogliato in una cella di lettura dove le cellule
passano attraverso un campo elettrico. Durante il passaggio, ogni cellula aumenta la resistenza tra
gli elettrodi generando un impulso di durata proporzionale alle sue dimensioni. Lo strumento
registra numero e durata degli impulsi calcolando rispettivamente numero e dimensioni delle
cellule. Tale procedura viene eseguita in parte su sangue intero diluito con soluzione isotonica dal
quale vengono contati eritrociti e piastrine,poi su sangue trattato con emolisanti per contare i
leucociti. In base alle dimensioni dei leucociti, alcuni strumenti ad impedenza stimano anche una
parziale formula leucocitaria (es: monociti, granulociti e linfociti).

Quantitative buffy coat (QBC): in cui il sangue € posto in un capillare da ematocrito particolare che
contiene un galleggiante che dilata il buffy coat in maniera che sia possibile analizzarlo
otticamente e stimare cosi il numero di rossi, bianchi e piastrine, oltre a paramteri addizionali come
la concentrazione emgolobinica e gli indici eritrocitari

Contaglobuli laser: molto usati nell'uomo, ma di recente introduzione in veterinaria: il principio di
lettura & simile a quello dellimpedenza, con la differenza che le cellule interrompono un fascio
luminoso invece che un impulso elettrico. La luce laser, inoltre, attraversando le cellule nucleate,
viene deviata in maniera diversa in funzione della complessita nucleare (es: lobature, cromatina,
ecc...) o citoplasmatica (es: granulosita) e viene captata da rilevatori posti ad angolature differenti
rispetto alla direzione originale del fascio di luce permettendo di classificarle e generare una
formula leucocitaria. Alcuni contaglobuli laser sfruttano poi il contenuto enzimatico delle diverse
cellule, alcune delle quali (es: i granulociti) contengono mieloperossidasi che a contatto con uno
specifico reagente emette un segnale particolare in base al quale queste cellule vengono distinte
dalle altre, altri utilizzano un colorante fluorescente che lega gli acidi nucleici: i leucociti vengono
quindi classificati, oltre che sulla base di dimensioni e complessita anche in base al contenuto in
acidi nucleici. Questi strumenti, poi, possono discriminare i basofili dalle altre popolazioni cellulari,

ma il principio su cui si basa questa differenziazione non sembra funzionare per i basofili del cane.

Dalla descrizione sopra citata emerge che i contaglobuli classificano i leucociti in modo diverso ma comunque

in base alle loro caratteristiche fisiche o chimiche, che pero si basano su dimensioni e caratteristiche strutturali

dei leucociti umani normali. Gia in medicina umana gli strumenti hanno difficolta a classificare correttamente i

campioni patologici e generano dei segnali di allarme (flags) sulla base dei quali lo striscio di sangue viene

inviato allematologo per l'analisi microscopica. Sebbene molti strumenti dispongano di software che
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riconoscono al meglio le cellule delle diverse specie animali, il margine di errore nella lettura di campioni di
sangue di cane e gatto & maggiore di quello rilevato nell'uomo, soprattutto in campioni patologici. Anche se si
dispone di tali strumenti, quindi, & indispensabile ricorrere all'analisi microscopica dello striscio di sangue per
verificare che la formula strumentale sia in accordo con quanto osservabile al microscopio, e per identificare
eventuali anomalie morfologiche leuco-eritrocitarie. Tale procedura richiede tempo ed esperienza e presenta
un certo grado di soggettivita legata alla competenza dell'operatore. La disponibilita di parametri automatici
aggiuntivi potrebbe ridurre tale soggettivita e, in ultima analisi, il margine di errore nei casi patologici.

Tra le situazioni che creano piu “problemi” agli strumenti automatici e che, in assenza di un ematologo esperto
che verifichi la caratteristiche morfologiche cellulari su vetrino, possono portare ad errori di classificazione del
campione, rientrano alcune patologie ereditarie in cui la morfologia di alcuni tipi cellulari & alterata, come nel
caso delle alterazioni piastriniche dei Norfolk terrier di cui si parlera pit avanti, ma soprattutto le leucemie.

Le leucemie sono neoplasie delle cellule ematopoietiche a localizzazione primaria midollare cui solitamente si
associa la presenza di cellule neoplastiche in circolo. Le leucemie vengono classificate in quattro gruppi
principali caratterizzati da prognosi diverse. Tali gruppi derivano dall'incrocio di due sistemi di classificazione,
basati sul tipo di cellule coinvolte e sulla loro capacita di maturare: in funzione dell'origine le leucemie possono
essere divise in linfoidi e mieloidi (ulteriormente classificabili come riportato in tabella 3); in funzione dello
stadio di sviluppo delle cellule, le leucemie possono essere divise in acute, caratterizzate da presenza di

cellule atipiche, e croniche, nelle quali in circolo si riscontrano alti numeri di cellule morfologicamente normali.

LEUCEMIA CLASSIFICAZIONE TIPO DI LEUCEMIA
AUL Leucemia acuta indifferenziata
AML M1 Leucemia mieloide acuta senza maturazione
AML M2 Leucemia mieloide acuta con maturazione
< AML M3 Leucemia promielocitica acuta
2 AML M4 Leucemia mielomonocitica acuta
LEUCEMIA MIELOIDE 2 AML M5 Leucemia monolitica acuta
AML M6 Eritroleucemia
AML M6Er Mielosi eritremia
AML M7 Leucemia megacarioblastica acuta
CRONICA CML Leucemia mieloide cronica
ACUTA ALL Leucemia linfoide acuta
LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA CLL Leucemia linfocitica cronica

Tabella 3 Classificazione delle leucemia in medicina veterinaria secondo il consenso
dell’Animal Leukemia Study Group (ALSG) (adattata da: McManus, 2005)

Le leucemie acute sono piu aggressive ed hanno un decorso rapido (spesso fulminante, dato che la diagnosi
negli animali & sempre piu tardiva che nel'uomo), quelle croniche hanno decorso pit lento e prognosi migliore.
Dal punto di vita diagnostico € spesso difficile riconoscere I'origine leucemica delle forme croniche anche se
spesso € il numero di cellule a suggerire che si tratti di leucemia e non di leucocitosi reattiva. Nelle forme
acute, oltre che sul riscontro di cellule immature (> 5% nel sangue) la diagnosi si basa sul riscontro di blasti

midollari (> 20%) e sulla caratterizzazione delle cellule neoplastiche tramite immunofenotipizzazione,
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citochimica o analisi molecolari. La fenotipizzazione viene di solito svolta mediante citofluorimetria, tecnica che
si basa sulla tecnologia laser simile a quella degli strumenti per 'esame emocromocitometrico generazione
sopra citati. Questa tecnica si basa sulla marcatura con anticorpi specifici per antigeni che vengono espressi a
livello citoplasmatico o, piu frequentemente, sulla membrana delle cellule. Sono stati selezionati una serie di
anticorpi che vengono espressi solo da un tipo cellulare (per esempio: CD3 espresso solo dai linfociti T, CD21
espresso solo dai linfociti B). Gli anticorpi sono coniugati con una sostanza fluorescente che, una volta colpita
dal laser, emette una fluorescenza che viene rilevata da appositi sensori. Ogni cellula viene quindi classificata
in base all'espressione anticorpale. Il vantaggio consiste nella possibilita di usare contemporaneamente piu
anticorpi sullo stesso campione grazie alla presenza di piu laser che lavorano a diverse lunghezze d'onda. Il
veterinaria pero il pannello anticorpale a disposizione € limitato. Tuttavia il numero di anticorpi disponibili,
anche se limitato, per permette di immunofenotipizzare la maggior parte delle cellule coinvolte nei disordini
linfo- e mieloproliferativi. In tabella 4 sono riportati i principali antigeni utilizzati per l'identificazione delle cellule

e la loro espressione cellulare, pit 0 meno specifica.

MARKER
IMMUNOFENOQTIPICO TIPO CELLULARE
CD3 Linfociti T
CD4 Linfociti T helper
CD8 Linfociti T citotossici
CD11b Granulociti /Monociti
CD14 Monociti
CD18 Panleucocitario
CD21 Linfociti B
CD34 Blasti
CD45 Panleucocitario
CD61 Megacarioblasti
*CD79a Linfociti B immaturi/plasmacellule
NSA Antigene specifico per i neutrofili

Tabella 4 Pannello anticorpale per l'immunofenotipizzazione

delle principali cellule ematopoietiche

Non sempre pero gli anticorpi disponibili in medicina umana possono essere applicati anche in medicina
veterinaria, a causa di una scarsa reattivita crociata. Inoltre la maggior parte degli anticorpi € stata sviluppata
per il cane o per gli animali da laboratorio (che vengono usati come modello sperimentale per indagare
patologie umane), quindi per alcune specie domestiche puo risultare difficile reperire in commercio gli anticorpi
necessari per lo studio. Infine, un ulteriore limite & quello che non sempre sono state definite le caratteristiche
immunofenotipiche di alcune malattie linfo- o mieloproliferative del cane.

In questa tesi si € quindi provveduto ad approfondire alcuni degli aspetti sopra citati ed in particolare la
capacita di uno strumento ematologico laser di identificare cellule leucemiche nel cane o di caratterizzare le

piastrine di Norfolk terriers colpiti da macrotrombocitopenia.
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IDENTIFICAZIONE DI CELLULE EMATICHE NEOPLASTICHE UTILIZZANDO IL SYSMEX XT-2000iV: UNO
STEP PRELIMINARE NELLA DIAGNOSI DI LEUCEMIA NEL CANE

Come sopra citato, la corretta diagnosi e classificazione delle leucemie del cane non pud basarsi sulla sola
osservazione al microscopio ottico dello striscio di sangue periferico ma richiede tecniche specifiche come le
indagini molecolari o 'immunofenotipizzazione (Avery e Avery, 2004; Keller et al., 2004; Comazzi et al., 2006).
La possibilita di individuare le cellule neoplastiche con strumenti automatici potrebbe aiutare ad identificare i
pazienti che necessitano un approfondimento diagnostico, e permettere il monitoraggio della chemioterapia.
Nell'uomo, questo scopo pud essere raggiunto con i contaglobuli laser che sfruttano lo stesso principio
analitico della citometria a flusso, identificando in tempo reale le cellule neoplastiche (Tohyama et al., 2003;
Tohyama et al., 2005; Kang et al., 2008). Il Sysmex XT-2000iV sfrutta la tecnologia laser combinata con il
metodo a fluorescenza e con la normale conta ad impedenza. In pratica il numero totale di leucociti viene
contato in un canale dedicato (BASO) dove le cellule vengono lisate mediante un surfattante, in questo modo i
nuclei delle cellule passando attraverso il laser deviano la luce verso due differenti scatters che riconoscono
complessita e dimensione delle cellule. In medicina umana le uniche cellule resistenti alla lisi sono i basofili
che quindi vengono contati in questo canale. Il numero totale di WBC viene letto anche con il sistema a
fluorescenza, anche se di default il numero riportato nel referto finale & quello del canale dei BASO. La conta
leucocitaria differenziale invece viene eseguita nel canale DIFF dopo permeabilizzazione e colorazione con
una sostanza fluorescente che si lega agli acidi nucleici e agli organelli citoplasmatici. Il sistema laser viene
quindi utilizzato dal DIFF per differenziare le quattro popolazioni rimanenti (neutrofili, linfociti, eosinofili e
monaociti) in base alla complessita e al contenuto di RNA (Van der Meer et al., 2002a; Lilliehddk e Tvedten,
2009a). Lo strumento ha dei gates specie specifici pre-impostati corrispondenti a complessita e fluorescenza
attesi per ogni popolazione leucocitaria, grazie ai quali differenzia le cellule una volta che sono state lette
mediante il laser. L’operatore pero puo definire manualmente dei gates aggiuntivi per differenziare i vari tipi di
cellule o per rilevare cellule con anomalie morfologiche (Mathers et al., 2008). I Sysmex XT-2000iV € stato
recentemente validato nel cane ed é stato dimostrato che effettua un’accurata conta leucocitaria differenziale,
ad eccezione dei basofili e dei neutrofili tossici, che non vengono correttamente identificati (Lilliehdok e
Tvedten, 2009h). Lo studio citato, pero, non includeva casi di leucemia e in letteratura non sono riportati studi
riguardanti la capacita di questo strumento di identificare le cellule neoplastiche nel sangue di cane.

Di seguito & descritto nel dettaglio I'approccio sperimentale seguito ed i principali risultati e considerazioni
scaturitene, che sono gia stati tradotti in un lavoro preliminare presentato come comunicazione orale al IX
meeting annuale dell’European Society of Veterinary Clinical Pathology tenutosi a Budapest nel 2007 (n° 10
dell'elenco pubblicazioni) e, in versione piu estesa, € stato oggetto di una pubblicazione a stampa (n° 5
dell'elenco pubblicazioni). Una parte dello studio, comprendente anche I'analisi di campioni da pazienti in
chemioterapia, € stata presentata al Sysmex European Haematology Symposium tenutosi a Istanbul nel 2009
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(N. 12 dell’elenco pubblicazioni) e premiata con il secondo premio del Sysmex Outstanding Science Award
2009

Materiali e Metodi

CRITERI DI INCLUSIONE E SELEZIONE DEI CASI

Per questo studio sono stati utilizzati campioni di sangue prelevato da 167 cani da parte di veterinari liberi
professionisti e speditoci per scopi diagnostici, 160 dei quali utilizzati per la valutazione delle performances
diagnostiche dello strumento e 7 campionati ripetutamente per la valutazione del follow up. Tutti i campioni
sono stati analizzati entro 24 ore dal prelievo e solo i campioni con conservazione, cellularita e caratteristiche
morfologiche adeguate sono stati inclusi nello studio. Ulteriori criteri di inclusione sono stati la possibilita di
seguire I'animale nel suo decorso clinico, e di acquisire campioni aggiuntivi (es: citologia e/o sospensione
cellulare dai linfonodi e strisci o prelievi in EDTA di sangue midollare), nei casi in cui per la diagnosi finale
fosse necessario un approccio pit completo rispetto al semplice esame emocromocitometrico.

Per classificare i campioni in gruppi differenti & stato infatti applicato, valutando i segni clinici e i risultati dei
test di laboratorio, il seguente approccio diagnostico:

Ematologia di base: ogni campione di sangue é stato analizzato con il Sysmex XT-2000iV e sono poi stati
allestiti strisci di sangue, colorati con May-Griinwald Giemsa ed osservati da due patologi clinici al microscopio
ottico per eseguire la conta leucocitaria differenziale su almeno 200 cellule.

Citologia del midollo osseo: in caso di sospetta leucemia sono stati allestiti strisci di sangue midollare colorati
sempre con May-Griinwald Giemsa ed osservati al microscopio ottico da due osservatori differenti ed € stata
registrata la percentuale di blasti e la loro morfologia.

Immunofenotipizzazione: I'analisi mediate citometria a flusso € stata eseguita nel sangue periferico e midollare
in ogni caso (n=96) in cui c’era il sospetto di leucemia sulla base dell'aumento del numero totale di WBC, della
presenza di cellule circolanti immature o atipiche o del rilevamento di cellule neoplastiche durante 'esame
citologico di linfonodi e/o milza. Il pannello di anticorpi usato & quello riportato precedentemente in tabella 4.
Analisi dei linfonodi: nei cani con linfoadenomegalia € stata eseguita I'aspirazione con ago sottile. Le cellule
raccolte sono state processate utilizzato secondo il metodo in uso nel nostro laboratorio (Gelain et al., 2008)
che unisce esame citologico (Fournel-Fleury et al., 1997) e immunofenotipizzazione (Wilkerson et al., 2005).

ANALISI CON SYSMEX XT-2000iV

L'analisi dei dati generati dallo strumento € stata basata sui seguenti parametri:

Conta leucocitaria totale: sulla base del numero di cellule contate nel canale BASO.

Segnali di allarme standard per i WBC (segnali di allarme “positivi” e/o “aree grigie”): se nel campione lo

strumento rileva anomalie di numero o di morfologia cellulare, genera un segnale di errore riportando la
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dicitura “positivo” (figura 1). Inoltre se le popolazioni leucocitarie non possono essere differenziate, le cellule
vengono visualizzate come un’omogenea area grigia e la conta differenziale non viene visualizzata.
Sono stati registrati tutti i campioni per i quali lo strumento ha generato un segnale di allarme positivo 0 non &

riuscito ad effettuare una conta differenziale.
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Figura 1 Esempio di un campione proveniente da un cane con una condizione reattiva non neoplastica (marcata neutrofilia)
caratterizzata da un segnale di allarme leucocitario. Da notare il numero di WBC notevolmente aumentato e come lo
strumento non sia in grado di classificare tutte le sottopopolazioni leucocitarie. Il campione € stato classificato come
“positivo” (angolo in alto a sinistra) e viene mostrato un segnale di allarme leucocitario. Inoltre la nuvola di neutrofili
(eventi grigi) e parzialmente sovrapposta al gate dei linfociti e la maggior parte dello scattergram dei DIFF mostra un’area
omogenea grigia invece della tipica popolazione.

Eventi ad alta intensita di fluorescenza (HFI): visto I'obiettivo di valutare la possibile presenza di cellule
neoplastiche, é stato disegnato manualmente, allinterno dello scattergram nominato Extend-WBC/DIFF, un
gate ad alta fluorescenza (Tohyama et al., 2005) che si estendeva da appena sopra il normale profilo del cane
fino alla parte piu alta dello scattergram (figura 2).

Tutti i campioni inclusi in questo studio sono stati rianalizzati usando il profilo ad alta fluorescenza ed € stata
registrata la percentuale di eventi ad alta fluorescenza.

Eventi nella regione “resistente alla lisi”: allinterno dello scattergram nominato Extend-WBC/BASO e stato
disegnato manualmente un gate nominato LRR (Lysis-Resistant Region) che si estende da appena sopra la
regione con i leucociti dopo lisi con il surfattante, fino alla parte piu alta dello scattergam (figura 2).

Forma degli scattergrams: la forma di entrambi gli scattergrams WBC-BASO e WBC-DIFF sono stati analizzati
visivamente da due osservatori indipendenti che hanno raggruppato ciascun caso, come definito nello studio
preliminare presentato al congresso di Budapest, in una delle seguenti categorie (figura 3): scattergram
normale (N), leucemia acuta/linfoma al V stadio (AL), leucemia linfocitica cronica (CLL) o leucocitosi reattiva.
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Figura 2 Definizione del gate ad alta intensita di fluorescenza (HFI) (in alto) nello scattergram dei WBC/DIFF e del gate della
regione resistente alla lisi (LRR) (in basso) nello scattergram dei WBC/BASO. In entrambi gli scattergrams le linee piu
esterne includono tutti gli eventi all'interno del gate leucocitario, la linea verde comprende le cellule normali e la linea gialle
definisce le aree HRI e LRR.
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Figura 3 Esempi di profili di scattergrams. In alto a sinistra gli scattergrams del Sysmex di un cane sano. Lo scattergram
del canale DIFF mostra i neutrofili (azzurro), linfociti (rosa), eosinofili (rossi) e monaciti (verde); lo scattergram dei BASO
mostra i basofili (punti bianchi sparsi) e “altri WBC” (azzurro). In alto a destra gli scattergrams di un cane affetto da
leucemia acuta (AL)/linfoma al V stadio. Il canale DIFF rivela una popolazione omogenea che si estende fino alla regione ad
alta intensita di fluorescenza. Nello scattergram dei BASO una sottopopolazione leucocitaria con un’elevata complessita ,
ma solo pochi eventi si estendono nella regione delle cellule resistenti alla lisi. In basso a sinista gli scattergrams di un
cane affetto da leucemia linfocitica cronica (CLL)Nello scattergram dei DIFF il gate dei linfociti € aumentato ma
caratterizzato da pochi evnti ad alta fluorescenza in confronto allo scattergram della leucemia acuta. La maggior parte dei
leucociti nello scattergram dei BASO & raggruppato all'interno di una singola e ben definita popolazione, ma una piccola
percentuale di cellule & caratterizzata da un aumento del volume che porta alla formazione di una proiezione verso la LRR.
In basso a destra sono riportati gli scattergrams di un caso di leucocitosi reattiva (RL) in un cane. Nello scattergram dei
DIFF il livello di fluorescenza del gate dei neutrofili & piu alto del normale ed € presente una parziale sovrapposizione tra il
cluster dei neutrofili e quello dei linfociti (punti grigi nella parte bassa dello scattergram). Inoltre alcuni eventi si estendono
nella regione ad HFI. Lo scattergram dei BASO non mostra caratteristiche anomale.
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ANALISI STATISTICA E VALUTAZIONE DELLE PERFORMANCES DIAGNOSTICHE
Per ogni gruppo di cani patologici (vedi oltre) e per ogni sottogruppo di cani con la leucemia acuta, € stata
definita, con statistiche descrittive la distribuzione dei valori dei parametri forniti dal Sysmex. Le differenze tra
gruppi sono state valutate usando il test di Kruskall-Wallis seguito dal test di Bonferroni eccetto che per la
presenza o assenza degli allarmi per la conta leucocitaria che, essendo espressi con una scala ordinaria e
non continua, sono stati valutati mediante analisi di Pearson. Nel tentativo di definire 'approccio migliore per
differenziare i campioni leucemici (includendo sia le leucemie acute che croniche) da quelli reattivi,
minimizzando il numero di risultati FP e FN, sono stati seguiti i seguenti approcci:
1. Valutazione delle performances diagnostiche di singole misurazioni o singoli parametri: per ciascuna
misurazione o per ciascuno dei parametri sotto elencati, sono state valutate le performance diagnostiche
contando il numero di VP (cani leucemici classificati come positivi), VN (cani non leucemici classificati come
negativi), FP (cani non leucemici classificati come positvi) ed FN (cani leucemici classificati come negativi). In
questa fase sono stati classificati come positivi (cioe potenzialmente caratterizzati da cellule neoplastiche) i
campioni che presentavano:

A. segnali di allarme positivi per la conta leucocitaria totale o I'area grigia senza differenziazione;

B. valori piu alti di un dato valore soglia, definito mediante curve ROC, per i parametri espressi in

scala continua (per esempio: WBC, HRI, LRR).

C. forma degli scattergrams che coincideva con i profili delle leucemie acute o linfocitiche croniche.
Sulla base di questi dati € stata calcolata la sensibilita e la specificita, il rapporto di verosimiglianza positivo e
negativo e per ogni dato espresso con una scala di valori continua e stata disegnata una curva ROC per
valutare il potere discriminante di ciascun parametro nella diagnosi di leucemia.
2. “Segnale di allarme leucemia™: lo strumento € stato impostato per generare automaticamente un segnale di
allarme di leucemia quando rilevava almeno una delle seguenti alterazioni: conta leucocitaria > 37.0 x 103/uL,
HFI > 2.30% o LRR > 1.10%. Questi valori di cut-off corrispondono a quelli caratterizzati dal 95% di specificita,
come evidenziato dall'analisi precedente. Successivamente sono state valutate le performance diagnostiche
del segnale di allarme di leucemia calcolando il numero di VP, VN, FP e FN seguiti dal calcolo di sensibilita,
specificita e rapporti di verosimiglianza. Come step aggiuntivo per aumentare l'utilita diagnostica di questo
approccio i positivi al segnale d'allarme di leucemia sono stati riclassificati in base alla presenza o assenza di
profili compatibili con leucemia (acuta o cronica) e sono stati ripetuti i calcoli delle performances diagnostiche.

Risultati

Sulla base dell'approccio diagnostico, 117 cani sono stati raggruppati come riportato in tabella 5. Il gruppo di

controllo era costituito da animali sani (n=43).
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GRUPPO TIPO SOTTOTIPO MORFOLOGIA IMMUNOFENOTIPO
Micloide | AMLM4(n=2) | BM:blasti>300 | CD49% CDLLbY, CD4,
(AML) CD14+, CD34+
AML M7 (n=2) BM: blasti > 30% CD45+, CD61+, vWF*
ALL-B(1=3) | BM:blasti>300 | CD4%%CD2L, CD79a,
e CD34+
Linfoide (ALL) CD45, CD3", CD4* elo
A. Leucemia acuta ALL-T BM: blasti > 30% Nar ARt
= (n=30) _ _ _ CD8+, CD34
5 Indifferenziata BM: blasti > 30% CD45+, CD34+
c AUL
g . Citologia linfonodale | Immunofenotipo uguale nella
5 Linfoma ibil . Il
3 stadio V ~ compatibile con sospensione cellulare
§ (n=14) linfoma; BM: blasti > ottenuta mediante ago
B 30% aspirato del linfonodo
Grave linfocitosi,
Linfocitica popolazione . . .
B. Leucemia (CLL) (n=14) monomorfica di CD45r, CD4+0 CD8
cronica (n=15) linfociti maturi
_ Popolazione . . .
LGL (n=1) monomorfa di LGL CD45+, CD3+, CD8
Linfoma Citologia I_m_fonodale Linfonodo positivo per gli
- compatibile con L
(n=35) i antigeniBo T
infoma
Tumore Valutazione
C. Neoplasia senza coinvolgimento e citologica della -
ematico (n=41) ma?:]clc;t)ano massa cutanea e/o Non determinante
B splenica
Sarcoma Valutazione
istiocitico citologica della milza Non determinante
(HS) (n=1) compatibile con HS
Neutrofiia Leucocitosi
_ neutrofilia, neutrofili Non determinante
(n=24) t0SSiCi
Leucocitosi,
S . Neutrofilia e neutrofilia, linfocitosi,
D. Condizioni r(_eattlve non linfocitosi neutrofili tossici, Non determinante
neoplastiche ~ L ’
(n=6) linfociti e monociti
reattivi
Linfocitosi Leucocitosi,
(n=1) linfocitosi, linfocitosi Non determinante
B reattivi

Tabella 5 Gruppi di cani e criteri adottati per I'approccio diagnostico (AML4: leucemia mielomonocitica acuta; AML7:
leucemia megacarioblastica acuta; vWF: von Willebrand factor; CLL: leucemia linfocitica cronica; BM: midollo osseo

Il numero di leucociti totaili era significativamente piu elevato nei cani con leucemia linfocitica cronica rispetto
a tutti gli altri gruppi e nel gruppo di cani con leucemia acuta era pit alto rispetto a quello dei gruppi C, D ed E.
Il numero di leucociti totali nei cani con neoplasie senza coinvolgimento ematico e con condizioni reattive non
neoplastiche era piu elevato del gruppo di controllo (tabella 6).

La percentuale di eventi con HFI era significativamente piu elevata nel gruppo di cani con leucemia acuta
rispetto agli altri gruppi. La percentuale di eventi nella LRR era significativamente piu alta in entrambi i gruppi
leucemici in confronto ai rimanenti. Non sono state rilevate differenze significative nel numero totale di

leucociti, 0 nelle percentuali di eventi con HRI o nella LRR tra i tre sottogruppi della leucemia acuta (tabella 7).
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SEGNALI DI ALLARME
GRUPPI WBC X 10uL EVENTI HFI (%) EVENTI LLR (%) L EUCOCITAR
A -Leucemiaacuta | 91.1+195.8(32.7) *, *, 7.9+7.1(6.1) % *, - 0F) &
(n230) Ty Y 22422 (L6)* 1, 1 21 (70%) **, 1, 1
B - Leucemia -
cronica 169.1 4 115'? (I386)™ | 07419002 | 09+11(05)* 1,1 11(73.3%) * 1, 1
(n=15) '
C;()T‘f\f’(ﬁgf}:eeﬁgza 11.5+5.7% 1.0+18 04%05 4
0,
ematico (141) (11.2) (0.3) (0.2) (9.8%)
P~ Condlzioni 30.1 + 35,64 0509 04407 111
0,
neoplastiche (n=31) (19.5) (0.4) 02) (35.5%)
- 9.2%32 02202 02201 1
E — Cani sani (n=43) ©.1) 0.2) 0.2) (2.3%)

Tabella 6 Valori medi + SD (mediana) registrati per ogni gruppo. HFI: eventi ad alta intensita di fluorescenza; LRR: eventi
nella regione resistente alla lisi. * P<0.05 vs gruppo B; ** P<0.05 vs gruppo C; t P<0.05 vs gruppo D;  P<0.05 vs. gruppo E

SEGNALI DI ALLARME

GRUPPO WBC X 10%/uL EVENTI HFI (%) | EVENTILLR (%) LEUCOCITAR

AML (N=4) 38.0 +35.0 (32.7) 15'(416101)1'3 14+1.1(14) 3 (75%)

14
ALL (N=12) | 168.2+2953(81.2) | 6.3+51(55) | 2.6+18(L1) 10 (83.3%)
Stage 5 (N=14) | 402+483(205) | 7.2+64(52) | 21+28(Ll) 8 (57.1%)

Tabella 7 Valori medi SD (mediana) registrati per i tipi di leucemia acuta. HFI: eventi ad alta intensita di fluorescenza;

LRR: eventi nella regionre resistente alla lisi; AML: leucemia mieloide acuta; ALL: leucemia linfoide acuta

Tuttavia in tutti i gruppi si € rilevata un’alta variabilita individuale per ogni parametro o misurazione effettuata e
| dati provenienti da differenti gruppi spesso sono sovrapponibili. | segnali di allarme sono stati emessi
raramente nei campioni provenienti da animali sani 0 con neoplasie senza coinvolgimento ematico, mentre
erano frequenti in cani con condizioni reattive e leucemie. In questi ultimi gruppi, la percentuale di campioni
con segnali di allarme era significativamente piu alta che negli animali sani e la percentuale registrata per
entrambi i gruppi leucemici era piu alta rispetto ai gruppi C e D (tabella 6).

Per quanto riguarda la forma degli scattergrams (tabella 8), in 144 casi l'interpretazione era inequivocabile,
mentre in 16 casi gli scattergrams erano compatibili con almeno due differenti categorie (condizioni reattive vs
leucemia in 7 casi, normale vs condizioni reattive in 4 casi, normale vs leucemia in 3 casi e leucemia acuta vs
cronica in 2 casi). Questi casi sono stati classificati dopo rivalutazione collegiale da parte dei due osservatori.
Tutti i cani affetti da leucemia mostravano un forma dello scattergram classificabile come leucemia. Gli
scattergrams compatibili con forme leucemiche sono stati riscontrati in 51 casi, 45 dei quali (88.2%)
appartenenti al gruppo A o B. Un cane con leucemia linfocitica cronica presentava un profilo compatibile con
leucemia acuta, mentre quattro cani con leucemia acuta presentavano un profilo conpatibile con linfocitica
cronica. Il profilo compatibile con leucemia acuta € stato rilevato anche in cinque cani nel gruppo C e in uno

del gruppo D (gli altri cani di questo gruppo avevano profili normali o reattivi). Il profilo compatibile con
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leucemia cronica non € stato mai riscontrato in campioni provenienti da sette cani con linfocitosi reattiva inclusi

nel gruppo D e gli scattergrams associati a queste due condizioni erano sempre differenti I'uno dall'altro.

PROFILO
GRUPPO AL |CLL| N |RL
A — Leucemia acuta (N=30) 26| 4t | 0| O
B - Leucemia cronica (N=15) 1114 (00
C - Neoplasie senza coinvolgimento sistemico (N=41) | 5 0 [26] 10
D - Condizioni reattive non neoplastiche 1 0 13| 17
E — Cani sani 0 0 |41 2
Totale 33 ] 18 |81 |31

Tabella 8 Distribuzione dei profili degli scattergrams nei 5 gruppi di cani. * 4 leucemie mieloidi acute, 10 leucemie linfoidi
acute (ALL), 12 Linfomi al V stadio; T 2 ALL, 2 linfomi al V stadio. AL: leucemia acuta; CLL: leucemia linfocitica cronica; N:
normale; RL: leucocitosi reattiva

II profilo leucemico non & mai stato riscontrato nei cani di controllo che nella maggior parte dei casi (95.3%)

presentavano uno scattergram normale.

UTILITA’ DELLE ANALISI DEL SYSMEX NEL RILEVAMENTO DEI CASI DI LEUCEMIA
Le curve ROC disegnate per la conta leucocitaria (area under the curve AUC: 0.85; 95% CI: 0.77-0.93), per gli
eventi con HFI (AUC: 0.74; 95% CI: 0.64-0.84) e gli eventi nella LRR (AUC: 0.89; 95% CI: 0.84-0.95) (figura 4)

sono risultate statisticamente significative (p > 0.001 in tutti i casi).

ROC Curve ROC Curve ROC Curve
1,0 1,0 1,0
8 8 8
5 5 5
3 - 3 > 3
%‘ g E
i g :
»n 00 % 00 0 00
0,0 3 5 8 1,0 00 3 5 8 1,0 0,0 3 5 8 1,0
1 - Specificit -
peetiely 1 - Specificity 1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties. Diagonal segments are produced by ties.

Figura 4 Curve ROC ottenute valutando il numero di leucociti totali (a sinistra), la percentuale di eventi HFI (al centro) e la
percentuale di eventi LRR (a destra).

Le performance diagnostiche sia delle singole misurazioni e parametri, sia degli allarmi leucemici sono riportati

in tabella 9.
Le performance diagnostiche ai valori di cut-off caratterizzati dal migliore rapporto tra sensibilita e specificita
hanno portato ad avere risultati sia FN che FP. La specifficita e la sensibilita erano moderate per la presenza o
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assenza di allarmi, ma aumentavano per la presenza o assenza di scattergrams con profili leucemici. La
presenza/assenza del segnale di allarme leucemia, che combina misurazioni e parametri multipli & risultata
caratterizzata dall'assenza di risultati falsamente negativi e da un numero limitato di risultati falsi positivi. Il
numero di falsi positivi si riduce ulteriormente quando a questo approccio segue un‘analisi visiva dei profili

degli scattergrams.

CUTOFF | SENS (%) | SPEC (%) | LR+ | LR- FP FN

WBC x 103/uL 16.94 77.8 77.4 344 | 0.29 26 10

Eventi HFI (%) 0.5 66.7 74.8 2.69 | 0.45 29 15

Eventi LRR (%) 05 80.0 80.9 4.18 | 0.25 22 9

Segnali di allarme leucocitari Si/No 71.1 86.1 511 | 0.34 16 13

Profilo dello scattergram ALoCL 100.0 94.8 19.17 | 0.00 6 0
L . . 15

Segnali di allarme leucemia Si/No 100.0 87.0 7.67 | 0.00 (8N, 7R) 0
Segnale di allarme leukemia + 5

profilo dello scattergram 100.0 %6 22.12 | 0.00 (4N, 1R) 0

Tabella 9 Performances diagnostiche di singole misurazioni e singoli parametri del Sysmex e della valutazione simultanea
di pit misrazioni e parametri. HFl: eventi ad alta intensita di fluorescenza; LRR: eventi nella regione resistente alla lisi;
Sens: sensibilita; Spec: specificita: LR+: rapporto di verosimiglianza positivo; LR-: rapporto di verosimiglianza negativo;
FP: falsi positivi; FN: falsi negativi, R: condizioni reattive non neoplastiche; N: neoplasia senza coinvolgimento sistemico

UTILITA’ DELLE ANALISI DEL SYSMEX NEL MONITORAGGIO DEL FOLLOW UP
| 7 cani esaminati durante il follow up erano affetti da leucemie acute (4 casi) o linfomi non leucemici (3 casi).
| risultati (tabella 10) mostrano che tutti i 3 cani non leucemici sono stati correttamente classificati come non

leucemici dall'approccio combinato, che non ha mai riportato il segnale di allarme di leucemia sopra descritto.

CANE N° FLAG HFl | LRR FLAG DI
Ne SEQUENZA WBC WBC PROFILO ) ) | LEUCEMIA DIAGNOSI
1 1° 26,7 + RL 0.1 0.3 - Linfoma B non leucemico
2° 8,7 - N 0.4 0.9 - Linfoma B non leucemico
1° 79 - N 0.5 1.2 + Linfoma V stadio CD4+32,5% (27%)
2 2° 17,3 - RL 0.3 1 + CD4+ 9,3% (2,6%)
3° 5,9 - N 0.2 0.6 - CD4+ 4,43% (3,5%)
1° 6,6 - N 0.3 0.1 - Linfoma B non leucemico
3 2° 4,3 - N 0.2 0.4 - Linfoma B non leucemico
3° 79 - N 0 0 - Linfoma B non leucemico
4 1° 10,1 - N/CLL 0.2 0.2 - CLL-LGL CD8+85,23% (52.0%)
2° 22,2 - N/CLL 0 0.1 - CLL-LGL CD8+47,16 (35%)
5 1° 8,5 - AL 5.2 0.8 + Linfoma B non leucemico
2° 9,5 - N 0.1 0 - Linfoma B non leucemico
1° 26,5 + AL 7.7 1.7 + ALL-B-cell 51% (49%)
6 2° 59 - N 0 0 - ALL-B-cell 13,1% (2%)
3° 6,3 - N 0.2 0.1 - ALL-B-cell 19,5% (6%)
7 1° 45 - AL 25 21 + ALL-B 29,68 CD79+ (21%)
2° 3,6 - N/AL 15 | 105 + ALL-B 17,60% CD79+CD34+ (12%)

Tabella 10 Valori registrati durante il follow up in sette cani. RL: leucocitosi reattiva; N: normale; CLL: leucemia linfocitica
cronica; AL: leucemia acuta; ALL: leucemia linfocitica acuta; HFI: eventi ad alta intensita di fluorescenza; LRR: regione
resistente alla lisi.
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| casi non leucemici sono rimasti tali durante il follow up e sono stati sempre classificati correttamente dal
Sysmex. Tre dei quattro casi leucemici sono stati correttamente classificati in sede di prima diagnosi. Il quarto
soggetto presentava una forma di CLL peraltro di dubbia classificazione clinica. Solo uno dei cani leucemici,
che ha sempre presentato cellule atipiche durante il follow up € stato sempre classificato correttamente dal
segnale di allarme di leucemia. Negli altri I'analisi morfologica e citofluorimetrica ha rilevato che il trattamento
ha portato alla scomparsa delle cellule atipiche circolanti. A questa “negativizzazione” si & associata una
riduzione degli eventi HFI e LRR, anche se cio e accaduto piu tardivamente che non mediante citofluorimetria.

Discussione
L'approccio diagnostico alle leucemie spesso richiede un notevole dispendio di tempo per la valutazione al

microscopio dello striscio di sangue da parte di un ematologo qualificato, seguito da citometria a flusso e/o da
indagini molecolari. Tale approccio & obbligatorio per arrivare ad una diagnosi definitiva, ma potrebbe essere
limitato ai casi in cui la leucemia viene sospettata in base ad anamnesi, segni clinici e risultati preliminari degli
esami ematologici. In medicina umana ['utilizzo di strumenti che sfruttano la tecnologia laser per effettuare gli
esami emocromocitometrici ha ridotto significativamente il numero di campioni sottoposti alla convenzionale
osservazione morfologica o ad analisi ematologiche piu specifiche. | campioni vengono inviati ai patologi per la
valutazione morfologica e la classificazione solo quando lo strumento produce un messaggio di errore che
riguarda la morfologia (Van der Meer et al., 2004). D'altra parte & importante che lo strumento minimizzi il
numero di risultati falsi negativi, soprattutto quando cellule neoplastiche sono rilevabili nello striscio in assenza
di leucocitosi, dato che questi pazienti potrebbero sfuggire al controllo da parte del patologo, con gravi
ripercussioni sulla vita del paziente (Van der Meer et al., 2002b; Van der Meer et al., 2004). Il vantaggio
dell'utilizzo del Sysmex XT-2000iV deriva dalla grande flessibilita del software che permette all'operatore di
disegnare nuovi gates per identificare e contare cellule normalmente non presenti in circolo. Nel presente
studio abbiamo valutato le performances del Sysmex XT-2000iV nell'identificazione di cellule neoplastiche
usando una combinazione di parametri e misurazioni standard (conta leucocitaria, segnali di errore) o
innovativi, da noi messi a punto (percentuale di eventi ad alta fluorescenza, eventi resistenti alla lisi e profili
degli scattergrams). La scelta di questi ultimi parametri e scaturita dlla considerazione che il contenuto di acidi
nucleici € aumentato nelle cellule neoplastiche a causa dell'aumentata sintesi di mRNA. Considerando che il
Sysmex XT-2000iV determina il contenuto di acidi nucleici usando un colorante fluorescente nel canale DIFF,
e probabile che le cellule con un alto contenuto di RNA/DNA vengano collocate nel punto in alto di tale
scattergram. Abbiamo quindi disegnato un nuovo gate basato sull'intensita di fluorescenza per valutare se cio
potesse essere d'aiuto nellidentificazione delle cellule neoplastiche. Sebbene anche cellule reattive o attivate
abbiano un maggiore contenuto di acidi nucleici per 'aumentata sintesi di mRNA, le cellule neoplastiche
dovrebbero avere un contenuto maggiore perché oltre la maggiore quantita di acidi nucleici dipende anche
dalla presenza di ploidia (Teske et al., 1993). Inoltre, le cellule neoplastiche sono frequentemente piu grandi di
quelle non neoplastiche e potrebbero risultare resistenti all'azione litica del surfattante nel canale BASO, come
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dimostrato in uno studio precedente su versamenti cavitari che includeva anche campioni neoplastici (Pinto da
Cunha et al., 2009). Abbiamo quindi disegnato anche un gate basato sulla resistenza alla lisi nel canale BASO
per valutare se fosse in grado di identificare le cellule neoplastiche. Infine abbiamo valutato i profili degli
scattergrams perché in una fase preliminare erano stati identificati alcuni profili tipici in corso di leucemia.
L'applicazione di questi nuovi gate e linterpretazione dei dati numerici, perd, ha mostrato che nessun
parametro da solo riesce ad identificare correttamente i campioni con cellule circolanti neoplastiche. | valori
numerici Si sovrappongono tra campioni leucemici € non leucemici, soprattutto quando vengono presi in
considerazione i vari tipi di leucemia, in particolare quelle acute, anche se il basso numero di casi per gruppo
e la variabilita tra cani leucemici impediscono la comparazione statistica tra i diversi tipi di leucemia. Tuttavia
questo & un punto di minor interesse dato che, da un punto di vista pratico, 'aspetto piu interessante
dell'approccio strumentale dovrebbe essere la rapidita di identificazione dei campioni che necessitano indagini
con tecniche piu specifiche per classificare il tipo di leucemia. La precisa identificazione del tipo di leucemia
dovrebbe quindi essere affrontata in un secondo momento su base morfologica o con indagini aggiuntive.
Focalizzandoci quindi sulla prima fase (identificazione rapida di leucemici vs. non leucemici) abbiamo rilevato
che per ogni parametro singolo, a valori di cut-off con uguale sensibilita e specificita € presente un tasso
relativamente alto di risultati falsamente negativi. Inoltre gli allarmi leucocitari non identificano le leucemie visto
che sono presenti anche in caso di infiammazione. Viceversa l'analisi visiva degli scattergrams rivela profili
suggestivi di leucemia in tutti i casi in cui le cellule neoplastiche sono state poi rilevate nella valutazione dello
striscio ematico e/o all'analisi citofluorimetrica. Con questo approccio non € stato rilevato nessun risultato
falsamente positivo. Tuttavia 'analisi visiva degli scattergrams € soggettiva e dipendente dall'operatore e il
personale di laboratorio deve essere adeguatamente istruito per interpretare correttamente gli scattergrams.
Infatti in questo studio il 10% dei campioni era inizialmente classificato in categorie differenti dai due operatori
e la classificazione finale & stata ottenuta dall'analisi consensuale degli scattergrams. Per ridurre questa
soggettivita, abbiamo ideato un approccio che combina misurazioni e parametri indipendenti dall’'operatore. In
una prima fase dello studio erano state tentate combinazioni di dati e parametri diversi dal “segnale di allarme
di leucemia” che poi € stato incluso nello studio. In particolare, era stato messo a punto un sistema di scoring
per cui alla presenza di ogni alterazione corrispondeva un punteggio basato sull'entita dell'alterazione stessa
(tabella 11), ed era stato messo a punto un algoritmo basato su dati numerici e visivi per combinare tra loro |
diversi parametri e massimizzare la resa diagnostica dellapproccio strumentale (figura 5).

Valutazioni preliminari, non riportate in questa tesi, hanno stabilito pero che sia il sistema a punti che
I'algoritmo sopra riportato non permettevano di ridurre al minimo i risultati FP. Ci si é allora concentrati sulla
resa diagnostica del segnale di allarme leucemia. Con questo approccio i risultati falsamente negativi sono
stati completamente evitati e tutti i campioni che avevano cellule neoplastiche in circolo sono stati classificati

come leucemici.
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PARAMETRO RISULTATO
Punteggio 0 1 2 3
Segnale “positivo” o area grigia | No Si
WBC x 103/l <17 | Dal7a35 | Da35a50 | >50
HFI (%) <05 05-1 1-2 >2
LRR (%) <05 051 1-2 >2

Tabella 11 Sistema di scoring per la trasformazione dei dati strumentali in un punteggio compatibile con leucemia. In base
alle curve ROC ¢ stato definito che il cut-off che massimizza la resa diagnostica per leucemia corrisponde a un punteggio
superiore a 2.

SUSPECTED LEUKEMIA

| WBC x 10%/ml < 37 | | WBC x 10%ml > 37

| T |

Figura 5 Algoritmo per la classificazione delle leucemie in base ai diversi parametri forniti dallo strumento

Tuttavia qualche campione ¢ risultato falsamente positivo, anche se il numero di FP € risultato sensibilmente
inferiore a quello del sistema a punti e dell'algoritmo sopra riportati, principalmente a causa dei campioni con
cellule reattive che probabilmente avevano un maggior contenuto di RNA. Cio nonostante, nella valutazione
diagnostica secondo le regole di Bayes (Delgado-Rodriguez et al., 1997), che suggeriscono di valutare i
risultati diagnostici alla luce delle probabilita pre-test di malattia, la possibilita di errore diagnostico viene nella
pratica minimizzata o annullata del tutto: anamnesi e segni clinici tipici di processi infiammatori abbassano
infatti la probabilita pre-test di leucemia cosi tanto che anche in caso di segnale di allarme da parte dello
strumento la probabilita post test di leucemia rimane bassa sia per il clinico che per il patologo.

Il segnale di allarme leucemia € quindi il metodo preferibile per identificare cellule leucemiche nel sangue di
cane anche perché & un metodo obiettivo e automatizzato (indipendente dalla soggettivita dell’operatore e

rapido da ottenere) e ha un'elevata specificita in confronto ai sistemi automatici utilizzati in ematogia umana
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(Kang et al., 2008). La specificita pud essere ulteriormente aumentata mediante la valutazione soggettiva degli
scattergrams dei campioni con il segnale di allarme leucemia, tuttavia data la sua soggettivita, questo metodo
non puo essere utilizzato da solo per classificare i campioni come leucemici, a meno che il personale non sia
appropriatamente istruito. Al contrario degli altri studi (Van der Meer et al. 2002a) il profilo degli scattergrams
di campioni con leucemia acuta non differenzia leucemie mieloidi e linfoidi dato che la morfologia e il
contenuto di acidi nucleici & simile nei blasti di entrambe le linee cellulari. L'analisi morfologica dei casi
leucemici classificati erroneamente dallo strumento ha pero rilevato che nello striscio ematico erano presenti
le stesse anomalie rilevate nel profilo dello scattergram (per esempio: piccoli linfociti in leucemie acute con
scattergrams compatibili con leucemia linfocitica cronica o grandi linfociti nelle leucemie croniche con
scattergrams compatibili con leucemia acuta). Al contrario, il profilo delle leucemie linfocitiche croniche &
sempre utile per distinguere tra leucemie linfocitiche croniche e linfociti reattivi. Bisogna sottolineare pero, che
le leucemie croniche di tipo non linfoide (come la leucemia granulocitica cronica) non sono state incluse in
questo studio.

Il monitoraggio durante il follow up ha confermato I'utilita del segnala di allarme di leucemia nel discriminare
campioni leucemici, dato che solo in un caso di sospetta CLL, atipica anche dal punto di vista citofluorimetrico
il risultato non é stato consistente ocn la diagnosi. Negli altri casi sia citofluorimetria che Sysmex hanno
prodotto risultati sovrapponibili rappresentati in un cane dalla costante presenza di cellule atipiche e negli altri
dalla scomparsa di cellule atipiche dal sangue) anche se con il Sysmex i cani che si negativizzavano
risultavano FP per un tempo pit lungo rispetto agli approcci piu sofisticati. Da un lato questo non rappresenta
un problema clinico, dato che la preliminare positivita Sysmex pud essere smentita dalle analisi successive, e
dall'altro puo essere evitato in quanto se dopo il rilevamento del segnale di allarme di leucemia si va a valutare

la percentuale di eventi HRI e LRR in quanto in questo modo € possibile rilevare la loro diminuzione

Conclusioni

In conclusione l'analisi ematologica con Sysmex XT-2000iV rappresenta un utile test preliminare per il
rilevamento delle leucemie nel cane. In particolare puo essere stabilito un segnale di allarme leucemia quando
la conta leucocitaria e la percentuale di eventi ad HFI nello scattergram WBC/DIFF o di eventi resistenti alla lisi
nello scattergram WBC/BASO sono piu elevati del cut-off stabilito in questo studio. Questo approccio permette
lidentificazione di tutti i casi di leucemia e quindi rappresenta un utile test di screening per la rapida
identificazione dei casi che necessitano analisi pit approfondite. Similmente ad altri approcci, alcuni campioni
senza cellule neoplastiche circolanti con un immunofenotipo alterato possono essere erroneamente classificati
come leucemici, portando quindi alla ricerca di possibili cellule neoplastiche. Tuttavia sebbene un risultato
falsamente positivo potrebbe indurre I'ematologo a sovrastimare la presenza di cellule neoplastiche durante
I'osservazione dello striscio ematico (Van der Meer et al., 2004), la diagnosi definitiva di neoplasia
ematopoietica puo essere esclusa sulla base dell'lanamnesi e dei segni clinici o utilizzando test piu specifici
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(Avery e Avery, 2004). Quindi risultati falsamente positivi possono portare ad analisi non necessarie, ma
questo non influenza negativamente né la diagnosi né la prognosi del paziente. Anche in sede di monitoraggio
I'utilizzo del segnale di allarme di leucemia tende a fornire risultati compatibili con quelli ottenuti con analisi pit
sofisticate anche se per trarre informazioni prognostiche € necessario far seguire alla valutazione del segnale
di allarme di leucemia la verifica delle variazioni di percentuale degli eventi HRI e LRR.

L'approccio strumentale proposto in questo lavoro rappresenta quindi uno strumento rapido ed efficace per la

valutazione preliminare e per il monitoraggio dei campioni provenienti da cani con sospetto di leucemia.

IDENTIFICAZIONE MEDIANTE CONTAGLOBULI SYSMEX XT-2000iV DELLA FRAZIONE PIASTRINICA
AD ALTA FLUORESCENZA IN CORSO DI MACROTROMBOCITOPENIA DEL NORFOLK TERRIER

La macrotrombocitopenia idiopatica &€ una patologia congenita, asintomatica, ampiamente studiata
nella razza Cavalier King Charles Spaniel (CKCS), caratterizzata da trombocitopenia, aumento del
volume piastrinico medio (MPV) e da un normale piastrinocrito (PCT) (Bertazzolo et al., 2007;
Tvedten et al., 2008). Le cause molecolari di questa patologia sono da attribuire ad una mutazione
del gene che codifica per la (1-tubulina, che esita in uno squilibrio durante I’assemblamento dei
microtubuli con conseguenze durante la formazione delle pro-piastrine e nella produzione di
piastrine da parte del megacariocita (Davis et al., 2008). Anche se questo tipo di disordine non
influenza I’emivita delle piastrine, le macropiastrine hanno un elevato contenuto di RNA che viene
rilevato quando vengono analizzate con strumenti automatizzati che sfruttano un sistema ottico
basato su un colorante fluorescente che si lega agli acidi nucleici, come nel caso del Sysmex XT-
2000iV. In particolare questo strumento di default effettua sia la conta piastrinica (PLT-1) che la
misurazione del piastrinocrito con un sistema ad impedenza. Parametri quali il volume piastrinica
medio (MPV), la curva di distribuzione piastrinica (PDW) e la percentuale di piastrine con una
grandezza maggiore a 12 fL (P-LCR) vengono calcolate automaticamente a partire dalla conta con
questo sistema. Tuttavia contemporaneamente lo strumento effettua anche una conta piastrinica
mediante il sistema ottico (PLT-O) (Lillieh66k e Tvedten, 2009a) e la conta piastrinica con il
sistema ottico é risultata molto piu accurata in tutti i casi in cui c’@ un’elevata percentuale di
macropiastrine. In caso di aumentata sintesi piastrinica da parte dei megacariociti, piastrine di
nuova formazione vengono rilasciate in circolo e queste contengono quantita residue di RNA del
megacariocita dal quale sono originate. In medicina umana la percentuale di frazione piastrinica ad
alta fluorescenza ¢ stata riconosciuta come un buon marker per identificare I’'RNA all’interno delle
piastrine, correlato al tasso di rigenerazione piastrinica (Kickler et al., 2006). Un recente studio ha
evidenziato la presenza di megatrombocitopenia, similmente a quanto riportato per il CKCS, anche
in un gruppo di cani di razza Norfolk terrier, con elevato livello di consanguineita (Gelain et al.,
2010).
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Lo scopo di questo lavoro é quello di valutare la frazione piastrinica ad alta fluorescenza in cani di
razza Norfolk terrier, affetti da macrotrombocitopenia asintomatica e di confrontarla con i cani
affetti da trombocitopenia per cause associate ad aumentato consumo e diminuita produzione
piastrinica. Di seguito € descritto nel dettaglio I’approccio sperimentale seguito ed i principali
risultati e considerazioni scaturitene, che sono stati presentati sotto forma di Poster al X1l ESVCP &
XX ECVIM-CA Annual Congress tenutosi a Tolosa nel 2010 (n° 18 dell’elenco pubblicazioni).

Materiali e metodi
Nel presente studio sono stati inclusi campioni di sangue prelevati da 10 cani di razza Norfolk terrier (gruppo

1), 37 cani affetti da trombocitopenia da diminuita produzione a causa di una mielosoppressione conseguente
a neoplasie ematopoietiche (gruppo 2) ed infine 7 cani affetti da trombocitopenia da aumentata distruzione o
consumo (gruppo 3). Come gruppo di controllo sono stati selezionati 86 cani che non presentavano nessuna
anomalia all'esame emocromocitometrico. Tutti i campioni sono stati analizzati mediante lo strumento Sysmex
XT-2000iV e sono stati analizzati i risultati riguardanti la conta piastrinica eseguita con il sistema ad
impedenza (PLT-I), ottico (PLT-O) ed infine il valore delta che rappresenta I'espressione in percentuale del
rapporto tra le due letture. Inoltre sfruttando la possibilita, consentita dal software di analisi, di poter disegnare
gates manuali per lidentificazione di cellule differenti da quelle preimpostate nello strumento, & stato
selezionato un gate nello scattergram della misurazione ottica delle piastrine che includesse le piastrine con
un volume normale sulla base dei cani sani e un gate che includesse le piastrine con alta fluorescenza (figura
6).

[FSC PLTO-EXT Scattergram

nor plt

SFL

Figura 6 Gates nello scattergram della misurazione ottica delle piastrine di un cane sano. Nor plt: piastrine normali; HFP
plt: gate della frazione ad alta fluorescenza delle piastrine

Sono stati registrati i valori corrispondenti alla percentuale (HFPF%) e al numero assoluto (HFPF) della
frazione di piastrine ad alta fluorescenza, come descritto da Pankranz et al. (2009).
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Risultati

Sulla base dei risultati, riportati in tabella 12, i cani di razza Norfolk terrier (gruppo 1) sono stati suddivisi in due
sottogruppi sulla base della conta piastrinica: 3 cani avevano una conta piastrinica equiparabile al gruppo di
controllo (gruppo 1a), mentre 7 hanno mostrato valori indicativi di macrotrombaocitopenia (gruppo 1b).

PLT-O PLT-
MediaSD | Media+SD DE(;TA HE/PF HF#PL
(mediana) | (mediana) 0 b
Controllo 285+87 | 302£94 | 048 | 1407 | 4%25
Gruppo Ltor | M4EL2 | 1182157 | 302246 | 211144 | 172411
(88) (27) (242) (283) | (16.8)
Gruppo la 316+49 344+36 91.6+4.8 | 1.9+05 | 6+1.7
(324) (355) (91.3) (2.1) (6)
Gruppolb | TLEZ7 | 21#13 13925:243 | 20.4568 | 20+10.2
(82) (16) (337.5) (30) | (262
Gruppo 2 5625 43+26 | 162+89 | 8.3%56 | 4.4%3.3
Gruppo 3 5034 1411 | 482+372 | 1649.3 | 10.4%10
(41) (10) ) | @71 | (4

Tabella 12 Valore medio medio SD (mediana) delle misurazioni nei cani appartenenti ai diversi gruppi.
PLT-O: conta piastrinica ottica; PLT-I: conta piastrinica ad impedenza; DELTA: rapporto tra PLT-O e PLT-I;

HFPF: frazione delle piastrine ad alta fluorescenza

L'analisi statistica ha mostrato valori di conta piastrinica sia ad impedenza (PLT-I) che ottica (PLT-O)
significativamente piu bassi (p<0.01) in tutti i gruppi rispetto ai valori dei cani sani di controllo. Viceversa il
rapporto tra le due conte (delta) € risultato significativamente piu elevato in tutti i gruppi rispetto al controllo. |
Norfolk terrier hanno mostrato i valori della frazione piastrinica ad alta fluorescenza espressa sia come valore
percentuale che come valore assoluto, significativamente piu elevata (p<0.01) rispetto al gruppo di controllo di
cani sani. Gli altri gruppi invece hanno mostrato valori significativamente piu alti (p<0.01) solo per quanto
riguarda il valore espresso in percentuale. Il confronto dei valori dei Norfolk terrier con quelli degli altri gruppi
ha evidenziato differenze significative (p<0.05) solo nei confronti del gruppo 2, composto da cani con
trombocitopenia causata da diminuita produzione. In particolare, i Norfolk terrier hanno mostrato valori piu alti
della frazione piastrinica ad alta fluorescenza espressa sia come percentuale che come numero assoluto.
Inoltre, la frazione piastrinica ad alta fluorescenza (HFPF % e assoluta) risulta piu alta nei Norfolk (p<0.05) con

macrotrombocitopenia rispetto al gruppo dei cani con trombocitopenia da aumentata perdita 0 consumo.

Discussione

Nel cane la macrotrombocitopenia asintomatica congenita meglio conosciuta € quella che colpisce i cani di
razza CKCS (Tvedten et al., 2008). In un precedente studio sono gia state dimostrate profonde analogie tra la
macrotrombocitopenia dei CKCS e la displasia piastrinica dei Norfolk terrier, infatti i soggetti affetti da questa
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patologia presentano gli stessi quadri ematologici dei CKCS: piastrinocrito normale se misurato con il QBC e
trombocitopenia sia all'osservazione al microscopio ottico dello striscio di sangue, sia con misurazioni
strumentali che impiegano la sola tecnologia ad impedenza (Gelain et al., 2010). Con questo studio sono state
confermate ulteriori somiglianze tra le due razze: infatti come gia precedentemente dimostrato nei CKCS
(Tvedten et al., 2008), anche nei Norfolk terrier € possibile osservare una discrepanza tra la conta piastrinica
eseguita con strumenti ad impedenza e con sistema ottico a causa della presenza di piastrine giganti con
elevato contenuto di RNA. Inoltre, anche se I'emivita delle piastrine non € influenzata da questa alterazione, la
frazione piastrinica ad alta fluorescenza € piu elevata nei cani di razza Norfolk terrier non solo rispetto al
gruppo di controllo composto da cani sani e quello con mielosoppressione, ma anche rispetto ai cani con
trombocitopenia da aumentata perdita 0 consumo, che induce un forte stimolo rigenerativo che quindi a sua
volta stimola il rilascio di piastrine giovani con un elevato contenuto di RNA residuo. Rimane quindi da stabilire
se anche per i Norfolk terrier la causa é attribuibile ad una mutazione del gene che codifica per la f1-tubulina,
per completare il confronto con la macrotrombocitopenia del CKCS e, da un punto di vista pratico, puo essere
opportuno valutare il potenziale diagnostico della valutazione delle frazioni ad alta fluorescenza per capire se
tale parametro € dotato di sensibilita, specificita e predittivita tali da per permettere al clinico di evitare diagnosi

errate sulla base della semplice interpretazione dell'esame emocromocitometrico.
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OBIETTIVO 2 - VALUTAZIONE DELLE PERFORMANCES ANALITICHE E DIAGNOSTICHE DI METODI
PER L’IDENTIFICAZIONE DI MARKERS INFIAMMATORI

PATOGENESI DELLA RISPOSTA INFIAMMATORIA ACUTA

Il processo infiammatorio & una reazione difensiva aspecifica e dinamica dell’'organismo, a sede vascolare e
mesenchimale, in risposta a stimoli lesivi 0 ad agenti patogeni. Si tratta infatti di una serie di eventi morfologici
e funzionali che si sviluppa nel punto in cui agisce la causa lesiva, indipendente dalla natura dell'agente ed il
cui fine & I'eliminazione dello stesso. Nella sua prima fase (angioflogosi o processo infiammatorio acuto)
prevalgono i processi vascolo-essudativi; a questa fase segue listoflogosi o processo infiammatorio cronico
nel quale predominano fenomeni cellulari e tissutali che tendono a coinvolgere anche la risposta immunitaria.
L'angioflogosi inizia con una rapida e transitoria vasocostrizione operata dalle catecolamine (adrenalina), cui
segue una vasodilatazione bifasica delle arteriole ed un fenomeno di vasopermeabilizzazione: la prima fase,
immediata, € legata al rilascio di mediatori preformati (es: istamina, che rilassa gli sfinteri precapillari), mentre
la seconda fase, detta “tardiva”, cui si associa un duraturo aumento della permeabilita, dipende dalla sintesi e
dal rilascio di mediatori neoformati (es: derivati dell'acido arachidonico, ossido nitrico e citochine).

Alla vasodilatazione consegue l'aumento di pressione nei vasi. Ci0 determina, insieme alla
vasopermeabilizzazione, fuoriuscita dai vasi di liquidi e proteine, con genesi di essudato, le cui caratteristiche
dipendono dalla gravita della permeabilizzazione, la quale, a sua volta & dovuta all'alterazione pressoria sopra
citata ma anche a fenomeni di retrazione, contrazione, o danno endoteliale causati dagli stessi mediatori
chimici, da citochine o da molecole rilasciate dai leucociti o dai patogeni stessi.

La vasodilatazione porta anche a marginazione cellulare: le cellule sono cioé spinte verso le pareti del vaso, il
che favorisce il fenomeno della diapedesi, dapprima mediato dall'interazione di selectine vascolari o
leucocitarie con recettori sialilati presenti sulla controparte (rolling) e poi dallespressione di integrine sui
leucociti con conseguente interazione stabile (aderenza) e migrazione dei leucociti stessi attraverso i pori
intercellulari. Una volta nei tessuti i leucociti, soprattutto neutrofili, si attivano grazie e recettori su cui agiscono
attivatori esogeni (es: lipopolisaccaridi batterici) o endogeni (componenti del complemento, leucotrieni e
citochine chemiotattiche o chemokine) e mediante chemiotassi giungono nel sito di flogosi dove fagocitano i
patogeni. L'uccisione e la degradazione dellagente patogeno possono avvenire mediante meccanismi
ossigeno indipendenti dovuti ad enzimi presenti nel fagolisosoma, od ossigeno-dipendenti (burst respiratorio),
dovuti all'attivazione della NADPH ossidasi e successiva trasformazione dell'ossigeno in radicali liberi. Tali
metaboliti reattivi dell'ossigeno verranno descritti in seguito, essendo oggetto di una parte di questa tesi.

LA REAZIONE DI FASE ACUTA
A questi fenomeni locali si associano fenomeni sistemici che si protrarranno anche durante la fase cronica,

finche lo stimolo infiammatorio persiste. Tale fenomeno, denominato reazione di fase acuta e caratterizzato,
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oltre che da alterazioni ematologiche aspecifiche (anemia nelle forme croniche e trombocitosi),
neuroendocrine (secrezione di ACTH, cortisolo e catecolamine) e biochimiche (incremento del catabolismo
proteico, della gluconeogenesi, della lipogenesi epatica e della lipolisi) anche da fenomeni specifici come la
leucocitosi e la variazione della concentrazione ematica di alcune proteine chiamate proteine di fase acuta
(APPs), il cui livello nel plasma pud aumentare (APP positive) o diminuire (APP negative).

Tali fenomeni dipendono dal rilascio, da parte dei fagociti in sede di flogosi, di citochine pro-infiammatorie
quali IL-1, IL-6, tumor necrosis factor-a (TNF-a) nonché dal rilascio di glicocorticoidi. IL-1 e TNF-a sono
responsabili della leucocitosi, grazie alla mobilizzazione del pool di neutrofili marginale ed allo stimolo alla
produzione di citochine emopoietiche che inducono differenziazione di mieloblasti e monoblasti. IL-1 e IL-6
sono invece responsabili della modulazione della sintesi proteica epatica. Ne deriva la sintesi di APPs positive,
tra le quali rientrano proteine che amplificano la risposta flogistica (es: fattori del complemento, fibrinogeno),
inibitori delle proteasi (es: a1-proteasi inibitore, a1-antichinotripsina), proteine di trasporto (es: ceruloplasmina
o Cp, aptoglobina o Hp) o immunomodulatrici (es: a1-glicoproteina acida o AGP, proteina C reattiva o CRP),
proteine che rimuovono metaboliti potezialmente tossici (es: siero amiloide A o SAA). Alcune di tali proteine
aumentano piu di 100 volte durante la flogosi e sono quindi ottimi biomarker infiammatori, ma l'entita
dell'aumento varia a seconda della specie ed in ogni specie si riconoscono quindi APP maggiori (es: SAA e
AGP nel gatto, SAA e CRP nel cane) e minori (es: Cp e Hp nel cane, Hp nel gatto).

Le citochine sopra citate inibiscono anche la sintesi di APP negative, sia per “risparmiare” aminoacidi (es: la
diminuita sintesi di albumina diminuisce il consumo di aminoacidi, lasciandone di pit a disposizione della
sintesi di APPs positive) sia per diminuire alcune proteine di trasporto (es: proteine leganti ormoni o vitamine)
di modo che aumenti la quota libera, biologicamente attiva, delle molecole da esse trasportate. Tra le APP
negative € stata recentemente inclusa la paraoxonase (PON1), un enzima di origine epatica di cui si parlera

estesamente in seguito, essendo oggetto di parte di questa tesi.

LA CRONICIZZAZIONE DEL PROCESSO INFIAMMATORIO

Con la cronicizzazione del processo i fanomeni vasomotori e I'intervento dei neutrofili si attenuano, e vengono
sostituiti da una maggiore attivazione di monociti/macrofagi e linfociti, nonché da una reazione fibroblastica
che tende a circoscrivere la sede di flogosi. Tale cambiamento & dovuto alla diminuita produzione di mediatori
chimichi dell'angioflogosi ed alla progressiva produzione di citochine in grado di determinare l'attivazione
fibroblastica (es: FGF, PDGF) e macrofagica (che inizia con le stesse citochine pro-infiammatorie sopra citate)

e la comunicazione tra macrofagi e linfociti (in gran parte dovuta ad interleukine).

LA RISPOSTA IMMUNITARIA

La risposta immunitaria si svolge in 4 fasi successive:
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1. Fase del riconoscimento del patogeno: la capacita di individuare il "non-self” & affidata ai linfociti B, che
riconosciuti gli antigeni grazie ad anticorpi esposti sulla loro membrana, si differenziano in plasmacellule che
producono anticorpi, € ai linfociti T, responsabili dell'immunita cellulo-mediata, che identificano gli antigeni
esposti sulle membrane cellulari legati al complesso maggiore di istocompatibilita (MHC).

2. Fase della processazione del patogeno: orchestrata dai macrofagi che fagocitano il materiale estraneo e lo
disgregano in peptidi, i quali vengono associati a molecole di MHC di classe Il ed esposti sulla superficie

3. Fase dell'attivazione cellulare: i linfociti T helper attivati secernono citochine che inducono differenziazione
ed attivazione di linfociti B, di linfociti T citotossici e dei fagociti.

4. Fase della risposta effettrice: in questa fase avviene I'eliminazione del patogeno, grazie agli anticorpi che
legano gli antigeni (potenziando la fagocitosi da parte dei fagociti) ed attivano il complemento, che partecipa
alla lisi e alla fagocitosi dei patogeni ed ai linfociti T attivati che producono citochine che compartecipano al
processo infiammatorio.

Da quanto sopra esposto emerge che i linfociti possono partecipare alla risposta immunitaria attivando una
risposta cellulo-mediata o umorale.

La risposta cellulo-mediata € affidata ai linfociti T, che direttamente o attivando altri fagociti mediante le
citochine, distruggono le cellule che veicolano I'antigene. Questo tipo di risposta € coinvolta nella difesa dai
patogeni intracellulari (protozoi, funghi, virus e batteri), verso i quali gli anticorpi sono inefficienti perché non
possono penetrare nel citoplasma delle cellule infette, nonché nei fenomeni di rigetto dei trapianti e nella
sorveglianza immunitaria verso i tumori. La risposta umorale € attuata da anticorpi o immunoglobuline (Ig), di
cui esistono 5 classi che differiscono tra loro per la presenza di catene pesanti diverse (IgG, IgM, IgA, IgE e
IgD). Le IgG e le IgM (queste ultime sono le prime ad essere prodotte durante la risposta anticorpale) possono
fissare il complemento, attivandolo, ed avere attivita neutralizzante, agglutinante o precipitante. Le IgA
partecipano alle difese mucosali, le IgE ai fenomeni di ipersensibilita di tipo I, e le IgD alla differenziazione
linfocitaria, facendo shiftare la produzione di IgM verso quella di altre classi di Ig.

La presenza dell'uno o dell'altro tipo di risposta dipende essenzialmente dall'attivita dei linfociti T helper che, a
seconda delle citochine che producono possono essere suddivisi in T helper 1 (Th1), che stimolano le cellule
citotossiche e attivano i macrofagi e T helper 2 (Th2), che stimolano la proliferazione dei linfociti B e quindi la
sintesi delle diverse classi anticorpali. La produzione di citochine Th1, tra le quali particolarmente importante &
Iinterferone-y di cui si parlera estesamente in seguito, o di citochine Th2 puo quindi sbilanciare I'equilibrio
immunitario rispettivamente verso una risposta cellulo-mediata o umorale.

Dalla descrizione sopra citata si evince che i possibili biomarker di entrambe le risposte sono molto numerosi.
Pre alcuni di essi (es: leucocitosi, proteine di fase acuta, alcune citochine), sono gia stati validati diversi metodi
diagnostici e sono gia conosciute le potenzialita diagnostiche o in studi patogenetici delle diverse alterazioni
rilevabili. Alcuni aspetti e in particolare la determinazione dei radicali ossidanti, dell'lFN-y nel gatto e la attivita

della PON1 non sono invece stati particolarmente approfonditi, e sono quindi stati affrontati in questa tesi.
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METODI ANALITICI PER LA MISURAZIONE DEI METABOLITI REATTIVI DELL’OSSIGENO (dROMS) NEL
CANE E ATTIVITA DEI D-ROMS IN CORSO DI LEISHMANIOS|

Come precedentemente accennato, durante la fagocitosi, neutrofili e macrofagi possono utilizzare ossigeno
generando radicali liberi, nel fenomeno noto come “oxydative burst” o “respiratory burst”. | radicali libreri sono
molecole instabili che hanno un singolo elettrone non accoppiato in un'orbita esterna. L'energia generata da
questa configurazione € instabile e viene trasferita alle molecole adiacenti, che a loro volta perdono stabilita e
funzione, innescando cosi una reazione a catena autoamplificante. | radicali liberi, infatti, per ritrovare la loro
stabilita, devono ossidare altre molecole, cioe “rubare” loro un elettrone, danneggiandole in modo definitivo.

| principali radiali liberi dell'ossigeno (ROS) sono I'anione superossido (O2), prodotto in maggiore quantita in
sede intracellulare, il perossido di idrogeno (H202) ed il radicale idrossile (OH-), prodotto dalla unione dei
precedenti (Green e Hill, 1984).

| ROS sono prodotti soprattutto nei mitocondri (Lambeth et al., 2008) e in minor misura nel reticolo
endoplasmico nei lisosomi e nei perossisomi (Schrader e Fahimi, 2006). Nei lisosomi dei fagociti la sintesi dei
ROS origina dall'attivazione della NADPH-ossidasi, a sua volta dipendente da numerose citochine. Altri enzimi
quali xantina-ossidasi, cicloosigenasi e lipoossigenasi, sono invece coinvolti nella produzione di ROS
endoteliale o in tipi cellulari diversi dai fagociti.

Oltre all'azione difensiva svolta nei fagociti, i ROS inducono altre risposte biologiche, quali apoptosi,
alterazioni morfofunzionali di endotelio e muscolatura liscia responsabili della regolazione del tono vasale,
inibizione dell'adesione piastrinica, attivazione dei linfociti e dellangiogenesi inducendo l'espressione di
vascular endothelial growth factor (Ignarro e Kadowitz, 1985; Ushio-Fukai, 2007).

L'aumento dei ROS nei tessuti €, nell'uomo, associato a patologie quali diabete, aterosclerosi, ipertensione,
neoplasie, artrite, cirrosi, cataratta (Pryor, 1986; Fletcher, 2010). In tali parologie i ROS danneggiano le cellule
irreversibilmente alterando la fluidita delle membrane, sia per denaturazione proteica sia per perossidazione
dei lipidi, che peraltro, generano perossidi a loro volta ossidanti, che amplificano la lesione; vengono alterati
anche microfilamenti, citoscheletro e le strutture nucleari (Bellomo et al., 1988). Risultano poi alterate strutture
extracellulari come I'elastina e il collagene.

Per contrastare l'ossidazione, I'organismo usa meccanismi di difesa enzimatici e non enzimatici. Tra i primi
rientrano superossido-dismutasi, catalasi e glutatione perossidasi che inattivano rispettivamente anione
superossido, H202 ed idroperossidi (Halliwell, 1999; Eaton, 2006). Tra i secondi rientrano composti che
reagiscono con i ROS stessi, quali glutatione, ubichinone, acido urico, vitamine E e C, polifenoli, flavonoidi e
alcune proteine quali albumine, aptoglobina, ferritina, e ceruloplasmina (Urquiaga e Leighton, 2000). | danni
da radicali ossidanti avvengono se queste difese vengono meno.

Alla luce di quanto sopra, emerge che I'eccessiva produzione di ROS puo danneggiare cellule e tessuti ma
anche che i ROS sono essenziali per I'attivita dei fagociti. Per tale motivo alcuni patogeni intracellulari hanno
sviluppato meccanismi di adattamento per soppravvivere alle difficili condizioni dellapparato digestivo dei

43



fagociti. Tra gli organismi in grado di resistere alla digestione rientra Leishmania donovani, patogeno
trasmesso da flebotomi. Leishmania infatti ha sviluppato difese per sopravvivere e riprodursi nel fagolisosoma
macrofagico, e manipola la risposta immunitaria dell'ospite per proteggersi e per penetrare nelle cellule
(Cunningham, 2002; Zambrano-Villa et al., 2002).

| macrofagi sono le uniche cellule che in vivo permettono crescita e replicazione intracellulari di Leishmania
(Prina et al., 1996), ma la capacita di resistere all'infezione uccidendo il parassita, risulta essere ROS-
dipendente (Mookerjee Basu et al., 2006). | ROS rivestono una grande importanza nella risposta
infiammatoria contro Leishmania, poiché costituiscono una delle strategie di difesa dell'ospite per uccidere il
parassita. Uno studio effettuato nelluomo conclude che i ROS prodotti dall'organismo amplificano I'attivita
leishmanicida (Kocygit et al., 2005). Una correlazione positiva tra respiratory burst e capacita di uccidere la
Leishmania é stata rilevata anche nel cane (Panaro et al., 1998) e nel topo (Bisti et al., 2006).

Leishmania mette in atto varie strategie per sovvertire le funzioni antimicrobiche del macrofago (Denkers e
Butcher, 2005): esprime sulla sua superficie il lipofosfoglicano (LPG) e la metalloproteasi gp63 e si protegge
dalla degradazione fagolisosomica grazie a meccanismi quali inibizione della fusione fagosoma-lisosoma e
degli enzimi idrolitici, modulazione della risposta delle citochine nell'ospite, inibizione della presentazione degli
antigeni e della stimolazione dei linfociti T, soppressione della sintesi di metaboliti reattivi del’ossigeno e
dell'azoto (Bodgan e Rollinghoff, 1998). La produzione di metaboliti ossidanti viene infatti inibita quando i
parassiti penetrano nella cellula utilizzando il recettore C3b/C3bl. Il LPG forma una barriera intorno al
parassita ed capta i radicali liberi, prevenendo anche l'unione di fagosoma e lisosomi. Inoltre la gp63, data la
sua attivita proteolitica, degrada gli enzimi lisosomiali destinati a distruggere gli amastigoti (Montserrat e Riera,
2002). Le prove sperimentali che sostegono l'ipotesi di un’attiva inibizione della produzione di ROS da parte di
Leishmania sono numerose: nei pazienti con leishmaniosi viscerale i livelli di perossido di idrogeno e
superossido sono significativamente inferiori a quelli di pazienti sani e tornano ad aumentare dopo trattamento
(Kumar et al, 2001); i neutrofili di topo infettati con L. donovani riducono del 30-50% la produzione di
superossido (Jain et al., 1996); la fosfatasi acida isolata dalla superficie esterna di promastigoti di L. donovani
inibisce la produzione di anione superossido da parte dei neutrofili (Remaley et al.,1984); nel topo I'attivita
NADPH-ossidasica é rilevabile solo nel 2% dei vacuoli parassitofori contenenti amastigoti. (Pham et al., 2005).
Negli ultimi anni & cresciuto l'interesse verso la leishmaniosi canina sia come malattia del cane che come
zoonosi. Soprattutto nelle aree endemiche, pero, la malattia spesso decorre in forma asintomatica per poi
esplodere rapidamente nella forma clinica. Cio suggerisce che nei cani colpiti le difese immunitarie, compresa
Iattivita leishmanicida intracellulare, siano efficaci nelle fasi iniziali per poi diminuire consentendo la
replicazione intracellulare degli elementi parassitari e contribuendo alla diffusione del parassita nell'organismo.
In questa parte della tesi abbiamo voluto indagare questi aspetti dell'interazione ospite/leishmania, utilizzando
indicatori sensibili di infiammazione quali i metaboliti reattivi dell'ossigeno e la proteina C reattiva (CRP), come
indicatore della presenza di stati infiammatori latenti. Dato che le esperienze con l'uso dei metaboliti reattivi
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dell'ossigeno nel cane sono scarse (Pasquini et al., 2005), la valutazione del ruolo biologico dei radicali
ossidanti é stata preceduta da una fase di validazione analitica del metodo di determinazione di tali metaboliti.
Di seguito € descritto I'approccio sperimentale seguito ed i principali risultati e considerazioni. Questa parte
della tesi € stata oggetto di una pubblicazione in corso di stampa su Veterinary Journal (n° 4 dell'elenco
pubblicazioni).

Materiali e Metodi
DISEGNO SPERIMENTALE E SELEZIONE DEI CAMPIONI
| 69 campioni inclusi in questo studio sono stati raccolti in parte presso I'Hospital Clinic Veterinari della Facolta
di Veterinaria di Bellaterra (Barcellona), in collaborazione con il Dr. Xavier Roura, in parte presso strutture
private di Milano. Per quanto riguarda i soggetti patologici, sono stati inclusi nello studio tutti i cani con segni
clinici compatibili con leishmaniosi canina (dermatiti ulcerative, desquamative, papulari, nodulari, lesioni nasali,
alopecie focali, stato di nutrizione scadente, cachessia, linfoadenomegalia, epato-splenomegalia, pallore delle
mucose, epistassi, zoppie, onicopatie). | cani di controllo sono stati selezionati in base all'assenza di sintomi
clinici compatibili con leishmaniosi e con altre patologie di natura infiammatoria. Da tutti i cani sopra citati &
stato effettuato un prelievo di sangue che € stato posto parte in provette contenenti EDTA e parte in provette
prive di anticoagulante, da cui ottenere siero per centrifugazione e un prelievo di urine mediante cistocentesi.
Quando I'esame fisico lo richiedeva, i cani sono stati sottoposti a prelievo di altro materiale biologico (es:
citologia di cute, midollo o linfonodo, istologia di cute o organi interessati).
| campioni di cui sopra sono stati utilizzati per eseguire:
= esame emocromocitometrico completo, eseguito con contaglobuli laser ADVIA 120 (Bayer
Corporation, Tarrytown, NY, USA), contaglobuli ad impedenza (SEAC Hemat 8, SEAC, Calenzano,
Firenze) o contaglobuli a lettura mista, laser ed impedenza (Sysmex XTi2000V, Sysmex Europe,
GMBH, Norderstedt, Germany). Le prestazioni dei tre strumenti, per quanto riguarda le conte cellulari,
sono sovrapponibili, come dimostrato da studi di validazione (Tvedten e Lillehook, 2009; Giordano et
al., 2008) che consigliano di verificare su vetrino la formula leucocitaria. La formula leucocitaria é stata
quindi eseguita al microscopio, su striscio colorato con May Grinwald-Giemsa, contando almeno 200
cellule. La conta dei reticolociti & stata eseguita colorato dopo colorazione con blu brillante di cresile,
contando al microscopiov almeno 1000 eritrociti (Meinkoth e Clinkenbeard, 2000).
= pannello biochimico di base, per inquadrare la funzionalita e/o la presenza di alterazioni epato-renali.
Le determinazioni sono state effettuate con analizzatori automatici (Olympus AU400 — Amburgo,
Germania; Cobas Mira, Roche diagnostic, Basilea, Svizzera). In particolare sono stati determinati la
concentrazione di creatinina (metodo di Jaffé), urea (metodo enzimatico dell'ureasi) e proteine totali
(metodo al biureto), e I'attivita della alanina aminotransferasi (ALT, metodo cinetico enzimatico IFCC)..
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= elettroforesi delle sieroproteine: € stata eseguita in gel d’'agarosio mediante analizzatore automatico
Sebia Hydrasis (Sebia Italia S.r.l., Bagno a Ripoli, Firenze) utilizzando kit appositamente forniti dal
produttore dello strumento. Dopo acquisizione dei gel con apposito scanner la lettura densiometrica €
stata eseguita con l'apposito softwate (Phoresis, Sebia Italia S.r.l.).
= esame delle urine con determinazione della proteinuria mediante rapporto proteine/creatiina urinaria
(PUICU): le proteine urinarie sono state misurate con metodo del pirogallolo utilizzando gli stessi
analizzatori automatici sopra citati. La creatinina urinaria e stata determinata mediante metodo di Jaffe
su urine diluite 1:20. Partendo dai valori ottenuti & stato quindi calcolato il rapporto PU/CU.
= esame sierologico per leishmania mediante tecnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
messa a punto presso I'Universita di Barcellona o mediante immunofluorescenza eseguita utilizzando
un kit disponibile in commercio (Agrolabo, Torino, Italia) .
= PCR: In caso di positivita sierologica o di forte sospetto clinico sono state eseguite PCR midollari
presso laboratori esterni 0 PCR quantitative (PCR real time) eseguite presso il servizio di Genetica
Molecolare della Facolta di Veterinaria dell'Universita Autonoma di Barcellona, con metodiche messe
a punto e validate dal laboratorio stesso.
Nei casi in cui oltre alla leishmaniosi erano possibili altre diagnosi differenziali e, soprattutto, nei soggetti
sintomatici sieronegativi, sono stati eseguiti esami diagnostici collaterali, diversi da caso a caso e scelti sulla
base dei segni clinici o delle alterazioni di laboratorio. Quando rilevante ai fini della presente tesi, gli esami

effettuati, ed i relativi cenni alla metodica utilizzata, verranno presentati durante la descrizione dei risultati.

VALUTAZIONE DELLA PROTEINA C REATTIVA

La determinazione della CRP ¢ stata effettuata mediante spettrofotometro automatizzato, utilizzando un kit
disponibile in commercio (Real Time Diagnostic Systems, Viterbo, Italia) contenente, oltre al tampone di
reazione, anticorpi anti-CRP umana legati a particelle di latice, nonché un calibratore a titolo noto di CRP col
quale sono state allestite diverse diluizioni allo scopo di ottenere una curva di taratura semilogaritmica sulla

base della quale determinare poi le concentrazioni di CRP dei campioni in esame.

DETERMINAZIONE DELLO STATO OSSIDATIVO

Lo stato ossidativo dei soggetti inclusi nella presente tesi € stato valutato mediante un test teso a rilevare la
presenza di radicali ossidanti, il cosiddetto “d-ROMs test”. Si tratta di un test spettrofotometrico che permette
di valutare la concentrazione di idroperossidi (ROOH) in un campione biologico. Nel test d-ROMs gli
idroperossidi vengono messi nelle stesse condizioni di una reazione Fenton per generare in vitro radicali
alcossili e perossili: una piccola quantita di campione biologico, per esempio siero, viene diluita in una
soluzione acida a pH 4,8 ed in queste condizioni gli ioni ferro, prima legati alle proteine sieriche, divengono
disponibili per catalizzare in vitro la rottura degli idroperossidi, che formano radicali alcossili e perossili. A tale
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soluzione viene poi aggiunto una sostanza cromogena (N,N,-dietilparafenilen-diamina) che, quando viene
ossidata da radicali idroperossile e alcossile, cambia colore, trasformandosi cosi in un catione colorato con
una tonalita che pud andare da rosa a rosso. Tale catione & un radicale, ma é sufficientemente stabile da
permettere una misurazione della sua quantita per mezzo di un fotometro che legga alla lunghezza d’onda
505 0 546 nm. La concentrazione di idroperossidi nel campione biologico analizzato € direttamente correlata
con l'intensita di colore assunto dalla sostanza cromogena. Il risultato viene espresso in unita “CARRATELLI”
(“CARR U", dal nome dell'inventore del d-ROMs test), ognuna delle quali corrisponde a 0,08 mg/100ml H,0Ox.
In questa tesi é stato utilizzato il kit d-ROMs commercializzato dalla Diacron S.r.l. che € stato adattato allo
stesso fotometro Cobas Mira utilizzato per le determinazioni biochimiche sopra accennate. La metodica &
stata impostata come consigliato dalla ditta produttrice modificando il metodo manuale in modo da ottenere
una soluzione di lavoro contenente sia il cromogeno (reagente R1) che la soluzione tampone (reagente R2).
Lo strumento ¢ stato impostato in modo da miscelare 250 pl di tale soluzione e 5 pl del calibratore (incluso nel
kit) o di sieri a titolo noto (forniti dalla casa produttrice) nella fase di taratura dello strumento e controllo di
qualita, oppure 5 pl di ogni campione, e di leggere poi I'assorbanza a 546 nm dopo 5 minuti. Prima di utilizzare
il kit sui campioni oggetto dello studio & stata eseguita una fase di validazione analitica valutando la precisione
intra-assay mediante 10 letture ripetute di un pool di sieri a titolo basso (valore medio 140 CARR U) e diun
pool di sieri a titolo elevato (546 CARR U). Per valutare la precisione inter-assay gli stessi pool di sieri sono
stati sottoposti a lettura giornaliera per 6 giorni consecutivi. L'accuratezza é stata valutata mediante lettura di 4
diluizioni seriali del pool a titolo alto e verifica della corrispondenza tra risultati attesi e risultati ottenuti.

ANALISI STATISTICA

All'interno di ogni gruppo sono state determinate la media e la deviazione standard, la mediana e l'ntervallo di
distribuzione al 95° percentile. | gruppi sono stati confrontati tra loro sia in maniera indipendente (es. gruppi 1
vs 2, 1 vs 3, e cosi via), con il test U Mann Withney, sia valutando la significativita globale con il test ANOVA di
Kruskall Wallis, seguito dal test di Bonferroni. Nei gruppi 2 e 4, nei quali erano presenti soggetti con reperti
fisici diversi e/o alterazioni di laboratorio, la concentrazione sierica di CRP e dei parametri ossidativi € stata
confrontata, mediante test di U Mann Withney o, quando i gruppi erano piu di due, mediante test ANOVA di
Kruskall Wallis, in funzione dei seguenti parametri: presenza di sole alterazioni di laboratorio vs. presenza di
reperti fisici e alterazioni di laboratorio; localizzazione della patologia; e, per quanto riguarda il gruppo 4,
tipologia di processo patologico (in particolare linfoma vs. infiammazione). All'interno dei gruppi 2 e 3, nei quali
erano presenti soggetti con diverso titolo anticorpale, & anche stata investigata I'eventuale differenza di CRP e
d-ROMs in funzione delle classi di titolo anticorpale (alto, medio, basso). Nei gruppi 2 e 4 & anche stata
indagata, mediante test non parametrico di Spearmann, la possibile presenza di correlazioni tra CRP e d-
ROMs nonché tra CRP o d-ROMs e numero di leucociti, numero di neutrofili, titolo anticorpale, concentrazione

proteica totale e frazionata (relativamente alle due classi albumine e y-globuline), rapporto aloumine/globuline.
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Risultati

PRESTAZIONI ANALITICHE DEL TEST d-ROMS

La validazione analitica del test utilizzato ha rivelato una precisione within-run del 5,67% e between-run del
9,1% per il pool a titolo basso e del 9,5% e 14,8%, rispettivamente, per il controllo a titolo elevato, nonché una

accuratezza mediante diluizione seriale che rilevava una deviazione massima dell'1,4% rispetto ai valori attesi.

FORMAZIONE DEI GRUPPI
Sulla base dei dati clinici e di laboratorio, i 69 soggetti inclusi nella tesi sono stati suddivisi nei seguenti gruppi:

1) Controllo negativo: 12 cani che non presentavano alterazioni cliniche, ematologiche o elettroforetiche
compatibili con leishmaniosi canina e risultavano negativi all'esame sierologico.

2) Cani malati di leishmaniosi: 27 cani i quali, oltre a risultare positivi a sierologia e/o accertata a PCR,
presentavano alterazioni cliniche e/o di laboratorio compatibili con leishmaniosi. In particolare
sono stati rilevati sintomi cutanei in 13 casi (48%), patologie artro-muscolari in 7 casi (26%),
linfadenopatia in 6 casi (22%), astenia 0 anoressia in 3 casi (11%), sintomi oculari in 2 casi (7%) e
sintomi gastroenterici, poliuria o pallore delle mucose in 1 caso (4%). Le alterazioni di laboratorio
piu frequentemente riscontrate sono risultate essere iperproteinemia (13 casi, 48%), inversione
del rapporto A/G (13 casi, 48%), proteinuria (8 casi, 30%), ipoalouminemia (8 casi, 30%),
gammopatia (7 casi, 26%), anemia (7 casi, 26%), leucocitosi/neutrofilia (6 casi, 22%),
iperazotemia (5 casi, 19%), aumento di attivita del’ALT (2 casi, 7%).

3) Cani infetti da leishmania: 14 soggetti che pur essendo risultati positivi ad indagini sierologiche e/o
molecolari per leishmania, generalmente con titoli medio-bassi, non presentavano segni clinici 0
alterazioni di laboratorio compatibili con leishmaniosi.

4) Cani affetti da patologie diverse dalla leishmaniosi: 16 cani con segni clinici e/o alterazioni di
laboratorio compatibili con leishmaniosi (tabella 14), nei quali la presenza del parassita é stata
esclusa mediante negativita sierologica e, in 5 casi, dalla negativita a test PCR eseguito su
midollo osseo. Una volta esclusa la leishmaniosi, in 9 casi si € giunti alla diagnosi di forme
infiammatorie pure, per lo pit a localizzazione cutanea, con I'eccezione di una forma sistemica
antibiotico-responsiva, e di una forma infiammatoria intestinale; in 4 cani conlinfadenopatia, &
stato diagnosticato un linfoma; altre diagnosi sono state: insufficienza renale cronica; lupus

eritematoso e neoplasia delle ghiandole paranali, associate a forme flogistiche secondarie.

DETERMINAZIONE DELLA CRP

La concentrazione rilevata nei gruppi 2 (mediatSD: 0,57£0.45; mediana: 0,45 mg/dL) e 4 (mediaxSD:
0,66+0,64; 0,51 mg/dL) é risultata significativamente superiore (p<0.05) a quella dei gruppi 1 (media+SD:
0,23£0,10; 0,26 mg/dL) e 3 (media+SD: 0,28+0,14; 0,27 mg/dl) (figura 7).
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Figura 7 Distribuzione dei valori di CRP nei quattro gruppi in esame. A: patologie diverse da Leishmania;

SL: leishmaniosi sintomatica; CL: leishmaniosi asintomatica; C: controllo

L'analisi dei dati individuali non ha evidenziato valori di CRP particolarmente elevati in cani con segni clinici
riferibili alla presenza di processi infiammatori acuti, in analogia con quanto riportato da Martinez-Subiela et al.
(2002) mentre nel gruppo con patologie diverse i valori piu elevati si sono riscontrati nei soggetti con forme

inflammatorie sistemiche.

STATO OSSIDATIVO RILEVATO NEI DIVERSI GRUPPI

| valori di d-ROMs sono riportati in tabella 13 e sono riassunti in seguito e in figura 8.

Gruppo 1: i valori rilevati nel gruppo di controllo sono sovrapponibili a quelli riportati nell'unico studio
riguardante i d-ROMs nel cane, ma il range di distribuzione é leggermente piu ampio (Pasquini et al., 2005).
Gruppo 2: la distribuzione € risultata relativamente ampia ed erano presenti sia valori inferiori (5 casi) che
superiori (8 casi) a quelli del gruppo di controllo, con il quale perd non si sono rilevate differenze significative.
Non & emersa alcuna relazione apparente tra valori bassi o elevati di d-ROMs e presenza di quadri clinici
particolari ma i soggetti che oltre a reperti fisici presentavano alterazioni di laboratorio, avevano valori di d-
ROMs piu elevati (media+SD: 118,9+100,3 CARR U) di quelli rilevati nei cani che non presentavano
alterazioni di laboratorio (media+SD: 46,2+24,9 CARR U) (p<0,05). Non sono state rilevate correlazioni con il
titolo anticorpale, con il livello di proteine totali o di y-globuline e con la concentrazione di CRP. Al contrario, &
emersa una correlazione negativa (p<0.05; r=-0.39) tra concentrazione di d-ROM e di albumine.

Gruppo 3: L'analisi dei dati individuali evidenzia un'estrema variabilita di distribuzione: la gran parte dei cani
presentano valori all'interno dell'intervallo di riferimento, ma in 3 casi i valori erano superiori a tale intervallo e
in altri 3 erano inferiori. Anche in questo caso non si sono rilevate differenze significative con i controlli, né

correlazioni con titolo anticorpale, concentrazione di CRP, albumine o y-globuline, o rapporto A/G.

49



Gruppo 1 Gruppo 2 Gruppo 3 Gruppo 4
71,5 10,8 19,7 23,6
65,4 14,0 1,6 60,2
85,6 2154 2,7 447
93,3 29,8 12,5 61,8
120,8 49,3 129,6 218,8
125,7 12,9 62,0 314
35,2 49,1 116,0 39,3
36,6 172,5 91,0 103,6
1271 124,4 n.. 254,8
18,9 65,1 169,6 334,2
94,7 112,3 55,6 253,2
23,4 89,3 186,8 113,1

302,1 77,5 85,0
73,4 30,7 186,1
196,6 49,3
16,7 184,2
392,2
75
55,2
207,6
45,3
173,1
88,7
56,5
88,2
63,0
209,4
dROMs CARR U dROMs CARR U dROMs CARR U dROMs CARR U
Media £ SD (mediana) | Media + SD (mediana) | Media + SD (mediana) | Media £ SD (mediana)
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
75,4 + 39,5 (81,6) 108,2 £ 96,3 (73,4) 73,5 £ 62,2 (62,0) 127,7 £ 97,3 (94,3)
20,1-126,7 9,6-333,6 1,9-181,6 26,5-304,4

Tabella 13 Risultati relativi alla concentrazione di dROMs rilevata nei cani inclusi nello studio

Gruppo 4: nessuno degli animali inclusi in questo gruppo presentava valori di d-ROMs inferiori alla norma.
Dieci soggetti presentavano valori all'interno del range del gruppo di controllo, mentre 6 resentavano valori
elevati. Il valore medio, nonostante risultasse molto piu simile a quello rilevabile nei cani affetti da leishmaniosi
clinicamente manifesta non € risultato significativamente differente da quello degli altri gruppi. | valori di d-
ROMs non sono risultati significativamente diversi in cani con patologie a diversa localizzazione (es: cute,
linfonodo, ecc...), né in funzione dell'estensione del processo (es: patologie localizzate, patologie sistemiche)
e del tipo di processo patologico in atto (es: linfomi, infiammazioni). Anche in questo gruppo non sono risultate
correlazioni tra valori di d-ROMs e livelli di CRP, proteine totali e frazionate. Al contrario dei gruppi precedenti,
pero, i valori di d-ROMSs sono risultati positivamente correlati ai valori di leucociti totali e di neutrofili.
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Figura 8 Distribuzione dei valori di dROMs nei quattro gruppi in esame. A: patologie diverse da Leishmania;

SL: leishmaniosi sintomatica; CL: leishmaniosi asintomatica; C: controllo

La distribuzione dei dati nei quattro gruppi, per quanto riguarda i d-ROMSs, € riportata in figura 9, nella quale &
rilevabile come la distribuzione dei valori nei soggetti infetti asintomatici sia sovrapponibile a quella del gruppo
di controllo, i cui limiti superiore e inferiore sono indicati dalla linea tratteggiata, anche se gia in questo gruppo
alcuni cani presentano valori inferiori 0 superiori ai range. Quest'ultima situazione si presenta anche nei
soggetti sintomatici tra i quali si riscontrano sia valori bassi che valori elevati, questi ultimi distribuiti in maniera

simile a quanto osservabile nel gruppo di soggetti affetti da patologie diverse dalla leishmaniosi.
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Figura 9 Distribuzione dei valori di dROMs nei quattro gruppi in esame

Il comportamento sopra descritto non € invece rilevabile per I'altro marker infiammatorio incluso nella presente
tesi, e cioé la CRP (figura 10), che risulta alterato solo in alcuni soggetti sintomatici (con leishmaniosi o con

altre patologie) ma non nei cani con leishmaniosi non sintomatica.
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Figura 10 Distribuzione della CRP nei quattro gruppi in esame

Discussione

La sieronegativita rilevata nei gruppi 1 e 4 esclude la presenza di infezione. Gli studi longitudinali effettuati in
corso di infezioni sperimentali 0 spontanee hanno infatti rilevato anticorpi gia un a mese dopo infezione, anche
se la mediana dei tempi di sieroconversione si aggira sui 5 mesi (Moreno e Alvar, 2002; Oliva et al., 2006). Il
fatto che nessuno dei cani inclusi in questi gruppi fosse sieropositivo, permette di affermare che 'eventuale
infezione, se presente, sarebbe avvenuta poco prima del prelievo. La gran parte di questi cani, pero, viveva in
area non endemica e, sebbene I'epidemiologia della leishmaniosi negli ultimi sia cambiata (Pozio et al., 1985;
Capelli et al., 2004; Rossi et al., 2005), € poco probabile che la sieronegativita possa dipendere da
un’infezione in via di sviluppo. In 5 cani, peraltro, 'assenza di infezione é stata confermata dalla PCR.I cani del
gruppo 2 presentavano invece una forma di leishmaniosi poco controllata dall'organismo, associata ad
infiammazione. Questo fa di questo gruppo la popolazione ideale per verificare lo stato ossidativo
specificamente attivato da Leishmania. Eventuali differenze tra questo gruppo ed il gruppo con altre patologie
infiammatorie potrebbero permettere di identificare un pattern ossidativo leishmania-specifico. | cani inclusi nel
gruppo 3 sono invece quelli piu interessanti dal punto di vista dei parametri aggiuntivi (CRP e metaboliti
ossidativi) i quali, in caso di risultati differenti da quelli del gruppo 2, potrebbero rivelarsi utili per discriminare i
soggetti con patologia “sotto controllo” da quelli che sembrano non contenere l'attacco del parassita.l d-ROMs
non sono risultati significativamente diversi nei 4 gruppi ma hanno evidenziato una tendenza a valori alti nei
soggetti con quadri infiammatori e in alcuni cani con leishmaniosi asintomatica, e bassi in alcuni cani con
leishmaniosi. In molti casi & emersa una correlazione negativa tra d-ROMs e albumine giustificata dal fatto che
le albumine sono proteine di fase acuta negative (Ceron et al., 2005) ma non correlazioni positive tra d-ROMs
e di CRP. Cio non sorprende in quanto la CRP indica genericamente una risposta di fase acuta, mentre i d-
ROMs evidenziano solo i soggetti in cui sono presenti in circolo radicali ossidanti. A sostegno di questa
ipotesi, in alcuni dei gruppi patologici si € rilevata una correlazione tra dROMs e leucociti e granulociti. In altri
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questa correlazione non si & rilevata ma va sottolineato che il numero di leucociti circolanti non sempre riflette
quello delle cellule presenti nel sito di flogosi. E' quindi possibile che situazioni caratterizzate da attivazione
“locale” di neutrofili e quindi da produzione ed immissione in circolo di d-ROMs, non siano associate a
neutrofilia periferica, e viceversa € possibile che le citochine responsabili della reazione di fase acuta
determinano leucocitosi periferica anche in soggetti in cui localmente la flogosi non € ancora di elevata entita.
Tale ipotesi & supportata dal fatto che i d-ROMs erano elevati in molti soggetti con coinvolgimento sistemico
(presenza sia di sintomi che di alterazioni di laboratorio). D'altra parte, almeno per quanto riguarda il gruppo 2,
va considerato che uno dei meccanismi per cui il parassita sopravvive nelle cellule infette risiede proprio nella
sua capacita di inibire i processi digestivi intracellulari di tipo ossigeno-dipendente (Jain et al., 1996; Bodgan e
Rollinghoff, 1998). Il riscontro di alcuni cani con livelli di d-ROMs molto bassi, sembra supportare tale ipotesi, e
la mancanza di valori elevati di d-ROMs in cani con inflammazione evidente potrebbe essere il risultato di due
fenomeni opposti e coesistenti: l'infiammazione, che tende ad innalzare i d-ROMs, e I'infezione da leishmania
che tende a ridurli. Anche i risultati del gruppo 3 supportano queste ipotesi e suggeriscono che nonostante
I'assenza di alterazioni cliniche e/o di laboratorio, alcuni soggetti stanno interagendo con il parassita.n
conclusione, questo studio ha permesso di validare il metodo analitico per la determinazione dei d-ROMs nel
cane e ha evidenziato che in alcuni cani con leishmaniosi clinicamente manifesta, associata ad alterazioni
cliniche e di laboratorio compatibili con infiammazione, i valori di d-ROMs si elevano come nei cani con
patologie infiammatorie di natura diversa. Tale alterazione & pero rilevabile anche in alcuni cani con forma non
clinicamente evidente a suggerire che I'interazione ospite-parassita determina risposte infiammatorie latenti.
Inoltre, in entrambi i gruppi di cani con leishmaniosi, si sono riscontrati alcuni soggetti con valori pit bassi
dell'intervallo di riferimento a suggerire che questo analita potrebbe permetere di rilevare i soggetti nei quali il
parassita sta in qualche modo inibendo la produzione di d-ROMs. Infine, sia nei cani infetti e malati di
leishmaniosi, i livelli di d-ROMs sono risultati poco correlabili a quelli della CRP o di altri parametri indicatori di
flogosi, ad indicare che CRP e metaboliti ossidativi, pur essendo entrambi parametri in qualche modo legati al
processo infiammatorio, sono probabilmente espressione di aspetti diversi della flogosi.

Tali risultati aprono interessanti prospettive circa |'utilizzo dei d-ROMs come marker precoci di leishmaniosi e
come ulteriore mezzo diagnostico per stadiare la patologia. In particolare i futuri studi dovranno essere rivolti
alla possibile associazione tra variazioni dei d-ROMs ed assetto immunitario, per stabilire se tali alterazioni
siano associate agli squilibri tra immunita umorale e cellulo-mediata che caratterizzano I'evoluzione della

patologia dalla forma non sintomatica a quella clinicamente evidente e alla disseminazione del parassita.
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DETERMINAZIONE DELL’IFN-y FELINO CON METODO ELISA, DEI dROMs CON METODO ENZIMATICO
E MESSA A PUNTO DI UN MODELLO SPERIMENTALE DI VALUTAZIONE DELLE RISPOSTE DI
LEUCOCITI EMATICI INCUBATI CON PEPRIDI IMMUNOGENI DI CORONAVIRUS FELINO

Come accennato in precedenza, l'interferone (IFN) € una citochina importante nella regolazione delle risposte
immunitarie. L'lFN ad attivita immunomodulatrice (IFN-y) & perd solo una delle molecole appartenenti alla
famiglia degli interferoni e rappresenta una specie di eccezione in quanto gli altri membri della famiglia hanno
prevalentemente proprieta antivirali, tanto che il loro nome deriva dalla loro abilita di interferire con la

replicazione virale (Sen, 2001) (tabella 14).

Classe | Interferone Fonte Funzione
Tipo 1 o cellule dendritiche antivirale
B Fibroblasti antivirale
® Trofoblasto segnale gravidico
T Trofoblasto bovino segnale gravidico
5 Trofoblasto suino segnale gravidico
Tipo 2 v Cellule Th1, trofoblasto suino | Attivazione immunitaria e segnale gravidico.

Tabella 14 Classificazione dei due tipi di interferone

Gli interferoni antivirali sono prodotti da tutte le cellule ed hanno un’attivita del tutto aspecifica nel senso che &
rivolta verso qualsiasi virus. Sono prodotti in quantita apprezzabili entro 12-24 ore dall'acme della replicazione
virale e portano rapidamente a una drastica riduzione della produzione di virus nei tessuti infetti. L'interferone
esplica inoltre un’azione antibatterica e antiprotozoaria e sembra anche contribuire alle antitumorali ed alla
regolazione della risposta immunitaria (Poli e Cocilovo,1998).

L'IFN-y € invece prodotto da linfociti T attivati (NK, CD4 Th1l e CD8) (Sen, 2001) e, in particolari condizioni,
anche da macrofagi e cellule dendritiche. Lo stimolo alla produzione dell'IFN-y € rappresentato da citochine
quali IL-1, IL-2, IL-12, IL-18,IL-15, IL-21, IL-23, IL-27, IFN-y e TNF-a. La principale & IlL-12 che sostiene lo
sviluppo della risposta Thl (Malmgaard, 2004). A sua volta, I'lFN-y attiva la riposta cellulo-mediata
amplificando la risposta di cellule T citotossiche, NK ed helper mediante 'aumento di espressione del MCH-II
sui macrofagi (Poli e Cocilovo, 1998). In ultima analisi quindi interviene nello sviluppo delle cellule Thi,
codificando la sintesi di IL-12 nelle cellule presentanti 'antigene (Murphy et al., 1995), ed inibisce lo sviluppo
delle cellule Th2 inducendo apoptosi delle cellule pre-B (Clemens, 2003). L'attivazione IFN-y-mediata della
risposta Th1 risulta protettiva nei confronti di molte malattie infettive (AIDS, tubercolosi, lebbra, leishmaniosi),
le quali invece diventano pit aggressive in caso di risposta Th2 (Stark et al., 1998; Tizard, 2000).

Per questo motivo molti virus, nel corso di milioni di anni di co-evoluzione hanno cercato di antagonizzare la
risposta difensiva IFN-mediata, inibendo i seguenti passaggi coinvolti nell'attivazione del segnale (Alcami e
Koszinowski, 2000):
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1 - interferiscono con espressione genica o sintesi proteica dell'IFN-y (Gale et al., 2000);

2 - riducono l'induzione dell'lFN bloccando la cascata di segnale che lo induce;

3 - inibiscono del segnale indotto dall'lFN sulle cellule bersaglio;

4 - bloccano l'azione delle proteine antivirali indotte dall'lFN;

5 - Utilizzano sistemi di replicazione insensibili all'azione dell'interferone;

Lo resistenza o la suscettibilita alla malattia dipende quindi dall'equilibrio tra meccanismi di evasione virale e
risposta IFN-mediata dell'organismo. Questo equilibrio gioca un ruolo importante nella persistenza del virus
nell'organismo e in caso di viurs ad alta attivita replicativa, pud portare alla comparsa di nuove varianti virali
(quasispecie) 0 a ricombinazione tra virus diversi. Questo scenario sembra essere implicato nella patogenesi
delle coronavirosi feline: grazie all'instabilita del suo genoma, il coronavirus felino (FCoV), normale abitatore
dell'intestino, replicando puo generare decine di quasispecie, alcune delle quali replicano nei macrofagi e con
essi diffondono nell’'organismo determinando la peritonite infettiva felina (FIP) (McReynolds e Macy, 1999).
L'evolversi della patologia & a questo punto esclusivo retaggio del sistema immunitario. In assenza di risposta
cellulo-mediata, il coronavirus diffonde a livello sistemico e gli anticorpi prodotti formano immunocomplessi che
si depositano nell’endotelio delle vene di piccolo calibro, inducendo una vasculite da cui derivano i versamenti
tipici della forma umida (McReynolds e Macy,1999). Un'efficace risposta immunitaria cellulo-mediata
determina invece lo sviluppo di infezioni latenti, bassi livelli di viremia e un certo grado di resistenza
immunitaria (Pedersen, 1987), che puo venire meno in caso di eventi stressanti 0 immunodepressione, con
conseguente shift immunitario da Thl a Th2 (Gunn-Moore et al., 1998). La forma non effusiva invece compare
quando si € in presenza di una modica risposta cellulo-mediata che permette cosi la replicazione del virus, cui
conseguono fenomeni di ipersensibilita di tipo IV che portano alla comparsa di granulomi  (Paltrinieri et al.,
1998a).

Nelle coronavirosi feline, I'espressione e la concentrazione di IFN-y diminuisce nelle forme clinicamente
evidenti (FIP) mentre sembra aumentare in animali resistenti. Questo ha fatto ipotizzare un ruolo protettivo di
questa citochina nei confronti di FCoV.

Come sopra accennato, il primo evento coinvolto nella patogenesi della FIP dovrebbe essere rappresentato
da mutazioni in grado di rendere il FCoV in grado di replicare nei macrofagi. | geni piu “sospetti” sono quelli
della proteina S o geni non strutturali come il 7b o il 3c del FCoV. Non é stata pero evidenziata una mutazione
univoca e rilievi sperimentali o in patologia spontaea, indicano che la mutazione virale & solo uno degli eventi
responsabili dello sviluppo di FIP. L'altro evento importante & rappresentato dal tipo di risposta immunitaria.
Sebbene sia possibile che I'assetto immunitario dei soggetti dipenda da caratteristiche individuali, indipendenti
dal FCoV, recentemente € stato ipotizzato che sia lo stesso FCoV a influenzare in qualche modo le risposte
immunitarie. Tale ipotesi nasce dal fatto che virus isolati da diverse situazioni di campo (gatti malati, ambienti
a diversa prevalenza di FIP) hanno sequenze diverse a carico della proteina N, solitamente non considerata
tra le sequenza mutanti dei coronavirus (Battilani et al., 2010). Analisi bioinformatiche fanno ritenere che
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alcune delle sequenze isolate possano corrispondere a epitopi immunostimolanti Iimmunita cellulo-mediata.
Scopo di questa parte della tesi & stato quindi quello di veriifcare se le diverse sequenze immunogene della
proteina N del FCoV possano indurre risposte diverse in leucociti felini, con particolare riferimento alla
produzione di perossidi (indicatori indiretti della risposta fagocitaria/macrofagica, come descritto nello studio su
leishmaniosi illustrato in precedenza) e di IFN-y. In particolare si & voluto mettere a punto un sistema in vitro di
stimolazione dei leucociti con peptidi immunogeni e verificarne I'applicabilita su sangue di gatto. Per quanto
riguarda la valutazione dei perossidi, poi, si & testato un kit diverso da quello utilizzato per la leishmaniosi
canina e si e quindi proceduto a una preliminare fase di validazione analitica del kit stesso.

Di seguito e descritto I'approccio sperimentale ed i principali risultati e considerazioni. Questa parte della tesi e
stata presentata in forma preliminare al VI congresso AlPVet (n° 7 dell'elenco pubblicazioni) e, per quanto
riguarda la sola parte relativa all'lFN-y, & oggetto di una pubblicazione sulla rivista Veterinary Microbiology

attualmente in revisione dopo accettazione con “major revision” (n° 20 dell'elenco pubblicazioni).

Materiali e Metodi

Sono stati raccolti 16 campioni di sangue intero, prelevato da altrettanti gatti clinicamente sani o affetti da
patologie diverse (vedi risultati) di cui si & valutata anche la sieropositivita a FCoV con il metodo sierologico in
uso presso il nostro Dipartimento (Paltrinieri et al., 2007a. Sui campioni posti in EDTA € stato eseguito un
esame emocromocitometrico con contaglobuli Laser (Sysmex XT2000iV), seguito da verifica al microscopio
della formula leucocitaria su striscio di sangue colorato con May Grunwald-Giemsa. Ogni campione € stato poi
suddiviso in aliquote da 250 pl, in numero variabile in funzione del volume di sangue di partenza. Quando
possibile sono state preparate 9 aliquote in modo da testare gli 8 peptidi ed un‘aliquota di controllo. In caso di
volume ridotto, il campione ¢ stato suddiviso in un numero minore di aliquote in modo da testare il controllo
negativo ed almeno uno dei peptidi. Ogni aliquota € stata posta in un pozzetto di una piastra ELISA a fondo
tondo a cui sono poi stati aggiunti i peptidi messi a punto in precedenza (Battilani et al., 2010) in base alle
sequenze nei residui 14, 182 e 198 della proteina N di FCoV (tabella 15). In particolare, per ogni residuo erano
state riscontrate sequenze tipiche di virus presenti nelle feci di gatti sani (ceppi “avirulenti”), o di virus presenti
in tessuti di gatti con FIP (ceppi “virulenti”). Altre sequenze, invece erano identiche in virus intestinali e tissutali
(ceppi “misti”). Ogni peptide ¢ stato utilizzato alla concentrazione di 5ug per ogni ml di campione contenente

1x108 leucociti/ul. La piastra e stata posta ad incubare a 37°C in camera umida in presenza del 5% di CO2.
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Residuo | Peptide N° | Nome peptide Sequenza ceppi virulenti ceppi di origine avirulenti
14 1 N14-S PSKRRGRSN seven, 419, 420, 453 Trento, Milano
2 N14-A PSKSGRSNS Piacenza
3 N182 SNNQNNVEDTIV seven Piacenza
182 4 N182-453 PNNQNNNVDTIV Teramo-453
5 N182-M FNNQNNNVEDTI Piacenza, Bimba e Macchia
6 N198-S KLGVTDKLRS Seven
198 7 N198-MI RLGVTSDNKQ Milano
8 N198A-PC KLGVTDKQRS | Piacenza, Trento, Milano | Piacenza, Trento, Milano

Tabella 15 Identificativi, sequenze e ceppi di origine dei peptidi utilizzati per le prove in vitro

Dopo un'ora di incubazione la piastra ogni aliquota di sangue € stata trasferita in una provetta eppendorf e
centrifiugata (3.000g x 8 minuti). Il plasma ottenuto é stato utilizzato per determinare la concentrazione di IFN-
v con metodo ELISA (DuoSet® ELISA, R&D Systems Europe, Ltd.; Abingdon, UK) validato in uno studio
precedente (Giordano e Paltrinieri, 2009) e per determinare, in 6 gatti, la concentrazione di perossidi con un kit
(Real Time Diagnostic System S.r.l., Viterbo, Italia) basato sulla reazione di Fenton: l'intrerazione in ambiente
acquoso a pH acido, tra H.O, e Fe?* forma radicali ossidrilici ad alto potere ossidante. Tali radicali reagiscono
in tampone acido con con un cromogeno che produce un colore rosso, proporzionale alla concentrazione di
H202 nel campione, rilevato mediante lo spettrofotometro Cobas Mira sopra citato. La fase di validazione del
metodo ha determinato:

- l'imprecisione analitica intra-assay determinata mediante letture ripetute (da 4 a 15) in una singola sessione
di lavoro) di un pool di sieri di gatto, seguita dal calcolo del CV.

- limprecisione analitica inter-assay determinata mediante letture ripetute, in sessioni di lavoro differenti, dello
stesso pool di sieri di gatto, seguita dal calcolo del CV.

- l'influenza della conservazione del campione e/o dalle modalita di conservazione determinata mediante 3
letture consecutive eseguite ogni 60 minuti su due aliquote dello stesso campione conservate 'una in provetta
chiusa e l'altra in provette aperte ed esposte all'aria, seguite da calcolo del CV intra- ed inter-assay, e dalla
valutazione della differenza tra campioni esposti e non esposti all'aria, mediante test di Wilcoxon.

- linaccuratezza analitica, mediante linearita di diluizione (LUD) e confronto tra valori attesi e osservati su un
pool di sieri misurato tal quale e diluito al 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, misurando in
parallelo la LUD di un analita a lettura accurata (glucosio) per verificare la correttezza delle diluizoni.

- il lower limit of detection (LLOD) determinato mediante letture ripetute del bianco reattivo, e il lower limit of
quantification (LLOQ), determinato valutando la ripetibilita di lettura dei valori bassi ottenuti nella prova di LUD.
- l'influenza degli anticoagulanti, mediante lettura di campioni di plasma e siero degli stessi soggetti, seguita

da valutazione statistica delle eventuali differenze riscontrate.

Risultati
| soggetti inclusi nello studio non presentavano alterazioni ematologiche, ad eccezione di modica neutrofilia in

5 casi, lieve linfocitosi con monocitosi in uno e linfopenia in tre. Negli altri 8 gatti 'emogramma era normale,
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nonostante in 6 di essi fossero comunqgue presenti patologie croniche quali lipidosi epatica, neoplasie, malattie
gastroenteriche. In 3 soggetti € stato rilevato un titolo anticorpale sicuramente indicativo di infezione da FCoV.

VALIDAZIONE DEL TEST PER LA DETERMINAZIONE DEI PEROSSIDI

La precisione intra-assay ha evidenziato CV variabili tra il 4.17% e il 14.71%, con valori migliori nei campioni
analizzati subito dopo il prelievo. La precisione inter-assay, invece, ha evidenziato CV pari al 23,1% e al 24%.

| risultati delle prove di stabilita (figura 11) hanno evidenziato che la concentrazione di perossidi tende ad
aumentare nel tempo, con differenze statisticamente significative rispetto al valore basale rilevabili gia dopo

due ore, indipendentemente dal fatto che la provetta sia esposta all'aria 0 meno.
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Figura 11 Rappresentazione schematica dei risultati delle prove di ripetibilita a tempi diversi in presenza o assenza di aria:
la linea tratteggiata rappresenta i risultati relativi a provette aperte, quella continua i risulti relativi a provette chiuse

| risultati delle prove di LUD (figura 12) hanno evidenziato un’ottima linearita sia per I'analita di riferimento
(P<0.001; lack of fit: P=1.000), sia nelle prove di diluizione dei radicali ossidanti (ROS-1 e ROS-2: P<0.001;
lack of fit: P=1.000). La precisione diventa insoddisfacente a diluizioni inferiori al 20% (concentrazione di
perossidi pari a 1 mg/dL), mentre e accettabile per diluizioni comprese tra 100% e 30%, corrispondenti a valori
compresi tra 1,81 e 7,37 mg/dL. Questo & quindi il range di riportabilita ideale e il valore piu basso corrisponde
al LLOQ. I LLOD invece e risutlato pari a 0.

- - -\alore atteso
—a—glucosio
—O0—ROS1
—o—ROS2
—— ROS media

100,0 90,0 80,0 70,0 60,0 50,0 40,0 30,0 20,0 10,0 0,0

Figura 12 Risultati delle prove di LUD espressi in percentuale rispetto al valore atteso
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| risultati ottenuti con anticoagulanti e con siero (tabella 16) erano diversi tra loro, anche se la significativita
statistica é rilevabile solo in EDTA forse perché la variabilita gli altri anticoagulanti € stata piu elevata.

NaCITR EDTA EPARINA | SIERO
342 3,30 6,87 5,86
3,32 2,73 5,72
2,60 2,85 10,07 5,50
MEDIA + DS | 3,11 +0,45* | 2,96  0,30%, ** | 8,47 2,26 | 5,69 + 0,18
(V) (14,37) (10,15) (26,7) (3,19)

Tabella 16 Risultati delle prove svolte con e senza anticoagulanti. *= P<0.05 vs eparina; ** = P<0.05 vs siero

INCUBAZIONE CON PEPTIDI

| risultati delle misurazione di perossidi dopo incubazione (tabella 17), evidenziano che la semplice
permanenza del sangue per un’ora in incubatore ha determinato, in 4 gatti su 6, valori molto pit bassi di quelli
ottenuti nel pool usato in fase di validazione. In due gatti, invece, la concentrazione di perossidi rilevata nel
pozzetto di controllo € risultata elevata. Quasi tutti i peptidi, con rare eccezioni, hanno determinato un aumento
drastico della concentrazione di perossidi rispetto al campione PO. Gli unici casi in cui I'aumento non &
risultato sensibile sono quelli in cui gia si partiva da un valore elevato di perossidi. In particolare, le risposte
ossidative sono rsultate quantitativamente sovrapponibili indipendentemente dal residuo analizzato e

dall'origine del peptide (es: ceppi pit 0 meno virulenti).
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PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

gatto 0,10 + 4,24 + nd 5,46 + 4,26 + 4,44 + nd nd 4,06 +

1 0,05 0,48 0,87 0,31 0,54 0,38
gatto 520 + 479 +

9 0,63 nd nd nd 0.46 nd nd nd Nd
gatto 0,40 + 352+ 4,15+ 4,04 + 4,95+ 3,49 + 3,45+ 3,36 3,86 +

3 0,03 0,01 0,28 0,38 0,40 0,23 0,32 0,57 0,20
gatto 0,52+ 8,16 +

4 0.02 0.24 Nd nd nd nd nd nd Nd
gatto 0,40 + 9,86 Nd 749 9,94 + 0,33+ nd nd 10,84 £

5 0,03 0,13 0,11 2,45 0,17 0,95
gatto 10,85+ 12,78 £

6 013 Nd Nd 0,03 nd nd nd nd Nd

Tabella 17 Risultati (in mg/dL) delle prove di determinazione dei perossidi in campioni di sangue incubati in presenza di 8
peptidi immunogeni (da P1 a P8) e del controllo negativo (P0). In tabella & riportata la media di tre letture successive.

| risultati relativi al dosaggio dell'IFN-y dopo incubazione sono riportati in tabella 18.

gatto | plasma | PO | P1 | P2 | P3 | P4 | P5 | P6 P7 P8
1 8,98 |4,12 249 1,41 | 0,66 | 0,2 0,15
2 0,29 |6,81 4,29

3 1,73 |167|0,76 | 0,33 | 0,22 | 0,18 | 855 | 2,69 | 1,47 | 1,75
4 089 {026 | 0,2

5 7,77 | 4,68 309|165| 0,9 0,25
6 044 10,14 6,34

7 412 | 165152035016 | 0,19 | 0,12 | 2,62

8 163 | 1,16 | 0,98 | 0,53 | 0,26 | 0,25 0,17
9 504 | 4 3,06 | 1,98 | 0,98 0,48
10 041 1017602314213 22 |0,78 0,36 | 049 | 0,17
11 6,9 596|192 |19 | 07 | 03 |037]0,15| 10,72 | 6,97
12 4,22 | 2,05 | 0,47 | 0,19 0,2 | 0,15 | 10,43

13 419 | 3,07 1,48 2,25

14 1,04 |0,64 0,62 0,44

15 1,39 | 0,57 0,47 0,6

16 3,34 1,15 0,66

Tabella 18 Valori di interferone (ng/mL) rilevati nei 16 gatti esaminati
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| dati in tabella evidenziano che la concentrazione nel plasma e risultata particolarmente variabile, in gran
parte sovrapponibile ai valori rilevati in un lavoro precedente (Giordano e Paltrinieri, 2009), con I'eccezione di
3 soggetti, che presentavano valori elevati. Nessuno di questi tre gatti presentava alterazioni ematologiche di
rilievo ma erano gatti con patologie croniche (gastroenterica, cardiaca ed epatica).

Nei dieci soggetti in cui I'lFN-y & stato misurato anche nel plasma non si sono rilevate differenze significative
tra i due campioni (plasma = 2,62 + 3,06 ng/mL; PO = 2,34 + 2,52 ng/mL;P = 0,08) ma in 9 soggetti su 10 il
campione PO ha presentato valori di interferone sensibilmente inferiori a quelli rilevati nel plasma. Eliminando
I'unico campione in cui la concentrazione € la differenza diventa altamente significativa (plasma = 2,88 + 3,12
ng/mL; PO = 1,85 + 2,09 ng/mL; P = 0,004).

Per quanto riguarda i peptidi disegnati sulle sequenze del residuo 14, I'analisi per dati appaiati non ha
evidenziato differenze significative, nei 6 casi in cui tutti e 2 i peptidi sono stati misurati nella stessa prova (PO
=3,03 £2,49 ng/mL; P1 =2,49 + 1,85 ng/mL; P2 = 1,21 + 0,86 ng/mL; P = 0,069). Per quanto riguarda il P1,
e pero rilevabile una tendenza alla diminuzione dei valori, ad eccezione di un caso, rimuovendo il quale, la
diviene significativa (PO = 3,87 + 2,35 ng/mL; P1 = 2,10 £+ 1,45ng/mL;P = 0,004). Per quanto riguarda il P2,
nei 10 casi in cui si sono misurati sia PO che P2 ¢ stata rilevata un diminuzione statisticamente significativa
(P0O=2.54+1,90 ng/mL; P1=1,21 £0,87ng/mL: P = 0,048).

L'analisi dei dati ottenuti negli 8 soggetti in cui sono stati testati tutti e tre i peptidi (oltre al PO) evidenzia una
significativita statistica (P = 0,018) con tendenza alla riduzione di produzione di IFN-[ in tutti e tre i peptidi (P3
=1,80 £ 1,95 ng/mL; P4 = 1,30 + 1,38 ng/mL; P5 = 1,38 + 2,70 ng/mL) rispetto al PO (3,10 + 2,49 ng/mL).
L'analisi visiva dei dati sopra riportati evidenzia come la diminuzione maggiore e piu costante si verifichi nel P4
che non nel P3 e nel P5, nei quali il valore medio & anche ridotto ma la variabilita individuale € molto elevata.
L'analisi dei dati rilevati nei 3 soggetti in cui sono stati testati, oltre al PO tutti e tre i peptidi disegnati sul
residuo a98 non ha mostrato differenze significative tra i gruppi (P = 0,651), nonostante il valore medio rilevato
in presenza dei peptidi P6 (0,83 + 0,96 ng/mL) e P8 (1,42 £ 2,51 ng/mL) siano sensibilmente inferiori a quelli
rilevati nel PO (3,10 £ 2,49 ng/mL) e quello rilevato in presenza del peptide P7 (5,15 + 5,01 ng/mL). La
variabilita di comportamento in presenza dei diversi peptidi € sempre risultata elevatissima e inoltre la
mancanza di significativita statistica e fortemente influenzata dallla bassa numerositd del campione
esaminato. L'analisi dei dati relativi ai campioni in cui € stato determinato sia il PO che uno dei peptidi in
esame, pero, evidenzia che mentre per il P6 permane la mancanza di significativita statistica rispetto a P, per
il quanto riguarda il P7, pur in assenza di una significativita statisica, in 3 dei 5 gatti esaminati si registrano forti
aumenti (piu di tre volte) mentre negli altri 2 la diminuzione rispetto a PO & minima. Per quanto riguarda il P8,
pur in assenza di significativita statistica, in 4 soggetti la concentrazione di IFN cala moltissimo (0,26 + 0,15
ng/mL) rispetto al PO (4,64 + 2,53 ng/mL): mentre in 3 soggetti (la concentrazione rilevata nel P8 (2,96 + 3,55
ng/mL) e sovrapponibile a quella rilevata nel PO (2,60 + 3,00 ng/mL).
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Discussione

Le alterazioni di laboratorio rilevate in 8 gatti erano di modica entita e riferibili a stress acuto (es: paura al
momento del prelievo) o cronico piuttosto che a patologie evidenti. Cio supporta la correttezza dell'inclusione
di tali soggetti nello studio, in quanto questo permette di valutare le risposte leucocitarie dei soggetti con
patologie croniche solo alla luce di un’eventuale attivazione immunitaria associata a tali patologie e non ad
alterazioni del leucogramma effettivamente presenti.

Allo stesso modo, 'analisi sierologica ha permesso di includere nello studio sia soggetti che al momento del
prelievo erano probabilmnente portatori del virus (i tre gatti sieropositivi) che gatti che non lo erano (i gatti
sieronegativi), in quanto le nostre conoscenze sulla cinetica anticorpale (Addie e Jarrett, 2001) ci dicono che
esiste una buona correlazione tra sieropositivita e attuale presenza del virus nell’'organismo.

Il test per la determinazione dei perossidi € preciso e accurato € ha una buona sensibilita analitica, il che
permette di interpretare correttamente i risultati ottenuti in una singola sessione di test come nel caso di
questo studio. Evidenza pero limiti analitici che ne impediscono I'utilizzo clinico, rappresentati dall'interferenza
di anticoagulanti (che non influenza questo studio perché tutti i campioni erano stati raccolti con lo stesso
anticoagulante e risultavano, quindi, confrontabili tra loro) e dalla ridotta conservabilita nel tempo, forse dovuta
a ossidazioni spontanee del campione) che determina un'alta variabilita inter-assay. L'applicazione di questo
metodo al modello in vitro testato in questo studio, seppur viziata dal basso numero di osservazioni,
suggerisce che la semplice incubazione del sangue riduca la concentrazione di perossidi, forse per esauriento
funzionale delle cellule incubate, tranne in due gatti, uno dei quali perd presentava le modiche alterazioni
ematologiche sopra citate, mentre tutti i peptidi testati, indipendentemente dalla loro origine (ceppi piu 0 meno
virulenti) inducono una forte risposta ossidativa. Si puo ipotizzare che questa stimolazione dipenda da effetto
diretto dei peptidi sui fagociti o da effetti indiretti dovuti a stimolazione, da parte dei peptidi, dei linfociti T, i
quali a loro volta possono attivare i fagociti Quest'ultimo meccanismo appare pit probabile alla luce della
predizione della struttura immunogena dei diversi peptidi (Anton et al., 1995).

Per quanto riguarda I'analisi dell'IFN-y, il riscontro di valori elevati nel plasma di 3 soggetti con patologie
croniche suggerisce che in alcune condizioni patologiche il sistema immunitario & cronicamente pre-attivato.
La semplice incubazione (PO) induce una diminuzione della produzione di interferone in gran parte dei
soggetti. Il motivo per cui in un singolo soggetto si & invece rilevato un notevole aumento della concentraizone
di interferone dopo incubazione non € chiaro in quanto tale soggetto era ematologicamente normale e
negativo alla sierologia per coronavirus. Anche in questo caso, come nel caso dei risultati nel plasma potrebbe
trattarsi di variabilita individuale o di uno stato di priming o preattivazione in vivo per cui anche la sola
incubazione ha portato ad una risposta sensibilmente superiore a quella rilevata negli altri soggett.

| dati riferiti all'incubazione con i peptidi tendono ad evidenziare come due dei tre residui presi in esame
(residuo 14 e 182) tutto sommato possano essere considerati coinvolti nella patogenesi della FIP,
indipendentemente dalla sequenza che li caratterizza e quindi dal fatto che siano stati riscontrati in soggetti
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sintomatici 0 no (e che quindi siano riferibili 0 meno a ceppi “virulenti”) sia per i peptidi disegnati sul residuo 14
che per quelli disegnati sul residuo 182, infatti, si € osservata prevalentemente una riduzione di produzione di
interferone ed in nessun caso I'entita di tale diminuzione é risultata diversa per peptidi differenti. Per quanto
riguarda il residuo 198, invece, solo il peptide disegnato sulla sequenza di ceppi virulenti, ha depresso la
risposta Th1l riducendo la produzione di interferone, mentre uno ha avuto effetti contrastanti ed uno ha indotto,
nella maggioranza dei casi, un sensibile, anche se non statisticamente significativo, aumento della produzione
di IFN. Quest'ultimo peptide € stati disegnato sulla base della sequenza diceppi non virulenti e potrebbe quindi
essere coinvolto nella resistenza alla FIP, in quanto i ceppi che lo contengono riescono quantomeno a non
deprimere la risposta Thl se non addirittura ad aumentarla. Le variazioni di cui sopra presentano un’elevata
variabilita individuale e nella popolazione felina possono essere presenti gatti iper-responsivi nei quali anche i
peptidi che inducono sensibili riduzioni della concentrazione di IFN nella maggior parte della popolazione
riescono invece ad indurre aumento di produzione di tale citochina. E’ quindi possibile che in gatti per qualche
motivo piu “pronti” nella risposta immunitaria, verosimilmente per una preattivazione del sistema immunitario
specifico, anche ceppi virali particolarmente “virulenti” (in grado cioe di deprimere la risposta immunitaria Th1
nella gran parte dei soggetti con cui entrano in contatto) possono essere ben tollerati grazie all'attivazione di
una risposta Th1l apparentemente indipendente dalle caratteristiche molecolari dei ceppi virali.

In conclusione, i dati raccolti in questa parte dello studio hanno portato alla validazione, nel gatto, di un
metodo per determinare i perossidi, anche se i risultati di tale validazione non sono risultati soddisfacenti circa
una possibile utilita clinica del metodo, che presenta una bassa riproducibilita. E’ stato inoltre possibile mettere
a punto un metodo in vitro per valutare le risposte cellulari di leucociti felini a peptidi potenzialmente
immunogeni di FCoV. Tali peptidi hanno sempre indotto una risposta ossidativa indipendentemente dalla loro
origine (ceppi pit 0 meno virulent)) e hanno evidenziato invece risposte differenti per quanto riguarda la
produzione di IFN-y, che sembra essere depressa indipendentemente dalla sequenza di origine per quanto
riguarda i peptidi disegnati sul reisudo 14 e 182. Per i peptidi disegnati sulla sequenza del residuo 198 si e
invece osservato che i peptidi disegnati su sequenze virulente deprimono la risposta Thl e possono essere
coinvolti nella patogenesi della FIP mentre i peptidi disegnati su sequenze virulente o miste aumentano la
produzione di interferone e possono essere quindi coinvolti nella resistenza a FIP.

Questi risultati confermano che lo sviluppo della FIP non dipende solo dal ceppo virale o dalla risposta
immunitaria dell'ospite, ma dalle interazioni tra proteine virali e risposte dell'ospite. In altri termini, & verosimile
che sia la presenza di ceppi provvisti di particolari epitopti in grado di interagire col sistema immunitario a
indurre risposte protettive o, al contrario, a facilitare l'immunopatogenesi della FIP. Le caratteristiche e la

rilevanza in vivo di queste osservazioni meritano quindi di essere ulteriormente approfondite in futuro.
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VALIDAZIONE ANALITICA DI UN METODO PER LA DETERMINAZIONE DELL'ENZIMA PARAOXONASI
(PON1) E INDAGINI PRELIMINARI DEL SUO RUOLO COME PROTEINA DI FASE ACUTA NEGATIVA NEL
CANE E NEL VITELLO

La paraoxonasi (PON) & stata inizialmente identificata e studiata per le sue proprieta idrolitiche nei confronti di
alcuni insetticidi organofosforati e del gas nervino. In particolare il nome paraoxonasi deriva dalla sua capacita
di metabolizzare il paraoxone, un metabolita dell'insetticida parathion.

La paraoxonasi (PON) é una famiglia di enzimi che comprende tre membri: PON1, PON2 e PON 3 (La Du et
al., 1999). Nell'uomo la sintesi di PON1 e esclusivamente epatica e nel circolo ematico questa proteina &
legata quasi esclusivamente alle lipoproteine ad alta densitd (HDL) (Durrington et al., 2001), mentre
I'espressione dei geni che codificano per la PON3 sono espressi sia a livello epatico che renale e solo
nell'uomo e nel coniglio & stato dimostrato il loro trasporto nel circolo ematico legato al’lHDL (Draganov et al.,
2000; Reddy et al., 2001). | geni che codificano per la PON2 invece vengono espressi da numerosi tessuti, in
particolare dalle cellule associate alla parete vascolare e dai macrofagi, ma contrariamente agli altri membi di
questa famiglia la PON2 non viene rilasciata in circolo (Ng et al., 2001).

La PONL1 e coinvolta nel processo antiossidante e antinfiammatorio ed esplica queste funzioni mediante tre
attivita enzimatiche: paraoxonasi, arilesterasi e lattonasi (Billecke et al., 2000). L'azione antiossidativa dipende
dall'attivita lattonasica ed é rivolta verso le lipoproteine a bassa densita (LDL) responsabili dell'aterosclerosi
(Aviram e Rosenblat, 2004). Per quanto riguarda le altre forme la PON2, non entrando nel circolo ematico,
esplica la propria attivita antiossidante all'interno del citoplasma ritardando lo stress ossidativo cellulare e
prevenendo I'apoptosi nelle cellule endoteliali vascolari (Horke et al., 2007). La PON3 ¢ la forma meno
studiata, ha anche’essa I'attivita lattonasica e quindi possiede le stesse attivita antiossidanti della PON1, ma e
priva dell'attivita paraoxonasica (Draganov et al., 2000; Reddy et al., 2001).

Le molecole di HDL hanno proprieta antiossidanti e antinfiammatorie, in particolare inducono la soppressione
delle molecole di adesione delle cellule endoteliali indotte dalle citochine (CAM) (Cockerill et al., 1995). E’
stata dimostrata una stretta correlazione tra i livelli di HDL e la reazione infiammatoria in risposta a stimoli
endotossici, I'incidenza e la gravita dei segni clinici e la concentrazione plasmatica di TNF, IL-1, 6 e 8. Inoltre
I'espressione della MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) diventa maggiore nei soggetti con bassa
concentrazione di HDL rispetto a quelli con concentrazione normale di HDL (Birjmohun et al., 2007).
L'interazione tra PON1, ossidazione lipidica e processo infiammatorio € riassunta in figura 13. In sintesi: la
MCP-1 regola la migrazione dei monociti nei tessuti e la loro differenziazione in macrofagi (Simpson et al.,
2003). Sono sufficienti minime quantita di LDL ossidate per stimolare la produzione di MCP-1. In vitro la
PONL1, proteggendo le LDL dall'ossidazione, inibisce indirettamente la produzione di MCP-1 stimolata da LDL
ossidate (Mackness et al., 2004). La PON1 inoltre aumenta l'efflusso di colesterolo dai macrofagi e il
corrispondente uptake da parte delle HDL, riducendo il rischio di aterosclerosi (Rosenblat et al., 2005).
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Figura 13 Schema dell'interazione tra paraoxonasi, molecole infiammatorie e ossidazione lipidica

L'azione antiossidante della PON1 é strettamente correlata con il ruolo antinfiammatorio. La risposta di fase
acuta scatenata dai processi infiammatori e infettivi, induce sia un’inattivazione delle molecole di PON1 gia
sintetizzate che un’inibizione della loro sintesi epatica (Feingold et al., 1998). Per tale motivo nelluomo la
PONL1 ¢ considerata una proteina di fase acuta negativa. Con la diminuzione dell'attivita della PON1 nel siero
viene a mancare anche la protezione verso i radicali ossidanti che aggravano il processo infiammatorio.
Durante la risposta di fase acuta le proprieta e la composizione delle molecole di HDL vanno incontro a
modificazioni. Tra le proteine di fase acuta, la CRP, la SAA e la ceruloplasmina sono quelle che interagiscono
con le lipoproteine: la CRP si lega principalmente alla apolipoproteina B, mentre 'SAA e la ceruloplasmina
aderiscono alle molecole di HDL (Khovidhunkit et al., 2000). La PON1 necessita del legame con I'HDL per
esplicare la sua attivita e le alterazioni della molecola di HDL influenzano questa attivita. Durante il processo
infiammatorio le molecole di HDL perdono il loro contenuto di apolipoproteine A-1, di colesterolo esterificato e
molti degli enzimi associati al’HDL inclusa la PON1 che perde cosi le proprie capacita antiossidanti. All'interno
della molecola di HDL viene sostituita principalmente dalla SAA (Van Lenten et al., 1995).

Nell'uomo la diminuzione di attivita della PON1 funge da marker diagnostico, prognostico e da fattore di rischio
in numerose patologie. Le patologie cardiovascolari (Chait et al., 2005) sono le piu studiate dato il ruolo della
PON1 nella prevenzione della formazione dellateroma, ma numerosi studi riguardano anche linsufficienza
epatica cronica (Marsillach et al., 2010), il diabete (Mackness et al., 2006) e la sepsi (Novak et al., 2010).
Mentre per I'uomo gli studi che coinvolgono la PON1 sono sempre maggiori, se si escludono gli animali da
laboratorio in letteratura & presente un numero limitato di lavori svolti in medicina veterinaria. La PON1 é stata

indagata nel bovino durante diversi momenti della gravidanza perché la fase di asciutta che precede il parto &

65



un momento ad alto rischio per lo sviluppo di patologie metaboliche e riproduttive e sembra che una delle
possibili cause sia da attribuire allo stress ossidativo (Turk et al, 2005). Quindi ipotizzando un ruolo protettivo
della PON1 nei confronti dell'ossidazione lipidica anche nel bovino, € stata valutata la sua attivita ed € stato
dimostrato che nelle vacche, durante il periodo di asciutta, I'attivita della paraoxonasi € significativamente
minore rispetto alle bovine in lattazione e tale diminuzione é correlata con la diminuzione della concentrazione
di HDL che viene registrata in concomitanza. Da questi risultati si pud quindi ipotizzare che nel bovino I'attivita
della PON1 e simile a quella riscontrata nel'uomo e che anche in questa specie conferisce la protezione dai
radicali ossidanti. In un altro studio (Bionaz et al., 2007), la paraoxonasi € stata confrontata in diversi momenti
della lattazione e della gravidanza con le altre proteine di fase acuta del bovino (come I'aptoglobina) e il
comportamento biologico della PON1 é stato analogo a quello di proteina di fase acuta negativa riportato
nell'uomo. Tuttavia la misurazione dell'attivita della PON1 € stata effettuata senza informazioni su precisione e
accuratezza analitica e in molti casi € stata misurata in campioni di plasma invece che nel siero, anche se
Iattivita della PON1 e Ca** dipendente e la maggior pare degli anticoagulanti agisce chelando il Ca**.

Per quanto riguarda il cane invece I'attivita della paraoxonasi non € mai stata validata o analizzata in nessuna
condizione fisio-patologica. Sebbene per il cane esistano numerose proteine di fase acuta, comunemente
usate nella pratica clinica, manca attualmente una proteina di fase acuta negativa rapida. Le proteine di fase
acuta si dividono in positive e negative, come precedentemente spiegato, e in rapide o “lente” a seconda del
tempo che trascorre dallo stimolo infiammatorio al cambiamento di concentrazione ematica. Le proteine di
fase acuta pit usate sono positive e rapide, perché consentono di monitorare il reale andamento del processo
infiammatorio. Tuttavia tali proteine riflettono soprattutto i cambiamenti delle fasi piu acute, ma il loro potere
diagnostico diminuisce nella valutazione di stadi subacuti. Per tale motivo l'utilizzo di un rapporto tra proteine
di fase acuta positive e negative rapide e lente potrebbe essere risolutivo. Tuttavia, al momento, non € stata
identificata ancora una proteina di fase acuta negativa rapida nel cane e la PON1 sembra il candidato ideale.
Pertanto lo scopo di questo lavoro € duplice: da una parte validare un metodo per la misurazione della PON1
nel cane e successivamente valutare la capacita del test di differenziare gli animali sani da quelli malati, in
particolare cani affetti da processi infiammatori acuti dimostrati dall'aumento della CRP.

Il secondo obiettivo del lavoro € quello di indagare I'attivita della PON1 nei vitelli, dato che la setticemia € una
delle cause principali che porta a morte i neonati e I'aptoglobina (principale APP nei bovini) e difficilmente
misurabile con metodi automatizzati. Dopo un primo step costituito dalla validazione analitica, si & proceduto
con la valutazione dell'attivita della PON1 dal momento immediatamente dopo la nascita fino a 3 settimane e
in un gruppo fino a 4 mesi, per determinare 'andamento della PON1 a seconda dell'eta considerando che la
concentrazione di molte proteine di fase acuta € influenzata proprio dalleta dellanimale. Infine la PON1 &
stata valutata in bovini sani e malati per valutare il potenziale diagnostico di questo enzima.

Entrambi i lavori sono stati presentati sottoforma di presentazione orale all'VIIl European Colloquium on Acute
Phase Protein (N. 16 e 17 dell'elenco pubblicazioni).
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Materiali e metodi

Metodo di valutazione della PON1 e validazione analitica

L'attivita della PON1 e stata misurata automatizzando il metodo proposto da Ferré et al. (2002). Il metodo si
basa sul dosaggio della quantita di paraoxone idrolizzata al minuto, formando p-nitrofenolo.

Nel bovino la validazione analitica & stata eseguita secondo lo schema riportato nell'introduzione di questa
tesi. In particolare la ripetibilita intra- e inter-assay sono state valutate su 3 pool di sieri con bassa, media e
alta attivita di PON1. L'accuratezza € stata valutata mediante diluizioni scalari del pool con attivita di PON1
elevata e anche mediante spiking recovery test.

Anche nel cane la validazione analitica € stata eseguita secondo il modello riportato in precedenza valutando
la precisione mediante 20 misurazioni ripetute su 8 campioni di sangue di cane, e 'accuratezza mediante
diluizioni scalari su 4 campioni di sangue. Per completare le informazioni riguardo I'attivita della PON1, ¢ stata
eseguita anche una prova di conservabilita dividendo il siero in 3 differenti aliquote: una da conservare a
temperatura ambiente (RT), refrigerate a 4°C e l'ultima congelata a -20°C. | campioni a temperatura ambiente
sono stato misurati immediatamente dopo il prelievo e poi dopo 12, 24, 48 e 72 ore. | campioni refrigerati sono
stati letti in concomitanza con i precedenti, ma con una lettura ulteriore dopo una settimana dal prelievo. Infine

| campioni congelati sono stati misurati anche settimanalmente fino a un mese e poi dopo 6 mesi.

Definizione degli intervalli di riferimento e ruolo diagnostico nel vitello

Per stabilire le differenze di attivita della PON1 nei vitelli a seconda dell’eta, & stato prelevato il sangue da 9
vitelli dopo 10, 20 e 30 minuti; 3, 6, 12 e 24 ore; 2, 3, 4,5, 6, 7, 10, 14, 17, 21 giorni dal parto; da 7 vitelli di
eta compresa tra 28 a 120 giorni e da 45 vacche adulte non gravide e non in lattazione. Per il confronto tra
animali sani e malati sono stati selezionati 45 vitelli sani con differenti eta e 17 vitelli affetti da processi

infiammatori, confrontando i risultati nei gruppi a parita di eta.

Correlazione con i livelli di CRP

Dopo la validazione analitica, per ottenere dati preliminari sul potenziale ruolo diagnostico della PON1 nel
cane, é stato selezionato un gruppo di 76 cani costituito da animali sani e da cani con processi infiammatori. In
tutti gli animali € stata misurata la CRP, principale proteina di fase acuta positiva del cane il cui incremento in
circolo € visibile poco dopo lo stimolo infiammatorio. Gli stessi campioni sono stati utilizzati per la valutazione
dellattivita della PON1, che essendo una proteina di fase acuta negativa rapida, dovrebbe avere un

comportamento opposto. | risultati sono poi stati confrontati mediante correlazione di Spearman.

Risultati
Analisi nel bovino

| risultati della ripetibilita intra-assay mostrano un CV molto basso per tutte e tre le diverse concentrazioni di
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PON1: 2.3, 1.9 e 5.3% per il pool a bassa, media e alta concentrazione, rispettivamente.
La ripetibilita inter-assay dimostra performances sovrapponibili a quelle intra-assay, con CV pari al 3.4, 2.5 e
2.7% per il pool a bassa, media e alta concentrazione, rispettivamente.

In entrambi i casi la precisione non é risultata correlata al livello di attivita media (figura 14).
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Figura 14 Correlazione di Spearmann tra i valori medi di PON1 nei vitelli e i rispettivi CV ottenuti dalla ripetibilita intra-assay
(A) e inter-assay (B)

L'accuratezza, valutata mediante diluizioni scalari (figura 15A) e spiking recovery test (figura 15B), ha
evidenziato alti coefficienti di correlazione tra risultati attesi e ottenuti (p<0.001 r2=0.99 e p<0.001 r2=0.994,).
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Figura 15 Correlazione tra i valori di PON1 attesi e ottenuti per la valutazione dell'accuratezza

Considerando l'incidenza dei processi infiammatori settici nei vitelli neonati, la selezione di animali per la
seconda fase del processo di validazione diagnostica é stata fatta selezionando animali neonati e monitorati
nel tempo per il periodo considerato a rischio. | risultati hanno dimostrato un incremento dell'attivita della
PONL1 nei vitelli, proporzionale all'aumento dell’eta. L'aumento é risultato significativo per quasi tutti i tempi
monitorati (tabella 19). In particolare differenze significative sono state rilevate tra i valori medi misurati dei

vitelli di 3 giorni, in confronto ai valori di PON1 nei campioni prelevati 10 minuti dopo il parto. La stessa
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differenza & osservabile tra i vitelli di 4 giorni confrontati con quelli di 5 e cosi via per tutti i tempi di prelievo

riportati in tabella confrontati con la misurazione antecedente.

10 min 3499 499 5499 699 7499 10 gg 14 gg 17 gg 2199

SM[fﬂ'fr‘ni’L 35+12 | 46417 | 59+2.6 | 6.042.2 | 7.3+2.9 | 7.64+35 | 10.5+5.0 | 15.7+7.5 | 28.9+14.2 | 40.4+17.0
Mb”/rg”fx 2351 | 2174 | 2894 | 39104 | 41-11.8 | 4.0-12.6 | 49-17.9 | 75282 | 4.6-494 | 16.2-61.4

Statistica | P<0.0018 | P<0.0018 | P<0.0018 | P<0.0018 | P<0.001% | P<0.001% | P<0.0018 | P<0.001% | P<0.001%8 | P<0.0018

Tabella 19 Valori medi dell’attivita PON1 nei diversi tempi di prelievo. 8differenze significative tra due misurazioni contigue

Il gruppo di animali di eta compresa tra 28 e 120 giorni di vita non ha mostrato differenze significative rispetto
ai vitelli di 21 giorni (media+SD a 21 giorni: 46.50£16.9 U/mL; media+SD a 28-120 giorni: 46.50+11.1 U/mL).
Le differenze diventano invece significative (p<0.001) quando vengono confrontati i valori medi dei neonati (0-
21 giorni) e degli animali giovani (28-120 giorni) con quelli degli adulti che hanno unattivita PON1
decisamente superiore rispetto agli altri gruppi (media=SD: 88.03+£22.7 U/mL) (figura 16).
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Figura 16 Confronto dei valori di PON1 nei vitelli in base all'eta

Alla luce delle differenze sopra evidenziate, il confronto tra sani e malati € stato eseguito separatamente in
funzione dell'eta dei soggetti malati. In particolare sono stati confrontati tra loro i risultati rilevati in vitelli sani e
malati di 7 giorni, sani e malati di 10 giorni e sani e malati di eta compresa tra 28 e 120 giorni (figural7). Nello
specifico sono stati confrontati 5 vitelli di 7 giorni di eta con processi infiammatori con 20 vitelli sani di pari eta.
Il valore medio di PON1 nei vitelli malati (media+SD: 3.1+1.42 U/mL) é risultato significativamente (p<0.01)
pit basso rispetto a quello del gruppo di sani (media+SD: 8.9+5.16 U/mL). Il gruppo di vitelli di 10 giorni di eta
era costituito da 4 vitelli con processi infiammatori e 10 sani: il confronto non ha rilevato differenze significative
tra i due gruppi (media£SD: 12.9+8.82 U/mL e 10.4+3.24 U/mL, gruppo sano e malato, rispettivamente).
L'ultimo gruppo era costituito da animali di 28-120 giorni) di cui 15 sani e 8 malati. Dal confronto sono emerse
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differenze significative (p<0.01) tra il valore dei controlli che ha mostrato valori maggiori (mediaxSD:
42.8+14.75 U/mL) e quello degli animali con processo infiammatorio (media+SD: 24.5+13.44 U/mL).
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Figura 17 Confronto tra vitelli sani e malati eseguito in funzione dell’eta

Analisi nel cane

Per quanto riguarda i risultati della validazione analitica del cane, la ripetibilita intra-assay é stata valutata
mediante ripetizioni consecutive su 8 campioni ed ha dimostrato un CV molto basso (CV medioxSD:
2.2+0.6%) a prescindere dalla concentrazione di PON1 come dimostrato dalla correlazione di Spearmann
(p=0.888, r2=-0.16) che evidenzia come sia a bassi valori che ad alti di PON1 il CV rimane uguale (figura 18).
Anche la ripetibilta inter-assay ha dimostrato un elevato livello di precisione (CV medio£SD: 5.8+0.4%)
L'accuratezza e stata valutata su 4 campioni mediante diluizioni scalari e i risultati hanno dimostrato
un’eccellente linearita anche con diluizioni elevate, dimostrando I'assenza di errori proporzionali (figura 19).
Per quanto riguarda le prove di conservabilita (figura 20) nei campioni conservati a temperature ambiente (RT)

si puo osservare una tendenza all'aumento nel tempo, anche se non significativo (p=0.08).
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Figura 18 Correlazione di Spermann tra valori medi di PON1 nel cane e i rispettivi CV

100,0% -

Mean of the 4 samples
Linear fit: P<0,001

90,0% -
80,0%
70,0% -
60,0%
50,0%
40,0% -
30,0% -
20,0%
10,0% -
0,0%

100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 0%

Figura 19 Diluizioni scalari per la valutazione dell'accuratezza nel cane
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Figura 20 Risultati delle prove di conservabilita dell'attivita paraoxonasica nel cane a seconda del tempo e della

temperatura di consrvazione

Anche i campioni refrigerati (+4°C) non dimostrano differenze statisticamente significative (p=0.08),

nonostante si possa vedere una tendenza allaumento a partire dalle 48 ore di conservazione. | campioni

congelati sono gli unici che hanno mostrato un incremento significativo (p=0.014) dell'attivita della PON1 nel

tempo, sebbene i valori medi rimangano molto simili nel primo mese per poi aumentare costantemente fino a 6
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mesi. Tuttavia anche in questo caso € presente un’elevata variabilita individuale probabilmente a causa del
basso numero di campioni utilizzato.

Una volta superata la validazione analitica, € stato valutato il rapporto tra la CRP e la PON1 in 76 cani, di cui
una parte affetta da processi infiammatori (nei quali si presume una concentrazione elevata di CRP e una
bassa attivita paraoxonasica) e una parte di soggetti sani (per i quali ci aspetta una concentrazione di CRP
bassa e una attivita della PON1 piu elevata). La correlazione di Spearmann ha dimostrato una correlazione
negativa significativa (p=0.015; r2=-0.28). Per meglio indagare questa correlazione i soggetti sono stati divisi in
tre gruppi a seconda della concentrazione di CRP: bassa, alta e molto alta (pit del triplo del cutoff) e sono stati
confrontati con i corrispettivi livelli di PON1 dimostrando differenze statisticamente significative (p=0.01) solo
nel gruppo con CRP molto alta, nei quali la PON1 era significativamente piu bassa. Nessuna differenza
significativa invece e stata rilevata tra gli altri gruppi (figura 21).
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Figura 21 Confronto tra gruppi con differenti concentrazioni di CRP

Discussione

Sulla base di questi risultati il metodo riportato da Ferré e colleghi nel 2002, modificato per adattarlo ad un
sistema di misurazione automatizzato dimostra un'ottima precisione e un’eccellente accuratezza.

Sulla base di questi risultati emerge quindi che il metodo usato per misurare I'attivita della PON1 e eccellente
sia in termini di precisione che di accuratezza sia nel cane che nel bovino anche se nel cane lo studio per la
conservabilita ha indicato che la temperatura ambiente induce un aumento dell'attivita della PON1 dopo 48
ore. Tuttavia graficamente & gia visibile un aumento dell'attivita gia dopo 24 ore e la mancanza della
significativita statistica potrebbe dipendere dall'elevata variabilita individuale o dal numero ridotto di soggetti
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coinvolti in questa fase dello studio. E'comunque consigliabile non conservare i campioni a temperatura
ambiente per pit di 24 ore se si vuole misurare I'attivita paraoxonasica, ma refrigerare o congelare i campioni.

L'attivita della paraoxonasi nel vitello sembra essere influenzata dall’'eta e quindi € necessario identificare degli
intervalli di riferimento suddivisi in base ai range di eta rilevati in questo studio. L'utilizzo di range specifici per
le diverse fasce di eta & particolarmente importante alla luce del fatto che i neonati hanno valori molto piu
bassi degli adulti, e, visto che si suppone un ruolo di proteina di fase acuta negativa per la PON1, se usassimo
i range di riferimento degli adulti, potremmo erroneamente diagnosticare una bassa attivita paroxonasica in
animali che in realta presentano valori bassi solo perché molto giovani. Il motivo per cui i valori sono cosi
bassi nel neonato non puod essere desunto dai risultati di questo studio ma e verosimile che giochi un ruolo
importante il diverso metabolismo lipidico del neonato rispetto all'adulto, vista la stretta relazione tra
metabolismo lipidico e paroxonasi, e considerato il fatto che nel vitello, in particolare neonato, la sollecitazione
metabolica cui sono sottoposti i bovini adulti non & ancora sviluppata. A questo proposito, in futuro sara
importante indagare non solo il rapporto tra PON1 e altre proteine infiammatorie del bovino (aptoglobina in
particolare) ma anche quello tra PON1 e quadro lipidico e lipoproteico.

Indipendentemente da tali considerazioni, quando I'attivita della PON1 di animali sani e malati viene valutata
in funzione del range di eta, si € potuto verificare che essa ¢ risultata diminuita nei soggetti affetti da processi
infiammatori e questo suggerisce che nel bovino, analogamente alluomo, la PON1 si comporta come proteina
di fase acuta negativa rapida data la sua diminuzione precocemente rispetto allalbumina. Inoltre questo
metodo risulta essere veloce da eseguire ed economico, due requisiti che possono essenziali per introdurlo
nei pannelli di esame di base utilizzti nel monitoraggio sanitario degli animali in produzione.

Anche nel cane la PON1 sembra comportarsi come una proteina di fase acuta negativa, vista la sua
correlazione negativa con la CRP. Dai dati prodotti in questo studio preliminare non € possibile confermare
che nel cane si tratti a tutti gli effetti di una proteina di fase acuta negativa rapida, diminuendo velocemente
nelle fasi acute della risposta inflammatoria, in quanto i campioni oggetto di questo studio non erano riferiti ad
un'osservazione longitudinale (es: campioni ripetuti in corso di infiammazione). E' inoltre necessario
approfondire questo studio anche analizzando I'attivita della PON1 in relazione a specifiche patologie, magari
in correlazione con i radicali ossidanti e le lipoproteine associate alla paraoxonasi che influenzano la sua
attivita. Inoltre & necessario stabilire i valori fisiologici nel cane per determinare un cut-off o degli intervalli di

riferimento che possano aiutare nell'interpretazione dei risultati di questo test.
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OBIETTIVO 3 - VALIDAZIONE ANALITICA E DIAGNOSTICA DI MARKER DI IPERTENSIONE NELLE
PATOLOGIE CARDIACHE E RENALI DEL CANE: OMOCISTEINA ED ENDOTELINA-1

FISIOPATOLOGIA DELL'IPERTENSIONE

L'ipertensione, definita come I'aumento della pressione arteriosa sistemica, pud essere di origine primaria
(essenziale o idiopatica), o secondaria. Mentre nelluomo la forma riscontrata piu frequentemente & quella
primaria, nel cane e nel gatto prevalgono le forme secondarie che si verificano quando una patologia altera piu
fattori fisici o neuroendocrini che regolano la pressione ematica. In particolare nel cane e nel gatto esistono
alcune patologie che possono essere associate all'ipertensione: patologie renali (insufficienza renale cronica,
glomerulonefrite, amiloidosi, glomerulo sclerosi, pielonefrite) che agiscono sulla pressione sistemica tramite
I'attivazione del sistema renina-angiotensina-aldosterone (RAA) e il rilascio di fattori di crescita, e cardiopatie
quali I'insufficienza cardiaca cronica che & associata al rilascio di catecolamine e all'attivazione del sistema
RAA. A prescindere dalla causa scatenante, l'ipertensione di solito riflette la progressione della patologia. Per
questo motivo, pud essere utile, dal punto di vista clinico, identificare markers che riflettano I'andamento della
patologia sia per le lesioni specifiche dell'organo colpito, ma che riflettano anche le ripercussioni sistemiche
che ne derivano. A tale scopo, abbiamo indagato due molecole: I'omocisteina (Hcy) e I'endotelina 1 (ET-1)
che, nelluomo, vengono usate come marker soprattutto nel monitoraggio della terapia, come fattore

prognostico e di rischio per patologie cardiovascolari e renali, entrambe causa di ipertensione secondaria.

OMOCISTEINA

L’omocisteina (Hcy) € un aminoacido solforato non essenziale derivato dal metabolismo della metionina. Il
metabolismo dell’Hcy € strettamente correlato alla disponibilita di folati, vitamina Bi> e Bs nella dieta. Infatti
questa rappresenta una delle cause di iperomocisteinemia (HHcy).

In medicina umana € stata dimostrata la correlazione tra iperomocisteinemia e insufficienza cardiaca cronica
(Blacher et al., 1999; Cooke et al., 2000; Ventura et al., 2001). L'aumento di concentrazione di Hcy é
considerato un fattore di rischio, in quanto & associato a un aumento della mortalita nei pazienti cardiopatici
con valori di Hey piu elevati (Ueland et al., 2001; Ventura et al., 2001; Vasan et al., 2003). Hermann et al.
(2005) hanno dimostrato che I'HHcy non solo € correlata allinsufficienza cardiaca, ma anche alla gravita della
patologia stessa, pertanto la concentrazione di Hcy ematica pud essere un ottimo indice prognostico, oltre che
un indicatore di rischio. Non e pero ancora stato chiarito se l'iperomocisteinemia sia meccanicamente
coinvolta nellinsufficienza cardiaca o sia solo un indicatore di rischio senza alcun effetto diretto sul miocardio.
Il meccanismo attraverso il quale 'Hcy provoca il danno vascolare non € ancora stato chiarito, ma le possibili
ipotesi includono un danno ossidativo all'endotelio vascolare, un potenziale trombotico alterato a livello di

endotelio, un aumento della coagulabilita e una diminuzione della produzione di ossido nitrico (NO). L'ossido
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nitrico & essenziale per il normale tono vasodilatatorio ed inibisce le endoteline e 'aggregazione e I'adesione
piastrinica, diminuisce la proliferazione della muscolatura liscia dei vasi e rilassa I'endoltelio vascolare.
Numerose indagini hanno dimostrato che la presenza di insufficienza renale concomitante a quella cardiaca &
uno dei maggiori fattori di rischio per la sopravvivenza dei pazienti (Dries et al., 2000; Hillege et al., 2000;
Mahon et al., 2002; Bibbins-Domingo K et al., 2004; Shlipak and Massie, 2004; Shlipak at al., 2004).

A prescindere dal fatto che l'insufficienza renale sia 0 meno associata a quella cardiaca, € stata dimostrata
una correlazione tra insufficienza renale cronica e HHcy, specialmente negli stadi finali della patologia (van
Guldener e Stehouwer, 2003). | meccanismi che possono spiegare I'HHcy nei pazienti affetti da insufficienza
renale sono molteplici. Tuttavia considerando che I'escrezione di Hcy € esclusivamente renale e che la perdita
di funzionalita renale genera una corrispondente diminuzione della GFR, é plausibile che I'iperomocisteinemia
dipenda da una ridotta escrezione renale di Hcy (Guttormsen et al., 1997). Tra le altre possibili cause ci sono
fattori renali come uno squilibrio tra escrezione renale e/o metabolismo tubulare del’omocisteina (Guttormsen
et al., 1997; Stam et al., 2004; Obeid et al., 2005) e fattori extra renali come carenze vitaminiche secondarie
(ad esempio durante emodialisi), cause genetiche e alterato metabolismo dell'Hcy (Friedman et al., 2001).

Per quanto riguarda la relazione tra Hcy e pressione sistemica non € ancora stato chiarito se 'HHcy sia la
causa o l'effetto dell'ipertensione. Tuttavia fisiologicamente I'Hcy pud indurre ipertensione mediante I'aumento
della costrizione arteriolare, del riassorbimento di sodio dal rene, dell'attivita del sistema nervoso simpatico,
dell'attivita del sistema renina-angiotensina-aldosterone e della rigidita arteriosa.

ENDOTELINA 1

L'endotelina 1 (ET-1) & un potente vasocostrittore, che ha il ruolo di mantenere la resistenza vascolare basale,
di favorire la proliferazione cellulare e il rimodellamento vascolare. E’ lisoforma maggiormente prodotta dalle
cellule del mesangio e la maggiormente attiva a questo livello. L’endotelina -1 viene prodotta dal peptide
“prepro ET-1" che da origine al precursore denominato big ET-1 (Suzuki et al., 1992). ET-1 agisce a livello
locale in maniera autocrina e paracrina (Biondo et al., 2003; Barton e Yanagisawa, 2008). La sua produzione
viene stimolata da dilatazione vascolare, ischemia e da diverse molecole come: angiotensina Il, ADH,
citochine, fattori di crescita, ROS e trombina; il suo rilascio € invece inibito dalle prostacicline, dal peptide
natriuretico atriale e dall'ossido nitrico (Bender e Klabunde, 2007). L'endotelina matura & ben conservata nelle
diverse specie. Infatti gli anticorpi anti-ET delle altre specie di mammiferi possono essere efficacemente
utilizzati per la determinazione dell’ET-1 nel cane (Biondo et al., 2003). Viceversa la struttura del precursore
big ET-1 risulta poco conservata. Tuttavia uno studio di validazione di Schellenberg et al. (2008) ha dimostrato
la cross-reattivita degli anticorpi anti-big ET-1 disegnati per la molecola umana con la molecola del cane.
L'azione della molecola di endotelina si esplica attraverso il suo legame con specifici recettori, detti ET-Ra ed
ET-Rs accoppiati alla proteina G e situati sulle cellule endoteliali e sulle fibrocellule muscolari lisce
(Yanagisawa et al. 1988; Davenport, 2002). L'affinita per tali recettori € maggiore per I'ET-1, che rappresenta
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la forma piu comune di endotelina prodotta (Levin, 1995; Levin, 1996; Biondo et al. 2003). In seguito al legame
dell'endotelina ad ET-Ra viene esplicata un’importante azione di vasocostrizione e di crescita cellulare; al
contrario, il legame con ET-Rg sulle cellule endoteliali inibisce queste funzioni. Questo recettore & anche detto
“clearance receptor” poiché evita 'accumulo di endotelina nei tessuti, in particolar modo a livello polmonare
(Lusher e Barton, 2000; Barton e Yanagisawa, 2008). L'endotelina esplica differenti funzioni nell’'organismo:

e Nel sistema vascolare permette, tramite i recettori ET-Ra, il mantenimento di un tono vascolare
basale, ed € coinvolta nello sviluppo di patologie vascolari in corso di ipertensione e aterosclerosi.

e A livello cardiaco esercita un'azione cronotropa positiva ed incrementa la contrattilita cardiaca e
aritmogenica nel momento di rimodellamento miocardico successivo a scompenso cardiaco.

e Nel polmone regola il tono dei bronchioli, e la proliferazione dei vasi delle vie aeree e, a causa di
queste funzioni, & responsabile dello sviluppo di ipertensione polmonare.

e A livello renale regola I'escrezione di acqua e sodio, coadiuvando il controllo renale dell'equilibrio
acido base. Di contro pero accelera lo sviluppo di glomerulo-sclerosi.

e Nel sistema nervoso centrale modula i centri cardiaci e respiratori, il rilascio di ormoni, e contribuisce
allo sviluppo dei neuroni del sistema nervoso simpatico.

e FE’ stato segnalato il suo ruolo anche in altri tessuti ed organi come la cute, il fegato, la prostata,
I'apparato muscolo scheletrico, il sistema riproduttivo e il sistema immunitario; ed é infine coinvolta
nell'omeostasi del glucosio (Barton e Yanagisawa, 2008).

L'identificazione del’ET-1 come vasocostrittore e del suo rilascio da parte dell'endotelio permette di correlarla
alla patogenesi di ipertensione e patologie vascolari. | suoi effetti sono confermati dall’aumento rilevato in casi
di ipertensione e dall'azione antiipertensiva di antagonisti dei suoi recettori (Schiffrin, 1999; Barton e Lusher,
1999, Barton e Kiowski, 2001). In condizioni fisiologiche il suo ruolo € quello di regolatore del flusso ematico,
mentre in condizioni patologiche essa pud indurre contrazione di muscolatura liscia e proliferazione cellulare in
quanto viene sovra espresso il suo gene (Schiffrin et al., 1997; Schiffrin, 1999).

Sia il cuore che i polmoni sono importanti sedi di produzione di ET-1. Pazienti con ipertensione polmonare
presentano maggiori livelli plasmatici di ET-1 rispetto a soggetti sani (Kedzierski e Yanagisawa, 2001); tale
aumento € stato riscontrato maggiormente a livello di sangue arterioso polmonare, e cio pud indicare la
presenza di un‘aumentata produzione di ET-1 da parte del polmone o di una sua ridotta clearance. A livello
cardiaco ET-1 incrementa la contrattilita del miocardio con azione inotropa positiva a breve termine,
caratterizzata da una ridotta risposta beta adrenergica (Miyauchi e Masaki, 1999). Tuttavia la continua
stimolazione miocardica mediata dal sistema endotelina, determina alterazioni della funzionalita cardiaca
influendo negativamente sull'insufficienza cardiaca (Yoricane e Koike, 1990) fino ad esitare in aritmie fatal.
Per questi motivi sia 'ET-1 che il suo precursore sono noti fattori prognostici e trattamenti preventivi con
bloccanti dei recettori per ET-1, possono influire in modo benefico sulla sopravvivenza del paziente e sul
rimodellamento del ventricolo sinistro dopo infarto del miocardio (Myauchi et al., 1989).
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Per quanto riguarda il ruolo del’ET-1 come marker di patologie renali, € stato evidenziato che I'endotelina 1
stimola la crescita delle cellule del mesangio e I'escrezione urinaria di ET-1 & correlata alla gravita del danno
renale (Yanagisawa et al., 1988; Simonson et al., 1989; Hocher et al., 1997; Ohta et al., 1991; Peppa-Patrikiou
et al., 1998; Lee et al., 1994). Un altro studio ha dimostrato che il sistema endotelina viene attivato in soggetti
con patologie renali croniche e che il livello di espressione di mRNA sia a livello tubulare che glomerulare &
correlato all'entitd della proteinuria (Lehrke et al., 2001). Quindi I'azione nefrotossica della proteinuria, a
prescindere dalla causa, induce la produzione di ET-1 a livello renale, a cui risulta correlata.

In medicina veterinaria € stata dimostrata una concentrazione di ET-1 maggiore in cani affetti da insufficienza
cardiaca e patologie respiratorie rispetto ad animali sani. In particolare ¢ stata identificata una correlazione tra
gravita della patologia e concentrazione di ET-1, identificando quindi 'ET-1 come un fattore di rischio. Inoltre €
anche un marker prognostico, dato che nel follow up si € visto come i pazienti con concentrazione di ET-1 piu
elevata hanno dimostrato un tempo di sopravvivenza minore (Tessier-Vetzel et al., 2006).

In letteratura non sono invece riportati studi sul possibile utilizzo del’ET-1 come marker prognostico o di
rischio in corso di patologie renali, come invece riportato nel’'uomo. Per quanto riguarda I'omocisteina invece
non e presente nessun lavoro nel cane e il suo ruolo come potenziale marker non € ancora stata valutato.
Nell'ambito di questa tesi si & quindi provveduto a validare un metodo enzimatico per la misurazione della
concentrazione di Hcy nel cane, ed i risultati di questo studio sono stati pubblicati su una rivista internazione
(N. 1 nell'elenco delle pubblicazioni). Abbiamo poi indagato un possibile ruolo come marker prognostico in
cani affetti da cardiomiopatia presentando i risultati sottoforma di poster al IXX congresso del’ECVIM a Porto
(N. 13 dell'elenco pubblicazioni) ed infine & stato valutato il ruolo come marker diagnostico, prognostico o di
rischio in cani affetti da malattie intestinali o da insufficienza renale cronica, presentando i risultati come
comunicazione orale all’XI congresso dellESVCP (N.14 dell'elenco pubblicazioni). La concentrazione di ET-1
e stata invece indagata in cani affetti da patologie renali. | risultati, presentati anch’essi all’Xl congresso
ESVCP (N. 15 dell’elenco pubblicazioni) sono stati poi valutati in associazione a quelli relativi al’Hcy.

Di seguito verranno presentati separatamente i risultati relativi al lavoro iniziale di validazione, quelli relativi a
cani con patologia intestinale, quelli relativi a cardiopatia e quelli relativi a insufficienza renale, in cui verra fatta

una valutazione di insieme di Hcy ed ET-1.

MISURAZIONE DELL'OMOCISTEINA CON UN METODO ENZIMATICO E VALUTAZIONE DEL
POTENZIALE RUOLO DELL’OMOCISTEINA COME BIOMARKER NEL CANE

Sulla base di quanto riportato precedentemente, questo studio ha come primo scopo quello di valutare le
performances analitiche di un metodo enzimatico per la misurazione del’omocisteina nel siero di cane.
Nell'ambito della validazione analitica e stata valutata anche linterferenza di emoglobina, trigliceridi e

bilirubina ed infine le differenze tra siero e plasma ottenuto da sangue conservato con differenti anticoagulanti.
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Successivamente, al fine di valutare preliminarmente il potenziale ruolo diagnostico, prognostico o come
fattore di rischio nelle patologie per le quali in medicina umana si osserva un incremento dell'omocisteinemia.
abbiamo indagato la concentrazione di Hcy in cani affetti da patologie cardiache, da patologie infiammatorie,
da disordini gastro-.intestinali, da neoplasie, da patologie renali, da traumi e da patologie di altra natura.

Materiali e metodi
In totale per questo studio é stato utilizzato il sangue prelevato da 56 cani, suddivisi in:
- Controllo (n=8): gruppo costituito da cani sani. Il criterio di inclusione € stato I'assenza di segni clinici 0
di laboratorio con particolare attenzione agli indicatori di funzionalita renale e cardiaca.
- Patologie cardiache (n=10): gruppo costituito da cani affetti da patologie quali insufficienza mitralica,
cardiomiopatia dilatativa, stenosi polmonare, aritmia congenita e persistenza del dotto arterioso.
- Procesi inflammatori: (n=7): gruppo costituito da cani affetti da processi infiammatori. Due soggetti
erano affetti da piometra, gli altri da polmonite eosinofilica, ehrlichiosi, leishmaniosi o piodermite.
- Patologie gastrointestinali (n=7): cani affetti da patologie quali stenosi pilorica (n=3), ostruzione
intestinale (n=3) ed infine un caso di ulcera gastrica.
- Neoplasie (n=8): gruppo costituito da cani affetti da istiocitoma, carcinoma mammario, lipoma,
carcinoma polmonare, carcinoma ovario, sinoviosarcoma e un caso sospetto di insulinoma. In un caso
e stata identificata una massa splenica, ma non é stato eseguito né un esame citologico né istologico.
- Patologie renali (n=4): gruppo costituito da cani con insufficienza renale cronica (n=3) o acuta (n=1).
- Trauma (n=7): gruppo costituito da cani che hanno subito eventi traumatici (fratture e danni articolari).
- Miscellanea (n=6): cani con patologie varie che non rientrano nella precedente classificazione
(dilatazione-torsione gastrica, emorragia post-chirurgica, ernia diaframmatica e segni neurologici di

origine sconosciuta).

La misurazione dellHcy € stata effettuata come step preliminare su tutti i campioni mediante uno
spettrofotometro automatico usando un kit presente in commercio basato sulla misurazione dell'omocisteina
mediante una serie di reazioni cicliche atte a rilevare la concentrazione di Hcy nel siero o nel plasma umano
(Dou et al., 2005). Allinizio di ogni sessione di lavoro lo strumento & stato eseguito il controllo qualita
analizzando due controlli ad alta e bassa concentrazione, forniti dalla casa produttrice e in caso di risultati non
soddisfacenti lo strumento é stato calibrato utilizzando il calibratore presente nel kit. Ogni campione € stato
letto in triplicato e il valore medio, la deviazione standard e il coefficiente di variazione sono stati calcolati.
Sulla base dei risultati ottenuti, alcuni dei sieri dei singoli soggetti sono stati utilizzati per preparare dei pool a
diversa concentrazione di Hcy (tabella 20). Tale materiale é stato utilizzato per eseguire la validazione
analitica e le prove di interferenza, in particolare sono stati uniti i campioni con concentrazioni simili di Hcy per

avere sufficiente materiale da aliquotare in modo da completare la validazione analitica.

78



Campione Valore medio di H((:z/lrizsﬁ)lettura in triplicato Test per il quale il campione & stato impiegato
A 32.07 Pool alto per ripetibilita intra- e inter-assay
B 14.10 Pool medio per ripetibilita intra- e inter-assay
C 6.07 Pool basso per ripetibilita intra- e inter-assay
D 23.97 Accuratezza mediante diluizioni scalari e spiking recovery test
E 12.16 Spiking recovery test
F 10.26 Interferenza per emoglobina e lipemia
G 11.85 Interferenza per hilirubina

Tabella 20 Pool con rispettive concentrazioni di Hey allestiti per le diverse prove di validazione analitica

La validazione analitica & stata eseguita secondo la procedura riportata nell'introduzione di questa tesi,
valutando la precisione mediante ripetibilita intre- ed inter-assay, I'accuratezza mediante diluizioni scalari e lo
spiking recovery test. Inoltre & stata valutato I'effetto dell'interferenza del’emoglobina (simulando campioni
emolitici), della lipemia e della bilirubina (simulando campioni prelevati da animali con ittero) seguendo il
protocollo suggerito da Martinez-Subiela e Ceron (2005). Per questo scopo alle aliquote predisposte per la
valutazione dell'interferenza sono state aggiunte differenti concentrazioni di emoglobina (Hb), bilirubina (Bil) e
un’emulsione lipidica (Trig) e tutti i campioni cosi trattati sono stati letti in triplicato. In particolare sono stati
simulati i seguenti livelli di emoglobina, lipemia e ittero:

- lieve (Hb<1.25 g/L; Trig<2.1 g/L; Bil=0.0275 g/L)

- moderata (Hb=2.5 g/L; Trig=6.1 g/L; Bil=0.045)
grave (Hb=5.0 g/L; Trig=6.1 g/L; Bil=0.045 g/L)

- estrema (Hb=7.5 g/L; Trig=8.6 g/L; Bil=0.15 g/L).
Le prove per valutare l'influenza dell'anticoagulante sono state effettuate su 8 campioni divisi in tre aliquote:

una posta in una provetta con gel separatore e attivatore della coagulazione per la separazione del siero, una
in EDTA e una in litio eparina. Il siero e il plasma ottenuti mediante centrifugazione sono stati analizzati in

triplicato. li risultati ottenuti dal medesimo soggetto sono stati confrontati mediante tests statistici.

Risultati

La ripetibilita intra- ed inter-assay ha mostrato una buona precisione a tutti e tre i livelli di concentrazione di
Hcy. Nella ripetibilita intra-assay i CV erano pari a: 4.1, 9.0 e 11.7% rispettivamente per il pool alto, medio e
basso, mentre per la ripetibilita inter-assay erano pari a: 10.6, 7.0 e 2.8% rispettivamente per il pool alto,
medio e basso.

Per valutare I'accuratezza sono stati confrontati i valori ottenuti ad ogni diluizione con quelli attesi ed espressi
in percentuale. | risultati sono riportati in tabella 21 e per entrambi i test la percentuale recuperata € sempre
stata vicino al 100% ad eccezione dell'ultima diluizione al 20%.
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[Hey] attesa | N. di I_etture Valore medio | % recuperata | SD | CV%
(umol/L) replicate
23.97 3 23.97 100.0 091 ] 38
19.17 3 19.83 103.4 252 | 12.7
Diluizioni scalari 14.38 3 13.67 95.0 0.78 | 5.7
9.59 3 10.00 104.3 070 | 7.0
4.79 3 3.67 76.5 129 | 35.1
12.17 3 12.17 100.0 2.24 | 18.4
Spiking recovery test 14.13 3 13.87 98.1 259 | 187
15.54 3 15.63 100.6 142 9.1
16.60 3 17.43 105.0 127 7.3

Tabella 21 Risultati delldeiluizioni scalari e dello spiking recovery test per la determinazione dell'accuratezza del metodo

La regressione lineare ha dimostrato un’eccellente grado di correlazione sia per le diluizioni scalari (r2=0.99;
p=0.000) che per lo spiking recovery test (r2=0.98; p=0.011). Questo indica che il metodo analitico & accurato
e lineare nei range di valori analizzati e che non & presente né un errore proporzionale né sistematico.

Per valutare linterferenza é stata confrontata graficamente (figura 22) la percentuale di variazione della
concentrazione di Hey, per ogni sostanza interferente, con i rispettivi campioni basali costituiti dal siero pit una
quantita di acqua distillata pari al volume della sostanza interferente aggiunta al campione nei quali le

concentrazioni di emoglobina, trigliceridi e bilirubina erano rispettivamente: 0 g/L, 1.1 g/L e 0.01 g/L..
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Figura 22 Interferogramma per emoglobina, trigliceridi e bilirubina. | risultati sono espressi come percentuale del valore
originario. Ciascun punto rappresenta il valore medioxSD delle misure triplicate, espresse come percentuale di variazione
in confronto al valore basale. *=significativamente piu elevato (p<0.001) del valore basale

| valori medi osservati in presenza di emoglobina e trigliceridi fluttuano intorno al 100% del valore basale,
senza differenze significative. Cio suggerisce che emoglobina e trigliceridi hanno un effetto limitato sulla
misurazione di Hcy, nonostante nei campioni nei quali sono simulate emolisi o lipemia grave o estrema,
limprecisione del test aumenta mascherando quindi delle possibili differenze significative. Per quanto riguarda
la bilirubina invece induce un aumento significativo a concentrazioni che corrispondono a un ittero moderato
(0.045 g/L). Questo suggerisce di evitare di misurare I'Hcy in campioni evidentemente itterici.

Il confronto dei risultati ottenuti nel siero erano pari a 6.4 £ 4.1 umol/IL, quelliin EDTA a, 4.7 = 4.0 umol/L (p<
0.001 vs. siero) e quelli in litio-eparina a 4.2 = 3.2 umol/L (p<0.001 vs. siero). Il motivo di questa diminuzione

non e chiaro, tuttavia emerge che il siero € il campione d’elezione per la misurazione dell'Hcy.
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Il potenziale diagnostico dell’Hcy é stato valutato confrontando i valori di Hey nei diversi gruppi di cani affetti
da diverse patologie. Rispetto al gruppo di controllo (media+SD: 5.72+3.26; mediana: 5.82 pumol/l; min.—
max: 1.43-11.23 umol/l) gli unici gruppi che hanno mostrato differenze significative sono stati quello delle
patologie renali (media+SD: 18.86+10.15 umol/l; mediana: 16.99 pumol/l; min-max: 9.38-32.07 umol/l) e
quello delle patologie cardiache (media+SD: 10.21+6.09 umol/l; mediana: 7.64 umol/l; min-max: 4.47-
24.50 umol/l), entrambi significativamente aumentati rispetto al gruppo di controllo con significativita pari a p<
0.001 e p<0.05, rispettivamente (figura 23). Da questi risultati preliminari si pud dedurre che I'omocisteina ha

valori piu elevati nei pazienti con patologie cardiache e renali.
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Figura 23 Concentrazione di Hcy registrata nei seguenti gruppi di cani: C=controllo; H=patologie cardiache; I:
infiammazione; Gl= patologie gastrointestinali; N= neoplasie; K= patologie renali; T= traumi; O= altre patologie
(miscellanea). Boxes = I-lll interquartile range; linee orizzontali= valore mediano; linee verticali= valori minimi e massimi;
*=p<0.05 vs controllo; **=p<0.001 vs controllo

Discussione

Con questo studio é stato dimostrato che il metodo enzimatico messo a punto € preciso ed accurato per la
misurazione dell’Hcy nel cane. La misurazione va effettuata esclusivamente su campioni di siero e I'emolisi e
la lipemia non interferiscono con la misurazione, mentre campioni itterici andrebbero esclusi dalle analisi.

Sulla scorta delle informazioni preliminari ottenute in questo studio di validazione analitica & possibile
ipotizzare che I'Hcy sia un marker diagnostico nei pazienti affetti da patologie cardiache e renali, mentre non si
rileva HHcy in condizioni come patologie gastrointestinali, che nel'uomo possono indurre iperomocisteinemia.
Va pero sottolineato che i campioni inclusi nel gruppo delle patologie gastroenteriche erano molto eterogenei
in quanto a tipo di patologia presente e a stadio di gravita. Tale aspetto, quindi merita di essere approfondito,
cosi come vanno approfondite le relazioni tra patologia cardiaca e renale ed iperomocisteinemia, attraverso
una migliore standardizzazione, in termini di stadio evolutivo e di presenza di alterazioni associate, prima fra

tutte l'ipertensione.
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CONCENTRAZIONE DI OMOCISTEINA IN CANI AFFETTI DA INFLAMMATORY BOWEL DISEASE

Materiali e metodi

La determinazione dell’Hcy é stata eseguita in 13 cani sani (gruppo di controllo) e in 17 cani con alterazioni
endoscopiche efo istologiche riferibili a quadri infiammatori intestinali, nella gran parte dei casi di tipo
linfoplasmacellulare, aspetto che caratterizza molte delle cosiddette “inflammatory bowel diseases” (IBD),
patologie ad eziologia multifattoriale caratterizzata dalla rottura dell'equilibrio immunitario mucosale favorita a
sua volta da eventi scatenanti non bene identificati, tra i quali sono spesso chiamati in causa fenomeni
autoimmuni, forme di ipersensibilita e/o allergia verso antigeni batterici o di origine alimentare. Oltre al
dosaggio dellHcy in tutti i soggetti esaminati é stato effettuato un pannello ematologico e biochimico di base
per verificare la presenza di ripercussioni generali associate all'enteropatia, con particolare riferimento alla
presenza di infiammazione (dosaggio CRP ed elettroforesi) e di malassorbimento (determinazione di albumine
e glucosio), condizoni che spesso caratterizzano le IBD.

Risultati

L’ematologia e la biochimica dei soggetti in esame ha raramente mostrato gravi ripercussioni sistemiche.
Occasionalmente erano infatti presenti anemia normocitica normocromica compatibile con un quadro di
malattia inflammatoria cronica, linfopenia, neutropenia incrementi delle a2-globuline e/o di CRP, mentre
lipoalbuminemia che dovrebbe indicare malassorbimento era spesso sostituita da iperalbuminemia,
imputabile a stati di disidratazione che caratterizzano le perdite di liquidi associate a diarrea. Solo due soggetti
erano ipoproteinemici, mentre é risultata frequente l'ipocolesterolemia, altro dato riferibile a malassorbimento.
Nessuno dei cani esaminati presentava alterazioni della funzionalita renale che avrebbero potuto influire sulla
concentrazione di Hey. In ultima analisi quindi, tutti i soggetti presentavano alterazioni istologiche compatibile
con quadri infiammatori locali ma soltanto 10 cani presentavano alterazioni di laboratorio di un certo rilievo.
Nonostante non fossero disponibili i valori relativi ai livelli di vit. Bio, unico indice attendibile di
malassorbimento, & verosimile ritenere che i dieci soggetti con alterazioni di laboratorio avesse gradi variabili
di malassorbimento, che come noto nel’'uomo, pud indurre HHcy.

La concentrazione di Hcy nei cani enteropatici pero, non é risultata significativamente diversa da quella del
gruppo di controllo (figura 24), forse anche a causa della maggiore ampiezza di distribuzione dei dati.
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Figura 24 Confronto dei valori di Hey tra il gruppo di controllo e i cani affetti da IBD

Come sopra accennato, pero il gruppo di cani con patologie intestinali era molto eterogeneo in termini di
estensione e gravita delle alterazioni rilevate localmente e di ripercussioni sistemiche. Si & voluto allora
verificare se la concentrazione di Hey fosse diversa raggruppando i cani in base alla gravita delle lesioni locali
(grave vs. moderata) all'estensione delle lesioni (tenue vs. colon, dato che il malassorbimento delle vitamine
indispensabili per il metabolismo dell’Hcy avviene principalemente nel tenue) o alla presenza/assenza di
ripercussioni sistemiche. Anche questo confronto non ha pero evidenziato differenze significative (figura 25)
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Figura 25 Confronto della concentrazione di Hey tra i gruppi con diverse forme di IBD

Discussione
| risultati di queste analisi confermano che, nel cane, la concentrazione di Hcy non é influenzata dalla
presenza di patologie intestinali caratterizzate da infiammazione e malassorbimento, indipendentemente dalla

gravita della lesione o delle ripercussioni sistemiche o dalla sede o estensione della lesione. Questo conferma
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quanto osservato nel nostro lavoro preliminare di valutazione dell’omocisteinemia del cane (Rossi et al.,
2008), nel quale erano presenti soggetti con patologie gastrointestinali di varia natura, prevalentemente non
associate a malassorbimento, e nel quale non erano stati osservati fenomeni di iperomocisteinemia.

Pur non disponendo di informazioni sui livelli di vitamina B1> nei soggetti esaminati, & verosimile supporre che
almeno in alcuni dei cani patologici fosse presente malassorbimento ed ipovitaminosi B, e/o Bes, che
dovrebbe, almeno teoricamente, rallentare il metabolismo dellomocisteina aumentandone cosi la
concentrazione in circolo (Danese et al., 2005; Peyrin-Biroulet et al., 2007). Il fatto che questo non avvenga
nel cane lascia pensare che in questa specie esistano vie alternative che regolano il metabolismo dellHcy
come gia supposto nel gatto (Ruaux et al., 2005) e di conseguenza i sui livelli ematici restino normali anche in
condizioni di malassorbimento associato ad enteropatie. Se tali risultati venissero confermati da una casistica
pill ampia e/o se tale via alternativa venisse identificata, le lesioni enteriche ed il malassorbimento potrebbero
essere esclusi dalla lista di patologie potenzialmente in grado di determinare iperomocisteinemia (e rischi
associati) nel cane, sia da un punto di vista patogenetico che diagnostico o di monitoraggio.

CONCENTRAZIONI DI OMOCISTEINA IN CANI CARDIOPATICI

Alla luce dei risultati emersi nello studio di validazione, ceh evidenziavano modica HHcy in cani cardiopatici,
abbiamo effettuato uno studio, in associazione con il gruppo di cardiologia del Dip. Di Scienze cliniche
veterinarie della nostra Facolta, per cercare conferma a questa nostra osservazione preliminare e per valutare

se ci fosse un grado di associazione tra HHcy e grado di insufficienza cardiaca.

Materiali e metodi

Sono stati campionati 58 cani affetti da patologia mitralica degenerative (MVD) or da miocardiopatia dilatativa
(DCM) e su tali soggetti € stata eseguita la determinazione dell’Hcy, da paragonare poi con i valori dei 13 cani
del gruppo di controllo utilizzato per lo studio delle enteropatie sopra citato.

| 58 cani cardiopatici sono stati classificati nelle 3 classi di gravita codificate dall' ISACHC (International Small
Animal Cardiac Health Council.), sulla base dei riscontri clinici, elettrocardiografici ed ecocardiografici e la
distribuzione dei valori & stata verificata anche in funzione della classe di gravita. In particolare, 32 cani
rientravano in classe I, 18 in classe Il e 8 in classe IIl.

6 cani cardiopatici, tutti in classe I, sono stati poi campionati ripetutamente (2 o 3 volte) durante il follow up.

Risultati
| valori di omocisteina rilevati nelle tre classi di cardiopatici sono risultati pari a 6.70 +3.94, 8.16 £6.30 and
10.91 £5.82 pmollL, rispettivamente ma non si sono riscontrate differenze significative tra i tre gruppi o

rispetto al gruppo di controllo (6.34 £2.25 umol/L).
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Mediante regressione legostica si & cercato di definre un cut-off che differenziasse i cani di classe Il dagli altri.
Tale cut off € risultato essere pari a 9.4 umol/L.

| risultati relativi ai cani campionati ripetutamente sono riportati in tabella 22 e non evidenziano variazioni
significative della omocisteinemia durante il follow up, ad eccezione dell'unico cane che partiva da valori

elevati, nel quale, a seguito della terapia cardiologica, la concentrazione di Hcy si & normalizzata.

PRELIEVO 1 | PRELIEVO 2 | PRELIEVO 3
CANE 1 45 55 58
CANE 2 0 31
CANE 3 43 4,2
CANE 4 57 4,6
CANE5 12,3 4,7 55
CANE 6 8,6 8,9

Tabella 22 Valori di Hey nei cani cardiopatici durante il follow up

Rispetto allo studio precedente, che aveva evidenziato valori di Hcy significativamente piu alti nei cani
cardiopatici rispetto a quelli sani, in questo caso non si sono rilevate differenze significative, probabilmente
perché il presente campionamento includeva soprattutto cani cardiopatici ma con classi di gravita ridotte
rispetto a quelle dello studio precedente. L'analisi dei valori medi infatti evidenzia un aumento
progressivamente crescente della concentrazione di Hcy nei cani appartenenti alle classi di maggiore gravita,
tanto da poter definire un cut-off utile a classificare questi soggetti.

Dal punto di vista patogenetico 'HHcy nei cani pit gravi potrebbe dipendere dall'ipertensione che spesso
accompagna queste forme (i valori di pressione sistolica non erano purtroppo disponibili). Da un punto di vista
pratico, I'informazione raccolta in questi soggetti non é di per se importante da un punto di vista diagnostico, in
quanto la diagnosi di cardiopatia grave puo essere agevolmente basata su dati clinici e strumentali, ma puo
assumere rilevanza dal punto di vista del follow-up in quanto la eventuale normalizzazione dell’Hcy durante la
terapia potrebbe indicare un miglioramento del quadro cardiologico, facendo assumere a tale analita il ruolo di
fattore di rischio gia identificato nelluomo. In quest'ottica i dati dei prelievi ripetuti sono confortanti in quanto
evidenziano un mantenimento dei valori di Hcy nei range di normalita nei soggetti che si mantengono in classe
| e una normalizzazione dopo terapia nell'unico soggetto che partiva da valori alterati.

Tali risultati indicano una possibile utilita clinica dell’Hcy nel monitoraggio dei pazienti cardiopatici e andranno

verificati in studi successivi associando alla valutazione clinica la determinazione della pressione sistolica.

CONCENTRAZIONI DI OMOCISTEINA E DI ENDOTELINA 1 IN CANI CON MALATTIA RENALE
Analogamente a quanto sopra riportato per le cardiopatie, anche per quanto riguarda la malattia renale si e

voluta approfondire I'analisi, partendo dal fatto che nello studio preliminare erano stati evidenziati valori piu

elevati di Hcy in pazienti “renal”. Per avere un quadro pit esaustivo dell'eventuale HHcy in cani con
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insufficienza renale, si & per0 associata alla determinazione dell’Hcy anche la determinazione dell’ET-1, altro
analita potenzialmente coinvolto in patologia renale, facendo precedere all'analisi dei campioni patologici, una
breve fase di validazione analitica del metodo, peraltro gia estesamente validato in letteratura. Inoltre sono
stati raccolti anche dati relativi a alterazioni fisiopatologiche frequentemente associate alla patologia renale,

oltre alla concentrazione di creatinina, quali la pressione sistolica e la presenza e gravita della proteinuria.

Materiale e metodi

La concentrazione di Hey ed ET-1 é stata determinata in 12 cani sani di controllo, privi di alterazioni cliniche
compatibili con insufficienza renale, iperazotemia, proteinuria ed ipertensione, e in 113 cani patologici nei quali
e stata determinata la concentrazione di creatinina, il rapporto PU/CU (per i dettagli metodologici vedi obiettivo
2) e la pressione sistolica mediante metodo oscillometrico. Sulla base di tali dati i cani sono stati classificati

secondo la classificazione IRIS come riportato nelle tabelle 23, 24 e 25.

STADIO | CREATININA PLASMATICA
1 < 1.4 mgldL
2 1.4-2.0 mg/dL
3 2.1-5.0 mg/dL
4 > 5.0 mg/dL

Tabella 23 Stadiazione IRIS basata sulla creatininemia

SOTTOSTADIO UPC

Non proteinurico <0.2
Bordeline proteinurico | 0.2-0.5

Proteinurico >0.5

Tabella 24 Sottostadiazione IRIS basata sul rapporto tra proteine e creatinina urinaria (UPC)

PRESSIONE PRESSIONE SOTTOSTADIO IN B’ASE AL VA&EI\T&E%FQX_Z%ZAA;\%ESCQEOA i
SISTOLICA DIASTOLICA | RISCHIO DI DANNO D’ORGANO QUELLO STANDARD
< 149 mmHg <95 mmHg 0 (Minimo) <10 mmHg sopra il range di riferimento
150-159 mmHg | 95-99 mmHg 1 (Basso) 10-20 mmHg sopra il range di riferimento
160-179 mmHg | 100-119 mmHg 2 (Moderato) 20-40 mmHg sopra il range di riferimento
> 180 mmHg > 120 mmHg 3 (Alto) > 40 mmHg sopra il range di riferimento
Nessuna complicazione (NC) Nessuna evidenza di complicanze o danno dell'organo
Complicazioni (C) Evidenza di complicanze o danno d'organo
Rischio non determinato (RND) Pressione ematica non misurata

Tabella 25 Sottostadiazione IRIS basata sulla pressione sistolica-diastolica

Per quanto riguarda I'ET-1, che e stata analizzata con un metodo ELISA disponibile commercialmente, sono
stati analizzati con I'approccio metodologico descritto in precedenza la ripetibilita intra- ed inter-assay.

| valori riscontrati nei cani con malattie renali sono poi stati paragonati con quelli di controllo mediante test di U
Mann Withney e quelli rilevati nei diversi gruppi classificati sulla base di creatinina, proteinuria e ipertensione
sono stati paragonati tra loro con test di Kruskall Wallis seguito da analisi di Bonferroni. Sia per Hcy che per
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ET-1 poi, € stata valutata la presenza di correlazioni con gli altri parametri su scala continua (creatinina,

PUICU e pressione).

Risultati
La prova preliminare di validazione ha evidenziato per 'ET-1 valori di CV relativi alle prove intra-assay sono
risultati pari a 6,45 + 5,50% (mediana: 5,90%) e quelli inter-assay pari a 20,47 + 16,00 (mediana = 15,08%),

senza correlazione con il valore medio di ET-1.

Hcy e ET-1 in funzione della classe IRIS

Dato che i valori rilevati nei controlli e nei soggetti di classe | non sono risultati significativamente diversi tra
loro, sono stati uniti a formare un unico gruppo di cani di controllo.

Rispetto a tale gruppo, si sono rilevate differenze statisticamente significative per quanto riguarda la Hcy nei
soggetti di classe Il (P = 0,008) che in quelli di classe IV (P<0,001) e differenze vicine al limite di significativita
statistica nei soggetti di classe Il (P = 0,095). Anche i valori di ET-1 evidenziano un progressivo aumento
rispetto ai controlli, con differenze significative nelle classi Ill (P=0,050) e IV (P<0,001). | valori della classe IV
sono significativamente superiori anche a quelli delle classi Il (P=0,017) e Ill (P=0,007) (figura 26).
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Figura 26 Valori di Hey (a sinistra) e di ET-1 (a destra) nei controlli (sani+classe I) e nelle classi IRIS II, lll, e IV

| valori di creatinina sono risultati significativamente correlati sia al’Hcy (P<0,010; r=0,41) che alla ET-1
(P=0,001; r=0,66) (figura 27).
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Figura 27 Correlazione tra la concentrazione ematica di creatinina e di Hcy (a sinistra) e di ET-1 (a destra)

Hcy e ET-1 in funzione della proteinuria

Tale valutazione € stata eseguita su 123 campioni (24 NP, 11 BP, 88 P). Solo di 105 campioni si conosceva

anche la classificazione IRIS. | valori di Hcy mostrano aumenti paralleli a quelli della proteinuria ma non

significativi, anche per la dispersione dei valori | valori di ET-1 evidenziano che rispetto ai cani NP gia i cani

BP mostrano valori mediamente piu alti ma solo nei cani P la differenza ¢ significativa (P=0,002) (figura 28).
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Figura 28 Valori medi di Hey (a sinistra) e ET-1 (a destra) nelle tre diverse classi di proteinuria

Tra i due analiti, solo I'ET-1 risulta positivamente correlata anche se modicamente, con quelli di PU/CU
(P=0,027; r2=0,21; figura 29).
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Figura 29 Correlazione tra la concentrazione ematica di Hcy (a sinistra) e di ET-1(a destra) e PU/CU

Hcy e ET-1 in funzione della pressione sistolica

Questa valutazione ¢ stata eseguita su 103 campioni di sangue (60 “minimal risk”, 12 “Low risk”, 15 “moderate
risk” e 17 “high risk”). Di 95 campioni si conosceva anche la classe IRIS. | valori di Hcy non mostrano
differenze significative tra i gruppi. Al contrario, 'ET-1 ha evidenziato un aumento proporzionale alle classi di

rischio con differenza significativa (P=0,016) tra “high” e “minimal risk” (figura 30).
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Figura 30 Distribuzione dei valori di Hcy (a sinistra) e di ET-1 (a destra) nelle classi IRIS di pressione sistolica

La pressione non € correlata all’Hey (P=0,916; r2=0,01; figura 14), ma é correlata alla ET-1 (P<0,001; r2=0,36)
(figura 31).
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Figura 31 Correlazione tra la concentrazione di Hey (a sinistra) ed ET-1 (a destra) e pressione sistolica

Hcy e ET-1 in funzione della presenza di infiammazione
La concentrazione di Hey in cani con CRP normale o elevata non € risultata significativamente differente

(P=0,928). Al contrario i valori di ET-1 sono significativamente pit alti in caso di infiammazione (P<0,001)

(figura 32).
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Figura 32 Valori medi di Hey (a sinistra) e ET-1 (a destra) nei soggetti con e senza infiammazione

| valori di Hcy e CRP non sono statisticamente correlati (P=0,553; r = -0,06). E'inoltre significativa la
correlazione tra CRP e ET-1 (P<0,001) (figura 33).
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Figura 33 Correlazione tra Hcy (a sinistra) ed ET-1 (a destra) e CRP

Discussione

La determinazione del’ET-1 mostra un buon grado di precisione, sovrapponibile a quello dimostrato dalla Hcy
in studi precedenti (Rossi et al., 2008).

Sebbene sia la concentrazione di Hey che quella di ET-1 aumentino col progredire della classe IRIS, 'ET-1
plasmatica mostra una correlazione pit marcata con i livelli di creatinina. A differenza dell’Hcy, inoltre, I'ET-1
risulta anche correlata con il grado di proteinuria ed € significativamente piu alta nei cani proteinurici che non
in quelli non proteinurici. E’ stata inoltre rilevata una chiara associazione tra grado di ipertensione e presenza
di infiammazione, da un lato, e concentrazioni plasmatiche di ET-1, dall'altro, ma non tra ipertensione o
infiammazione ed Hcy. Cid sembra contrastare con i risultati dello studio preliminare. Come possibile
spiegazione, nello studio precedente i valori nei gruppi “minimal risk” e “low risk” erano leggermente inferiori
(5,2 + 4,4) a quelli qui riscontrati, pur in presenza di una simile distribuzione dei valori (0,0-16,7) e dall'altro la
classificazione precedente utilizzava valori soglia tra classi di rischio diversi da quelli suggeriti dall'lRIS. Resta
comunque il fatto che i soggetti classificati come *high risk” hanno comunque valori pressori molto elevati e
dovrebbero in ogni caso presentare valori di Hcy piu elevati, mentre in questo caso sembrano addirittura
diminuire rispetto ai valori riscontrati nella classe di rischio moderato.

Nell'insieme tali dati indicano che sebbene entrambi gli analiti possano elevarsi in una caso di malattie renali
caratterizzate da ipertensione e/o infiammazione, I'ET-1 & pit decisamente associata ai fenomeni ipertensivi
ed infiammatori. Anche la mancanza di correlazioni significative tra Hcy e ET-1 conferma che quest'ultima i
due analiti sono probabilmente regolati da meccanismi indipendenti tra loro. Questo supporta quanto
osservato nell'uomo, dove si suppone che I'HHcy associata a patologia renale dipenda piu dall'alterata
clearance renale che non dall'ipertensione, nonostante la concentrazione di Hcy possa poi giocare un ruolo
“predittivo” nei confronti di complicanze ipertensive. Per quanto riguarda I'ET-1, i risultati concordano con
quanto segnalato nelluomo e in alcuni animali di laboratorio, ma non nel cane, circa I'associazione tra

aumento di ET-1 e fenomeni ipertensivi e/o inflammatori. Tale associazione dipende dalla complessa rete di
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segnali molecolari che regolano la liberazione di ET-1, dipendenti da stimoli neuroendocrini coinvolti nella
regolazione del tono vasale ma anche dal rilascio di citochine pro-infiammatorie.

In conclusione, questi risultati confermano anche nel cane il potenziale ruolo dellET-1 nella diagnosi e
nellinquadramento patogenetico delle malattie renali associate a ipertensione e/o a infiammazione. Dal punto
di vista diagnostico & necessario impostare studi che includano soggetti con patologie diverse da quelle renali,
per potere definire i cut-off e valutare la sensibilita e la specificita diagnostica di ET-1 e Hcy. Il riscontro di
aumenti di ET-1 progressivamente piu intensi man mano che patologia renale e ipertensione peggiorano apre
interessanti prospettive circa il possibile ruolo del’ET-1, nel sangue piu che nelle urine, come fattore

prognostico, da valutare tramite studi longitudinali durante il follow up di pazienti renali.
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OBIETTIVO 4 - SVILUPPO DI METODI E VALIDAZIONE BIOLOGICA DELL’ACIDO SIALICO TOTALE,
DEL TIPO DI SIALILAZIONE E DELL’ATTIVITA DELL’ENZIMA SIALILTRASFERASI

L'acido sialico (figura 34) e un derivato N-acetilato dellacido neuramico che si trova frequentemente alle
estremita dei terminali oligosaccaridici di glicoproteine e glicolipidi presenti sulla membrana cellulare.

Figura 34 Struttura dell’acido N-acetilneuraminico (NeuAc)

La sua principale funzione € costituita dalla mediazione dei fenomeni di adesione fra proteine. Dato che come
sopra citato € particolarmente frequente la presenza di acido sialico sulle glicoproteine di membrana, ne
deriva che le glicoproteine sialilate possono quindi fungere da ligando per altre molecole affini all'acido sialico
0 costituite anch’esse da proteine sialilate. Le situazioni patologiche che piu frequentemente vedono coinvolte
le proteine sialilate sono quindi le infezioni virali, i processi infiamatori e i tumori. Moli virus, infatti, usano
recettori sialilati per aderire e successivamente penetrare nelle cellule da infettare. Per quanto riguarda il
processo infiammatorio, numerose sono le fasi della flogosi che coinvolgono molecole sialilate: nella prima
fase della diapedesi i leucociti interagiscono in maniera labile con I'endotelio grazie all'interazione tra selectine
espresse sui due tipi celulari (leucocita e cellula endoteliale) e molecole sialilate espresse sulla controparte
(cellula endoteliale e leucocita, rispettivamente); la presenza di molecole sialilate (tra cui proteine di fase acuta
come la alfa-1-glicoproteina acida), poi, pud modificare gli stati di attivazione di cellule coinvolte nella risposta
infiammatoria, contribuendo quindi allimmunomodulazione che caratterizza le risposte infiammatorie o
immunitarie. Per quanto riguarda i tumori, poi, visto che la presenza di acido sialico € fondamentale per
Iinterazione e I'adesione tra cellule vicine, quando la sialilazione cellulare & alterata, si altera anche il rapporto
tra cellule vicine, favorendo quindi fenomeni come la crescita neoplastica e la comparsa di metastasi.

| fenomeni sopra descritti dipendono perd non solo dalla presenza/assenza di acido sialico ma anche dal tipo
di sialilazione presente. L'acido sialico puo infatti legarsi in siti diversi dei carboidrati presenti sulle
gliucoproteine, e in particolare del galattosio. | due tipi di sialilazione piu frequenti, 0 quantomeno piu
importanti dal punto di vista biologico, sono quelli in cui I'acido sialico € legato in posizione 02,3 e a2,6. In tutti
| fenomeni sopra citati la prevalenza di'uno o dell'altro tipo di legame condiziona la risposta delle cellule. Ad
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esempio, I'acquisizione di caratteristiche di maggiore virulenza da parte di alcuni virus (es: virus influenzali,
alcuni corona- 0 parvo-virus) € legata alla loro capacita di legare I'acido sialico in posizione a2,6 invece che
a2,3. Allo stesso modo la capacita di metastatizzare di alcuni tumori dipende, nel’'uomo, da una prevalenza di
glicoproteine 02,6 sulle glicoproteine a2,3 nel siero e sulle cellule stesse. A sua volta, la prevalenza dell'una o
dell'altra glicofrorma di acido sialico dipende dall'attivita degli anzimi sialiltrasferasi 2,3 e 2,6, rispettivamente.
Tali enzimi sono infatti in grado di trasferire, per I'appunto in posizione a2,3 0 a2,6, sulle proteine sieriche o di
membrana l'acido sialico presente nei fluidi extracellulari. Anche per quanto riguarda I'enzima, I'attivita
prevalente nei tumori metastatizzanti del’'uomo é quella dell’'enzima 02,6.

In medicina veterinaria gli studi sulla quantitificazione dell’acido sialico sono limitati e quelli sulla sialilirasferasi
del tutto assenti, fatta eccezione per alcuni studi esequiti in topi e ratti. In questa parte della tesi ci siamo
quindi rivolti alla determinazione dell'acido sialico totale nel gatto, in funzione dellimportanza che le proteine
sialilate sembrano assumere in corso di coronavirosi, nonché alla validazione di un metodo su fase solida per
la determinazione simultanea del tipo di sialilazione presente e dell'attivitra sialiltrasferasica in siero e tessuti,

valutando in via preliminare ['utilita di tale test in corso di metastatizzazione dei tumori mammari del cane.

VALIDAZIONE DEL METODO ANALITICO PER LA DETERMINAZIONE DELL’ACIDO SIALICO TOTALE
(TSA) NEL GATTO E VERIFICA DEL POTENZIALE RUOLO DEL TSA NELLE CORONAVIROSI FELINE

Come citato in precedenza, I'acido sialico sembra giocare un ruolo importante in alcune malattie virali e, pit in
generale, nelle forme infiammatorie.

Tra le diverse forme virali in cui potrebbero essere implicate variazioni quali-quantitative della sialilazione di
proteine plsasmatiche e tissutali rientrano le coronavirosi. Tra queste, riveste particolare importanza, in
medicina veterinaria, quella del gatto, che nella sua forma clinica determina la peritonite infettiva felina (FIP),
patologia letale del gatto la cui patogenesi presenta alcuni punti non chiari, come descritto nell'obiettivo 2,
nell'ambito del quale si erano indagati alcuni aspetti della risposta immunitaria.

L'interesse sull'acido sialico in corso di coronavirosi felina deriva da due osservazioni sperimentali, una delle
quali legata al ruolo di molecole sialilate come recettore del virus, l'altra legata al risontro di variazioni nella
concentrazione ematica e nel tipo di sialilazione di proteine circolanti in gatti affetti da coronavirosi.

Pe quanto riguarda il primo punto, & noto che tra i Coronavirus, a seconda del gruppo di appartenenza, alcuni
utilizzano come recettore “determinante” I'acido sialico mentre altri presentano come recettore specifiche

proteine di superficie (tabella 26).

. BCoV,
Virus TGEV HCoV-0C43 MHV IBV | SARS-CoV
Legame con:
a.acido sialico | (Neu5Gc,Neu5Ac) | Neu5,9Ac | (Neu5,9Ac,Neud,5Ac) | NeuSAc
b. proteine recettoriali | AminopeptidasiN | - CEACAM1 ACE2

Tabella 26 Attivita di legame dei Coronavirus (Da.Schwegmann-Wessels e Herrler, 2006 ).
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Sebbene sia noto che il FCoV di tipo Il utilizza I'aminopeptidasi (APN) come porta di ingresso nelle cellule, non
e noto quale sia il recettore utilizzato dai FCoV di tipo I, i piu diffusi in campo e recentemente € stato
dimostrato che ligandi dell'acido sialico inibiscono la penetrazione cellulare di FCoV di tipo Il (Regan et al.,
2010). E’ quindi possibile che variazioni dell'acido sialico circolante possano influenzare la quantita di virus
“libera” in circolo, influenzando cosi lo sviluppo di patologia.

Per quanto riguarda il secondo punto, € possibile che oltre a un potenziale ruolo di ligando del virus, I'acido
sialico circolante svolga un'importante funzione modulatrice delle risposte infiammatorie, grazie alla sua
affinita con le selectine (McEver, 2002; Ley, 2003), molecole che partecipano alla prima fase di “rolling” che
precede I'adesione e la fuoriuscita di leucociti dai vasi. L'acido sialico si trova nel siero o legato a proteine o in
minor parte sotto forma di acido sialico libero, anche se sembra che quest'ultima parte incida poco sulla sua
concentrazione totale nel sangue, mente lincremento del TSA durante i processi infiammatori & spesso
dovuto ad un incremento delle glicoproteine sieriche (Crook et al, 1994; Tuma e Sorrel, 1984; Chrostek et al,
2007) rappresentate per lo piu da proteine di fase acuta (vedasi descrizione della fase acuta nell'introuzione
dell'Obiettivo 2). La proteina di fase acuta maggiore del gatto, la al- glicoproteina acida (AGP) rappresenta
una delle proteine piu glicosilate dell'organismo in cui I'acido sialico terminale piu comune é quello legato al
galattosio in posizione 02,3 0 in quella a2,6. Nel gatto il suo peso molecolare varia da 46 a 50 kDa; poiché il
peso della sequenza amminoacidica & di 21 kDA, si ritiene che la componente oligosaccaridica corrisponda ad
almeno il 50% del peso dell'intera proteina (Pocacqua et al., 2005). Effettuando un paragone tra AGP di gatto
e umana (hAGP) si & potuto constatare che quella felina si presenta pit glicosilata rispetto a quella umana
poiché a parita di peso molecolare della parte amminoacidica il peso molecolare complessivo dellhAGP e
inferiore (40-44 kDa). Nell'uomo il tipo di glicosilazione della AGP sembra essere associato a resistenza o a
suscettibilita a malattie infettive o immunomediate come l'artrite reumatoide (Pawloski et al., 1989) e I'AIDS
(Rabehi et al., 1995).

Nei gatti affetti da FIP si ha un notevole incremento della quantita sierica di AGP il cui livello aumenta da 0-1,5
a 4-8 g/l (Duthie et al., 1997; Giordano et al., 2004a), si & percio andati ad indagare le eventuali modificazioni
post-traduzionali di questa proteina in corso di peritonite infettiva felina. E’ stato in particolar modo analizzato |l
pattern di glicosilazione dell’AGP di animali colpiti dalla patologia e di animali clinicamente sani rilevando che
in corso di FIP I'AGP ¢ iposialilata, sia in posizione 02,3 (sialilazione pari al 44% del normale), sia in posizione
02,6, (sialilazione pari al 76% dei controlli). E' possibile quindi ipotizzare che la desialilazione di questa
proteina in corso di FIP sia connessa con la patogenesi di questa patologia (Ceciliani et al., 2004).

Ulteriori studi hanno preso in considerazione il grado di sialilazione dell’AGP in gatti infettati con FCoV ma
asintomatici e la sua eventuale modificazione nel tempo. Alcuni gatti FCoV-positivi hanno presentato
fluttuazioni nella concentrazione ematica e nel pattern di glicosilazione dell’AGP, soprattutto per la presenza di

ipersialilazioni in posizione a2,3. Tale aumento € avvenuto in concomitanza con un aumento della carica virale
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ambientale associata allo sviluppo di FIP in altri animali del gruppo, nei quali 'AGP e risultata aumentata ma
iposialilata (Paltrinieri et al., 2007b; Paltrinieri et al., 2008). Tale riscontro pud quindi essere interpretato come
un’ulteriore supporto all'ipotesi che l'incremento di sialilazione del’AGP possa essere associato alla resistenza
alla malattia mentre una sua diminuzione possa favorire lo sviluppo della patologia (Ceciliani et al., 2004).

Da quanto sopra riportato emerge come l'acido sialico possa giocare un ruolo fondamentale nella
resistenza/suscettibilita al FCoV sia come recettore del virus sia come proteina immunomodulatrice. Mancano
per0 informazioni sull'eventuale relazione tra acido sialico totale e coronavirosi feline, anche perché non sono
stati validati, nel gatto, metodi di determinazione del TSA felino. Scopo di questa parte della tesi € proprio
quello di validare un metodo per la determinazione dell'acido sialico totale nel siero felino e di valutare le
eventuali variazioni nella concentrazione di TSA in gatti con coronavirosi.

Di seguito e descritto I'approccio sperimentale e sono riassunti i principali risultati e considerazioni, da cui &
scaturito uno studio pubblicato sulla rivista Canadian Journal of Veterinary Research (n° 3 dell'elenco
pubblicazioni).

Materiali e Metodi

VALIDAZIONE ANALITICA DEL METODO DI MISURAZIONE DELL'ACIDO SIALICO TOTALE NEL SIERO

Il metodo utilizzato e rappresentato dallautomazione di un kit commerciale (Roche diagnostic, Mannheim,
Germania) basato su un principio enzimatico attraverso il quale I'acido sialico legato alle glicoproteine sieriche
viene liberato per poi essere scisso in N-aceti-mannosamina e piruvato. Quest'ultimo viene ossidato a
formare perossido di idrogeno che viene convertito grazie alla toluidina in composto di colore rosso che pua
essere misurato mediante uno spettrofotometro automatico (Cobas Mira, Roche diagnostic, Basilea, Svizzera)
alla lunghezza d'onda di 550 nm.

Nella fase di validazione sono state effettuate le seguenti prove:

- precisione intra-assay: valutata mediante 5 letture ripetute di un siero nel quale una preliminare lettura
aveva permesso di rilevare un'alta concentrazione di TSA (471,42 mg/L), e di uno caratterizzato da
bassa concentrazione di TSA (10,79 mg/L). Utilizzando media e deviazione standard delle 5 letture &
stato calcolato il CV (deviazione standard/media x 100).

- precisione inter-assay: valutata leggendo in triplicato, in tre sessioni successive, il campione di siero a
concentrazione elevata sopra descritto diluito al 50% in soluzione fisiologica e cacolando poi il CV
come sopra descritto.

- accuratezza analitica: valutata mediante prova di linearita di diluizione, nella quale il siero a
concentrazione elevata sopra citato € stato diluito in soluzione fisiologica in modo da ottenere
diluizioni finali del 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%. Ogni campione € stato sottoposto a 5 letture ed

i valori ottenuti sono stati confrontati con quelli attesi in modo da valutare la linearita della risposta.
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- LLOQ: determinato in base a media, deviazione standard e CV per delle letture a bassa
concentrazione della LUD
- LLOD: valutato leggendo in triplicato il bianco campione

DETERMINAZIONE DEL TSA NEL SIERO FELINO

Sono stati analizzati 108 campioni di siero prelevati da veterinari liberi professionisti ed inviati nel periodo
1997-2007 presso il nostro Dipartimento e conservati in congelatore a -20°C. | campioni in oggetto sono stati
scelti tra i circa 1000 archiviati presso il Dipartimento se rispondevano ai seguenti criteri di inclusione: 1)
presenza di informazioni relative alla diagnosi; 2) presenza di dati di laboratorio completi; 3) presenza di
informazioni relative al follow up; 4) disponibilita di adeguate quantita di campione in buone condizioni di
conservazione

In base alle informazioni di cui sopra i sieri sono stati suddivisi nei seguenti gruppi:

- Gruppo A (controlli): 9 campioni prelevati da gatti clinicamente sani, sieronegativi per coronavirus, e privi di
alterazioni clinico-patologiche;

- Gruppo B (FCoV-positivi non sintomatici): 48 campioni di siero prelevati da 40 gatti clinicamente sani (alcuni
campionati piu volte nel tempo), ma positivi a test sierologici (titoli per lo piti variabili tra 1:100 e 1:400) e/o
PCR nelle feci per coronavirus

- Gruppo C (FIP): 28 campioni prelevati da altrettanti gatti malati di FIP (25 in forma essudativa e 3 in forma
non essudativa), come confermato in sede post-mortale

- Gruppo D malattie diverse dalla FIP: 23 campioni prelevati da altrettanti gatti inclusi in precedenti studi
(Giordano et al, 2004b; Ceciliani et al., 2004; Paltrinieri et al., 2007a; Paltrinieri et al., 2008) e colpiti da forme
neoplastiche o infiammatorie (queste ultime ovviamente non dovute a FIP).

In tutti i campioni in cui tale dato non era stato acquisito al momento della prima diagnosi, la concentrazione
ematica di AGP ¢ stata determinata utilizzando un kit presente in commercio (Tridelta feline AGP, Maynoot
Co. Kildare, Irlanda), basato sulla metodica di immunodiffusione radiale in gel.

In 9 casi, oltre alla concentrazione di AGP, era stato determinato, in un precedente lavoro (Paltrinieri et al.,
2008) anche il grado di sialilazione della AGP stessa, nonché, negli stessi gatti, il titolo anticorpale e la
quantita di coronavirus eliminata con le feci.

Su tutti i campioni il TSA ¢ stato poi determinato con il metodo sopra citato, riducendo al minimo le sessioni di
lavoro per minimizzare gli effetti della variabilita “inter-assay.

| valori di TSA rilevati nei diversi gruppisono stati utilizzati per definire, con statistiche descrittive, la media e la
deviazione standard, nonché il valore mediano, e l'intervallo di distribuzione al 95° percentile e poi sono stati
confrontati tra loro mediante ANOVA non parametrico per dati indipendenti (test di Kruskall-Wallis), seguita da
test di Tukey HSD (honest difference test).
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La concentrazione di TSA e di AGP rilevata nei prelievi ripetuti degli stessi soggetti & stata confrontata
mediante test t per dati appaiati non parametrico di Wilcoxon.

L'eventuale correlazione tra TSA ed AGP e stata verificata mediante test di correlazione di Spearmann. Lo
stesso test € stato utilizzato, nei 9 soggetti in cui tali dati erano disponibili, per ricercare eventuali correlazioni
tra concentrazione di TSA, AGP, carica virale (in termini di numero di copie di RNA nelle feci) e entita di
sialilazione della AGP in rapporto a un pool di sieri a titolo noto di sialilazione.

Alla luce della diagnosi finale per ogni osservazione su scala continua corrispondente a valori di TSA o di AGP
sono stati calcolati il numero di veri positivi (VP = animali con FIP con valore di TSA o AGP superiore ad ogni
specifico valore rilevato), veri negativi (VN = animali senza FIP con valore di TSA o AGP inferiore ad ogni
specifico valore rilevato), falsi positivi (FP = animali senza FIP con valore di TSA o AGP superiore ad ogni
specifico valore rilevato) e falsi negativi (FN = animali con FIP con valore di TSA o AGP inferiore ad ogni
specifico valore rilevato).

Utilizzando i dati di VP, FP, VN, FN, sono stati calcolati, per ogni dato osservato, i valori di specificita e
sensibilit e con essi i valori di likelihood ratio e predittivita.

| valori di specificita e sensibilita rilevati per ogni valore sono stati confrontati tra loro per definire il punto-
valore in cui i due dati si incrociavano, da utilizzare come cut-off che massimizza la resa diagnostica dei due
test. E per disegnare una curva ROC per valutare il potere discriminante espresso in termini di differenza
rispetto alla linea di identita. Le curve ROC ottenute per TSA ed AGP sono state poi confrontate tra loro per
definire la differenza in termini di potere informativo

| valori di sensibilita e specificita, le curve ROC e i rapporti di verosimiglianza sono stati calcolati sia sull'intero
campione di animali incluso sia dopo rimozione dal campione dei soggetti con neoplasia cutanea, che non

costituiscono, evidentemente, un problema diagnostico compatibile con FIP.

Risultati

Il metodo utilizzato ha mostrato un CV dello 0,6 % sul siero a valore alto di TSA e del 47,5% sul siero a valore
basso. Il CV inter-assay, calcolato su siero con concentrazione media rispetto alle precedenti, é risultato
essere del 5,3%.

Il risultato della prova di linearita di diluizione (figura 35) ha evidenziato un’ottima linearita (linear fit P = 0,00) e
ha evidenziato perdita di precisione a valori inferiori a 50 mg/dL (LLOQ). Il LLOD € invece risultato pari a 0.

| livelli di TSA rilevati nei diversi gruppi (tabella 27) hanno evidenziato, nel gruppo di controllo, valori

sovrapponibilia a quelli rilevati negli animali sani di altre specie (Thougaard et al., 1994).
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Figura 35 Correlazione lineare tra valori attesi ed osservati nella prova di diluizione.

Controllo FCoV FIP non FIP
mg/L mg/L mg/L mg/L
Media£SD | 433,5+179,0 | 385,6 +192,2 | 556,7 £ 268,3 | 512,6 + 281,2
(mediana) (402,4) (379,7) (475,7) (433,8)
Min-Max | 265,5-749,8 | 159,3-995,3 | 187,2-1174,7 | 194,1-1099,3

Tabella 27 Livelli di TSA rilevati nei diversi gruppi

Rispetto al gruppo di controllo non si sono rilevati valori significativamente diversi nei gatti FCoV positivi per
cui questi due gruppi di animali sono stati considerati un unico gruppo di controllo (A1) la cui concentrazione di
TSA e di 393,2 + 189,4 mg/L (mediana = 380,2 mg/L), con range di distribuzione pari a 160,9 + 956,9 mg/L.
Nei gatti con FIP, la concentrazione media di TSA € risultata significativamente piu elevata di quella dei gruppi
A (p=0,017) e B (p = 0,002), ma anche del gruppo Al (p=0,002). Anche i gatti con malattie diverse dalla FIP,
nel loro insieme, presentano valori medi di TSA superiori a quelli dei gruppi A (p = 0,045), B (p = 0,034) e Al
(p = 0,040). Allinterno di questo gruppo, sono stati poi creati due sottogruppi di numerosita sovrapponibile,
quello dei fibrosarcomi iniezione indotti (D1) e quello delle patologie infiammatorie) (D2). Il gruppo D1 presenta
valori di TSA pari a 546,5 + 331,8 mg/L (mediana 433.8 mg/L, intervallo di riferimento: 211,5-1117,8 mg/L)
mentre quello D2 presenta valori di TSA pari a 468.6 £ 206.7 mg/L (mediana 445.4 mg/L; intervallo di
riferimento: 205.9-789.7 mg/L). Quando i di questi gruppi vengono confrontati tra loro, nonostante un piu alto
valore medio nel gruppo D1, non si rinvengono differenze statisticamente significative

La curva ROC disegnata utilizzando i valori di sensibilita e specificita del TSA per la diagnosi di FIP (figura 36)
evidenzia una significativita (p<0,001) ma l'area sotto la curva € é relativamente ridotta (68%; intervallo di
confidenza al 95% = 56-79%).

L'analisi dei valori di sensibilita e specificita evidenzia la massima resa diagnostica a valori pari a 444.3 mg/L
di TSA, concentrazione alla quale corrispondono pero bassi valori di sensibilita (60,7%), specificita (61,3%) e
likelihood ratio (1.57).

99



Dato che molto dell'acido sialico circolante € legato a proteine e che la piu ricca di queste proteine sialilate &
I'’AGP, sono stati confrontati i valori di AGP rilevati nei diversi gruppi (tabella 28).

ROCFIP

True positive rate (Sensitivity)

0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
False positive rate (1-Specificity)

No discrimination

—o— Data

Figura 36 Curva ROC sulla sensibilita e specificita del TSA come metodo diagnostico per FIP

A B C D2 | D1
043065314125/ 0,53
023043160/ 129|048

AGP (mg/mL)

Tabella 28 Concentrazione di AGP rilevate nei sieri dei diversi gruppi presi in esame

Solo i gatti con FIP e, in minor misura, quelli con malattie infiammatorie (D2) presentavano valori
significativamente diversi da quelli dei controlli. Pur in presenza di una di statistica correlazione tra valori di
TSA e (p = 0,006) i coefficienti di correlazione sono risultati molto bassi sia considerando la popolazione nel
suo insieme (r2 = 0,23), sia considerando separatamente i controlli (2= 0,02), i gatti con FIP (r2 = 0,14) e quelli
con patologie diverse dalla FIP (r2 = 0,65). L'analisi delle curve ROC (figura 37) rileva performances maggiori
per 'AGP (AUC = 96%) di quelle sopra citate per il TSA (58%) (ma P<0,001 in entrambi i casi).
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Figura 37 Confronto delle curve ROC circa I'efficienza diagnostica per FIP di AGP e TSA
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portatore/eliminatore di coronavirus sono riportati in tabella 29.

MAA [SNAI | AGP SIAL FCoV
GATTO | 06y | %) | (mgimL x100) | (mg/L) | (copie RNA/ 100) | T'TOO/10
2 | 8 | 77 /35 | 3351 143,0 5
% | 89 | 117 77.08 158,1 3470 320
B | 77 | 116 38,55 176,8 03 10
37 | 8 | 101 5220 190,9 00 80
38 | 9% | 108 23,94 176,8 15 10
3 | 77 | % 2195 | 200,7 2400 5
1| 66 | 97 87,77 165,0 2130 20
3 | 97 | 9 8777 | 2333 1.8 10
| 145 | 87 5451 | 3074 00 10

| risultati dei 9 gatti in cui erano disponibili informazioni circa il grado di sialilazione e lo “status” di

Tabella 29 Dati relativi a concentrazione e grado di sialilazione dell’ AGP, stato di portatore/eliminatore di coronavirus e
concentrazione ematica di TSA.

L'analisi visiva dei dati sembra evidenziare un certo grado di correlazione negativa tra la concentrazione di
TSA e i dati relativi ai coronavirus (titolo anticorpale e copie di RNA rilevate nelle feci) o alla marcatura
dellacido sialico sulla AGP mediante lectina SNA, che evidenzia I'acido sialico in posizione a2,3: i soggetti in
cui il TSA e elevato mostrano infatti titoli bassi, poco RNA nelle feci e minore sialilazione in posizione 02,3
rispetto agli altri e viceversa. Tutti gli altri parametri non sembrano molto correlati, con I'eccezione del
confronto tra TSA e quantitd di acido sialico in posizione a2,6, rilevabile con la lectina SNA, che sembra
muoversi, nei diversi gatti, in maniera pit 0 meno parallela al TSA. Al di a delle impressioni “visive” I'analogia

di comportamento tra TSA e altri dati ha fornito i risultati statistici riportati in tabella 30.

TSAvs MAA | TSAvs SNA | TSAvs AGP | TSAvsFCoV | TSAvs TITOLO
r2 0,26 0,79 0,24 0,35 0,77
P 0,5003 0,0104 0,5275 0,3515 0,0150

Tabella 30 Correlazione di Spearmann tra TSA, lectina SNA, AGP e titolo anti-FCoV.

evidenziano differenze significative tra i prelievi sequenziali

| risultati relativi allandamento di AGP e TSA in campioni ripetuti degli stessi animali (figura 38) non
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Figura 38 Rappresentazione grafica dei risultati inerenti alla TSA e alla concentrazione sierica di AGP ottenuti in due
prelievi effettuati sugli stessi soggetti in tempi successivi

Discussione

| risultati delle prove di validazione hanno evidenziato un elevato livello di precisione a valori di TSA che nelle
successive fasi dello studio si sono rivelati corrispondenti all'intervallo di decisione clinica (vedi oltre) ma non
accettabile per TSA ridotta bassi, peraltro di molto inferiori al LLOQ, mentre la riproducibilita tra sessioni
diverse ha dato risultati soddisfacenti, cosi come I'accuratezza e la sensibilita analitica (LLOD).

La semplice infezione da coronavirus, in assenza di alterazioni clinico patologiche, non € associata ad
alterazioni della concentrazione sierica di TSA.

Al contrario, entrambi i gruppi patologici hanno mostrato elevati valori di TSA, a suggerire che il TSA funge da
marker di patologia generico piu che da indicatore di uno specifico processo patologico, come gia rilevato sia
nell'uomo (Sillanaukee, 1999b) che nel cane (Thougaard et al, 1998). Questo sospetto viene confermato dalla
curva ROC, che pur in presenza di una signficiativita statistica, evidenzia una area sotto la curva non
particolarmente elevata. Inoltre, questa limitata efficienza diagnostica si evince anche dai valori di sensibilita e
specificita, entrambi vicini al 60%: in altri termini, nella sua massima performance diagnostica, il TSA riesce ad
identificare correttamente solo il 60% dei veri negativi ed il 60% dei veri positivi e quindi il tasso di errore & pari
al 40% in entrambi i casi. Ovviamente, a valori superiori, il tasso di falsi positivi diminuirebbe, ma
aumenterebbe notevolmente quello dei falsi negativi. Anche la bassa likelihood ratio indica che la probabilita
che un gatto con valori di TSA superiori al cut-off abbia la FIP sono molto simili a quelle di non avere la
malattia. Utilizzando il LR & per0 possibile calcolare la probabilita di malattia in funzione della percezione che
si aveva della possibilita di malattia pre-test. In altri termini, nel caso di un gatto con storia anamnestica e
clinica e con sintomi compatibili con FIP certezza anche valori alti di TSA possono supportare la diagnosi.
L’andamento dei valori di AGP & invece diverso da quello del TSA in quanto aumenta soprattutto nei gatti con
FIP, e questo fa si hce la resa diagnostica evidenziata dalle curve ROC sia migliore per AGP che non per
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TSA. Cio suggerisce che non esiste una stretta correlazione tra AGP e TSA e tale ipotesi € confermata dai
bassi coefficienti di correlazione rilevati.

Seppure basati solo su pochi dati, i risultati relativi alla correlazione tra TSA e altri parametri associati a
coronavirosi 0 a sialilazione del’AGP sembrano indicare che in presenza di alti livelli di acido sialico la
colonizzazione del virus e la risposta anticorpale contro di esso sono ridotte, a conferma delle ipotesi
precedentemente emesse circa il possibile ruolo di tale molecola nel conferire resistenza alle coronavirosi
(Paltrinieri et al., 2008). | dati relativi al rapporto tra TSA e sialilazione del’AGP infine sembrano confermare
quanto supposto in precedenza circa la relativa indipendenza dei due parametri, a conferma che sono
probabilmente altre le proteine sialilate responsabili dei livelli di acido sialico totale nel siero. Tale
supposizione é confermata anche dallanalisi dei prelievi ripetuti, che non ha evidenziato analogie tra le
fluttuazioni di TSA e AGP.

In conclusione, in questa parte della tesi € stato possibile validare la metodica di determinazione dell'acido
sialico totale nel siero felino, rilevando ottime caratteristiche di precisione o accuratezza a valori clinicamente
rilevanti. Il TSA sembra essere legato alla presenza di patologie pit che a quella di FIP o di semplici
coronavirosi, tanto da non assumere valore diagnostico per FIP se non in presenza di un’elevata probabilita
pre-test di malattia. A questo scopo & molto piu utile fare riferimento ai valori di AGP, che invece mostrano
performances diagnostiche migliori, e che, pur essendo riferiti ad una proteina altamente sialilata, seguono un
andamento diverso da quello del TSA. Cio porta a concludere che 'AGP contribuisca solo marginalmente al
TSA nel gatto. L'analisi dei dati in funzione della quantita di escrezione virale e del grado di sialilazione
del’AGP hanno permesso di rilevare alti livelli di TSA nei soggetti in cui la carica virale e la risposta
anticorpale sono ridotte, suggerendo che il TSA puo essere in qualche modo coinvolto nella “protezione” nei

confronti dei coronavirus.
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VALIDAZIONE DI UN METODO IN FASE SOLIDA PER L’ANALISI DEL TIPO DI SIALILAZIONE DI
PROTEINE PLASMATICHE E TISSUTALI E APPLICAZIONE NELLO STUDIO DElI TUMORI MAMMARI
DEL CANE

La famiglia delle sialiltransferasi (EC 2.4.99.1) & una classe di glicosiltransferasi che trasferiscono I'acido
sialico da un substrato donatore ad un substrato accettore polisaccaridico, secondo la seguente reazione:

CMP-B —-SA+ HO-accettore — citosina 5’'monofosfato (CMP)+acido sialico (SA)-a-O-accettore

CMP:; citosina 5’'monofosfato
SA: acido sialico

Tutte le sialiltransferasi sono caratterizzate da una tipologia di tipo Il trans membrana e hanno una struttura
comune composta da una breve coda citoplasmatica N-terminale, un dominio trans membrana, una regione
chiamata ‘peduncolare’, ed un dominio catalitico.

Fino ad oggi sono stati identificati 20 membri della famiglia delle sialiltransferasi, raggruppati nelle seguenti
quattro famiglie a seconda del legame carboidrato-acido sialico che esse catalizzano:

1) P-galactoside 02,3 sialiltransferasi (ST3Gal I-VI): i membri di questa famiglia trasferiscono I'acido
sialico dal donatore al galattosio mediante un legame a2,3.

2) PB-galattoside 02,6 sialiltransferasi (ST6Gal | e I1): i membri di questa famiglia trasferiscono I'acido
sialico dal donatore al residuo terminale del galattosio attraverso un legame a2,6.

3) GalNAc 02,6 sialiltransferasi (STGalNAc I-VI): la sigla GalNAc significa ‘galattosio N-
acetilneuraminico’. | membri di questa famiglia trasferiscono I'acido sialico dal donatore ai residui N-
acetylgalattosaminici delle glicocatene attraverso un legame a2,6.

4) a2,8-sialiltransferasi (ST8Sia I-VI): i membri di questa famiglia trasferiscono l'acido sialico dal
donatore al residuo terminale delle glicocatene attraverso un legame a2,8.

Questi enzimi regolano I'espressione di particolari molecole di adesione che, come accennato in precedenza,
€ un evento cruciale anche nel processo di trasformazione neoplastica e nella sua metastatizzazione. Durante
lo sviluppo della malattia si hanno notevoli modificazioni delle glicoproteine presenti sulla superficie delle
cellule tumorali associate ad una aberrante glicosilazione (Narayanan, 1994), cui conseguono modificazioni
funzionali (Kim e Varki, 1997). Le modificazioni piu caratteristiche delle sialilazioni associate a neoplasia sono:

1) variazione di struttura e legami dell'acido sialico (Kim e Varki, 1997). Tale variazione permette il

riconoscimento da parte delle selectine, che facilitano cosi 'interazione tra cellule maligne e piastrine,

leucociti ed endotelio, facilitando la comparsa di metastasi (Varki e Varki, 2002).
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2) Incremento di contenuto di acido sialico nelle cellule tumorali. Cio protegge queste cellule
dall'attivazione del complemento mediata dal reclutamento del fattore plasmatico H e dal suo
successivo alla membrana. D'altro canto, le stesse cellule tumorali sembrano secernere tale fattore,
contribuendo quindi al fenomeno sopra descritto (Ajona et al, 2004).

3) Sialilazione delle mucine secrete dalle cellule tumorali o rilasciate nello spazio extracellulare in seguito
a morte della cellula neoplastica (Rhodes, 1999).

4) Comparsa di acido sialico non normalmente rilevabile nel siero umano (Neu5Gc) e di anticorpi contro
proteine contenenti Neu5Gc (Malykh et al., 2001). Si pensa che cio avvenga perché la presenza di
una debole risposta immunitaria € in realta utile alle cellule tumorali (Tangvoranuntakul et al., 2003),
perché induce angiogenesi e infiltrazione leucocitaria.

Le alterazioni di cui sopra sono spesso dipendenti da alterazioni nell'attivita sialiltrasferasica. L'attivita
dell'enzima ST6Gal | aumenta nella maggior parte dei campioni di tessuto prelevati da tumori colon-rettali
umani (Dall'Olio et al., 1989). Ulteriori studi hanno dimostrato un'espressione ancora piu elevata nelle
metastasi, rispetto ai tumori primari (Gessner et al., 1993). La presenza dell'acido sialico legato in posizione
02,6 pud modulare le interazioni biologiche in due modi possibili: per prima cosa mascherando le sottostanti
catene di zuccheri (ovvero le sequenze di lattosamina) ed ostacolando la loro interazione con specifiche
lectine di galattosio (galectine); in secondo luogo mediante l'interazione diretta con specifiche lectine legate
all'acido sialico (siglects: sialic acid binding Ig-like lectins) (Passaniti e Hart, 1988).

Tuttavia esistono diverse discrepanze negli studi condotti in medicina umana circa l'effettivo ruolo della
sialitransferasi, soprattutto per quel che riguarda un suo possibile impiego in diagnostica come marker
diagnostico e/o come marker di progressione o di prognosi in soggetti portatori di neoplasia. In particolare, i
primi studi relativi a tale enzima sostengono che la sensibilita e la specificita della sialiltransferasi come
marker tumorale siano limitati (Bergé et al., 1984). Tale studio, infatti ha riscontrato un'elevata attivita della ST
in tessuti normali come la ghiandola salivare, la tiroide e il fegato, mentre livelli pit bassi della sua attivita si
sono riscontrati a livello di diversi altri tessuti. Inoltre la quantita dell'attivita enzimatica nei tessuti non era tanto
diversa dai livelli di ST nel siero. La comparazione dei livelli di attivita sialitransferasica (ST) di tessuti tumorali
con quelli rilevabili nei corrispondenti tessuti normali dello stesso individuo, permette di rilevare solo aumenti di
modica entita. Infatti solo una piccola percentuale di tumori (20%) € caratterizzata da un significativo aumento
della quantita di ST. Inoltre, tale aumento invece che essere il risultato di una massiva produzione tumorale
dell'enzima, potrebbe originare da una reazione infiammatoria o proliferativa da parte dei circostanti tessuti
normali ed & in parte rilevabile anche in pazienti con artrite reumatoide o con altre patologie non neoplastiche.

Altri studi rilevano che il controllo dellattivita delle sialiltransferasi nelle cellule & multifattoriale e il tessuto
d'origine gioca sicuramente un ruolo rilevante. In vivo nelle cellule del sistema nervoso embrionale nelliniziale

fase di adesione cellulare e di sinaptogenesi c'e una down-regolazione dell'attivita delle sialiltransferasi, con
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conseguenti alterazioni nell'espressione dello sviluppo delle sialoglicoproteine che causano cosi alterazioni nel
pattern neuronale e conseguenti deficit embrionali (Cookman et al., 1987; Edelman e Chuong., 1982).

Cellule tumorali colon-rettali contengono un alto livello di sialiltransferasi, in particolare del tipo 02,6, ma in
alcune condizioni sono attivate anche le sialiltransferasi 02,3 (Weinstein et al,1982).

Inoltre sono stati condotti diversi studi sull'acido sialico totale, sulle proteine sialilate in 02,6 e 02,3, e
sull'attivita enzimatica di 02,3 e a2,6 sialiltransferasi nei tessuti e nel siero durante al monitoraggio di tumori
del cavo orale nell'uomo. Tali studi hanno permesso di valutare I'importanza sia dell'acido sialico che delle
sialiltransferasi nella diagnosi, nella prognosi e nel monitoraggio del trattamento con farmaci antitumorali
(Manisha et al., 2008). Un recente studio suggerisce che l'inibizione dell'acido sialico sulla superficie cellulare
potrebbe fornire un target terapeutico anti-metastasi (Hsu et al., 2005). Mediante I'uso delle lectine SNAI e
MAA per la discriminazione delle sialoproteine 02,6 e 02,3 in pazienti con tumori del cavo orale e in stadio
precanceroso si sono potuti evidenziare diversi aspetti importanti: entrambi gli enzimi sono associati con il
potere invasivo e metastatico dei tumori orali, e le variazioni di sialilazione di tipo 02,6 sono associate con
Iinvasivita del tumore (Dall'Olio e Trere,1993). Analisi ripetute hanno evidenziato una correlazione positiva tra
le sialoproteine 02,6 e la bassa differenziazione dei tumori e lo stadio avanzato della patologia. In tale
contesto si € evidenziato che 02,3ST e maggiormente associata all'ipersalivazione durante le prime fasi dello
sviluppo tumorale, mentre 02,6ST e associata alla progressione della patologia e alle metastasi. Cio
suggerisce che le isoforme possano avere un ruolo diverso durante lo sviluppo della patologia e che
l'aumentata sialilazione sulla superficie cellulare aiuti le cellule tumorali a “scappare” dal sito primitivo
(Gessner et al., 1993).

L'aumento dell'attivita enzimatica della ST nel siero & dovuto o a secrezione da parte delle cellule neoplastiche
0 ad un rilascio che avviene durante la degradazione cellulare. Una delle cause che regolano la comparsa di
tali enzimi nel siero potrebbe essere legata al loro rilascio a partire dai costituenti delle membrane plasmatiche
allinterno delle cellule circolanti appartenenti al sistema immunitario (Chatterjee et al., 1979).

L'analisi dell'attivita sialiltrasferasica e del tipo di sialilazione é ostacolata dalla scarsita di metodi applicabili su
larga scala. | metodi per determinare il tipo di sialilazione solitamente sfruttano I'affinita dell'acido sialico per le
lectine. Tali metodi possono analizzare sia I'acido sialico circolante, dopo immobilizzazione su molecole
asialilate, sia l'acido sialico espresso su proteine purificate e/o separate dal siero e fatte migrare
elettroforeticamente, sia le molecole di acido sialico presenti in sezioni di tessuto (Drake et al., 2006; Shah et
al., 2008). In particolare, per quanto riguarda la sialilazione in posizione 02,3 e a2,6, sul materiale preparato
come sopra descritto, vengono applicate le lectine MAA o SNAI, rispettivamente (vedi materiale e metodi).
Dato che la sialiltransferasi € una proteina, sono stati messi a punto metodi tesi a valutare la sua espressione
a livello di mRNA (Yamamoto et al., 1997) e metodi immunoenzimatici, applicabili sia su fluidi biologici o
omogeneati cellulari che su tessuti, basati su immunofluorescenza (Berger e Hersford, 1985), ELISA

(Futakawa et al., 2009), radioimmunologia € immunoistochimica.
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Tali metodi sono quindi quantitativi € permettono di rilevare la presenza/assenza dell'enzima o, per quanto
riguarda i tessuti, la sua distribuzione e/o localizzazione ma non permettono di stabilire I'entita dell'attivita
dell’enzima. La semplice presenza di un enzima, né tantomeno la presenza del’'mRNA che lo codifica, pero,
non implicano che I'enzima stesso sia funzionante.

Per ottenere questa informazione devono invece essere utilizzati metodi in grado di identificare la attivita
sialiltransferasica: dato che l'effetto ultimo della sialitransferasi € quello di “spostare” acido sialico da un
donatore a una molecola che funge da accettore, sono stati messi a punto metodi in grado di rilevare quanto
I'eventuale enzima presente in siero e/o tessuti € attivo, cioe quanto € in grado di catalizzare la reazione per
cui é specifico. Generalmente gli accettori ideali sono molecole non sialilate che espongono residui affini
all'acido sialico, quali ad esempio il galattosio, il quale presenta siti di sialilazione diversi. Se all'accettore viene
donato acido sialico si puo verificare un legame 02,6 0 02,3 a seconda che nel campione sia presente 'una o
I'altra sialiltransferasi.

| metodi di valutazione dell'attivita sialiltransferasica si basano sull'utilizzo di accettori asialilati a cui viene
aggiunto acido sialico immettendo nella reazione un donatore di acido sialico (cioé una molecola sialilata che
tende a “perdere” acido sialico con facilita), in presenza del campione in esame: a seconda della ST
maggiormente attiva, avverra I'uno o I'altro tipo di sialilazione e la posizione in cui I'acido sialico si & andato a
fissare viene rilevata utilizzando le lectine citate in precedenza. Fermo restando il principio della metodica
sopra esposto, nel tempo sono stati proposti numerosi approcci per rilevare I'avvenuto legame. In alcuni casi
sono stati usati accettori specifici (diversi a seconda del tipo di sialilazione da evidenziare) seguiti dalla
rilevazione della positivita mediante utilizzo di acido sialico marcato radioattivamente (Kiljafiski et al., 2005) o
complessi sistemi robotizzati in grado di fissare lectine su microchip (Halliday et al., 2001). Tali sistemi hanno
lo svantaggio di essere particolarmente complessi, costosi, delicati da un punto di vista analitico e in alcuni
casi pericolosi per gli operatori. Esistono pero sistemi che utilizzano il principio analitico sopra descritto in
piastre ELISA, con rilevazione colorimetrica della reazione (Mattox et al., 1992; Yeh and Cummings, 1996).

La disponibilita di metodi per la caratterizzazione del tipo di sialilazione e dell'attivita sialiltrasferasica presenti
in siero e tessuti permetterebbe di acquisire informazioni utili non solo da un punto di vista della sanita
animale, ma anche dal punto di vista dell'oncologia comparata, soprattutto in presenza di tumori, come quello
mammario della cagna, dal comportamento biologico simile a quello della loro controparte umana.

Scopo di questa parte della tesi € quello di testare questi metodi ELISA su campioni di siero e tessuti canini
dopo omogeneizzazione e i paragonare i risultati, per quanto riguarda i tessuti, con quelli ottenibili mediante
marcatura con lectine delle glicoproteine di membrana in sezioni istologiche.

Di seguito & descritto I'approccio sperimentale e sono riassunti i principali risultati e considerazioni, da cui e
scaturito uno studio presentato al VI congresso nazionale AlPVet (N. 10 dell'elenco delle pubblicazioni) ed
accettato per la pubblicazione dalla rivista Veterinary Pathology con “major revision” (N. 21 dell'elenco
pubblicazioni).
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Materiali e Metodi
PRINCIPIO DEL METODO
Il metodo utilizzato descritto da Mattox et al. (1992) e da Yen e Cummings (1996) si basa sull'utilizzo di
asialofetuina, che funge da accettore di acido sialico, che viene adsorbita sui pozzetti di una piastra ELISA.
Dopo aggiunta di un donatore di acido sialico (citosina 5-monophospho-N-acido acetil neuraminico o0 CMP-
NeuAc) e del campione in esame, l'acido sialico rilasciato dal CMP-NeuAc si leghera al galattosio
dell'accettore in posizione 02,3 0 02,6 a seconda che nel campione in esame sia presente prevalentemente
sialiltrasferasi 02,3 0 02,6 rispettivamente. Per rilevare in che posizione si € legato I'acido sialico vengono
utilizzate le lectine MAA o SNAI, estratte da Maackia Amurensis e Sambucus Nigra, rispettivamente, ed in
grado di legarsi I'una I'acido sialico in posizione a2,3, I'altra I'acido sialico in posizione 02,6. Tali lectine sono
biotinilate e dopo aggiunta del complesso avidina-perossidasi e di un cromogeno (diaminobenzidina o DAB),
emettono un segnale colorato che pud essere poi rilevato spettrofotometricamente. Rispetto al protocollo
originale, abbiamo effettuato alcune modifiche per potere valutare oltre alla attivita sialiltrasferasica, anche il
tipo di sialilazione “nativo” abbiamo quindi voluto verificare se la semplice aggiunta di siero o0 omogenati di
tessuti, in assenza di donatori di acido sialico, fosse in grado di far rilevare una prevalente presenza di acido
sialico 02,3 0 a2,6. Sono stati quindi allestiti, oltre ai pozzetti contenenti CMP-NeuAc e siero 0 omogeneati di
tessuto, anche dei pozzetti contenenti solo siero 0 omogeneati di tessuto, procedendo poi alla rilevazione del
segnale. | dettagli del metodo sono i seguenti:
= | pozzetti di una ELISA a fondo piatto sono stati riempiti con 100pl di tampone bicarbonato pH 9,6
(Na2CO3 150 mM, NaHCO3 348mM, 0,02% NaN3) contenenti 2 mg/mL di asialofetuina bovina
(Asialofetuin from fetal calf serum, type I, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA);
= dopo incubazione a temperatura ambiente per una notte, la piastra é stata lavata tre volte con 300yl di
PBS/NaN3 con un sistema automatico per lavaggio di piastre ELISA (Biorad Microtech, California);
= dopo i lavaggi, ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 300 pl di una soluzione bloccante (1% BSA in PBS
con 0,05% di sodio azide NaN3);
= dopo 2 ore di incubazione la piastra & stata lavata come sopra descritto, utilizzando la stessa
soluzione di lavaggio addizionata di Tween 20 allo 0,05%;
= ogni campione ¢ stato diluito in un volume finale di 100yl (in proporzioni diverse nelle varie prove sotto
descritte) in tampone cacodilato 50mM, pH 6.5, contenente albumina bovina (bovine serum albumin o
BSA, 10 mg/ml) sia in presenza che in assenza di CMPNeuAc (50pM) e MnCI2 (10mM);
In particolare, per ogni campione € stato preparato un volume di reazione sufficiente a riempire otto
pozzetti, in maniera da poter testare in doppio ognuna delle 4 condizioni sperimentali, rappresentate da:
= incubazione in assenza di CMPNeuAc e rilevazione con lectina MAA,
= incubazione in presenza di CMPNeuAc e rilevazione con lectina MAA;
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= incubazione in assenza di CMPNeuAc e rilevazione con lectina SNAI;

= incubazione in presenza di CMPNeuAc e rilevazione con lectina SNAI;

» |a piastra e stata incubati a temperatura ambiente per 2 ore;

= dopo tre lavaggi effettuati come sopra descritto, ai pozzetti destinati alla valutazione dell'attivita della
sialiltransferasi 02,3 sono stati aggiunti 100ul di lectina MAA (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) e a quelli destinati alla valutazione dellattivita della sialiltransferasi 02,6 sono stati aggiunti
100ul di lectina SNAI (Vector Laboratories). Entrambe le lectine erano diluite in PBS alla
concentrazione di 2 pg/mL;

» |a piastra e stata quindi incubata per 1 ora a temperatura ambiente;

= dopo tre lavaggi eseguiti come sopra descritto ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 100l di complesso
avidina-perossidasi (soluzione ABC kit, Vector Laboratories);

» |a piastra € stata incubata 1 ora a temperatura ambiente e lavata come sopra descritto e ai pozzetti
sono stati aggiunti 100yl di substrato della perossidasi (perossidasi e tetrametilbenzidina) ricostituito al
momento dell'uso come indicato dal produttore del reagente (R&D System, Minneapolis, MN, USA);

» |a piastra e stata quindi lasciata incubare a temperatura ambiente verificando la comparsa di colore
visivamente ed arrestando la reazione dopo tempi variabili nelle diverse prove di messa a punto,
mediante aggiunta, ad ogni pozzetto, di 50 ul di soluzione di stop, costituita da acido solforico 0,2N;

» |a densita ottica dei pozzetti & stata letta con un lettore di piastre (Labsystems Multiskan MS, Dastt,
Cornaredo, ltaly) utilizzando la lunghezza d'onda di 450 nm utilizzando la lunghezza d'onda di 540

nm come riferimento, in grado di rilevare la positivita “di fondo”
FAMILIARIZZAZIONE E VALIDAZIONE DEL TEST

Per la prima fase di validazione del metodo su fase solida sono stati utilizzati pool di sieri di cane, selezionati
indipendentemente dalla presenza o meno di patologie.

Prima prova: per prendere confidenza con la metodica e verificare la reattivita dei diversi componenti della
reazione e di trarre informazioni preliminari relative ad accuratezza e precisione (ripetibilita) del metodo si &
utilizzato come donatore di acido sialico un campione di ascite di gatto con peritonite infettiva felina nel quale,
durante uno studio precedente (Rossi e Paltrinieri, 2009), era stata riscontrata un'elevata concentrazione di
acido sialico. La piastra € stata caricata come in tabella 31
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Donatore di acido sialico (ascite felina): dil 25% in PBS

Donatore di acido sialico (ascite felina): dil 50% in PBS

Cl C5 C10 C25 C50 Co

Co Cl C5 C10 C25 C50

Cl C5 C10 C25 C50 Co

Co Cl C5 C10 C25 C50

MAA Cl C5 C10 C25 C50 Co Co Cl C5 C10 C25 C50
Cl C5 C10 C25 C50 Co Co Cl C5 C10 C25 C50
Cl C5 C10 C25 C50 Co Co Cl C5 C10 C25 C50
SNAI Cl C5 C10 C25 C50 Co Co Cl C5 C10 C25 C50

Cl C5 C10 C25 C50 Co

Co Cl C5 C10 C25 C50

Cl C5 C10 C25 C50 Co

Co Cl C5 C10 C25 C50

Tabella 31 Schema di caricamento della piastra nella prova 1 (C = quantita di campione utilizzata, in pl)

In tutti e i pozzetti € stato posto il pool di sieri (100 ul) in maniera da avere, per ogni condizione di lavoro, 3

replicati con una certa concentrazione di campione (0, 1, 5, 10, 25 e 50 pl) ed un pozzetto di controllo.

Seconda prova: per definire la concentrazione ottimale di campione é stato utilizzato CMPNeuAc invece

dell'ascite felina, e la piastra € stata caricata come in tabella 32.

CMPNeuAc | 50 ul tampone + 50 ul campione diluito in PBS | diluizione diretta del campione nel tampone
Si 10 20 30 40 50 0 | 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
MAA 10 20 30 40 50 0 | 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
No 10 20 30 40 50 0 | 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
10 20 30 40 50 0 | 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
Si 10 20 30 40 50 0 | 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
SNA 10 20 30 40 50 0 | 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
No 10 20 30 40 50 0 | 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
10 20 30 40 50 0 | 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
2

Tabella 32 Schema di caricamento della piastra nella prova

(C =quantita di campione utilizzata, in pl)

In particolare, dato che il metodo originale prevedeva la “diluizione del campione in un volume finale di 100 pl

senza specificare se la concentrazione di tampone andasse mantenuta costante 0 meno, la piastra & stata

suddivisa idealmente in due meta, una delle quali & stata caricata con un volume costante di tampone, in

modo da non fare variare le condizioni di pH in funzione della quantitd di campione immessa nei diversi

pozzetti, e successivamente é stato aggiunto un volume costante di campione diluito a diverse concentrazioni

in PBS; nella seconda meta della piastra, invece, sono state preparate preliminarmente concentrazioni

variabili di campione mediante diluizione diretta nel tampone: in altri termini in questa seconda meta della

piastra sono state poste concentrazioni crescenti di campione nel tampone in modo da verificare I'effetto della

diluizione ma variando anche la concentrazione dei costituenti del tampone stesso.
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Gi altri passaggi della prova sono stati effettuati come previsto dal metodo originale.

Terza prova: si é svolta come la precedente, utilizzando solo le due concentrazioni di campione che nella
prova precedente sembravno dare le migliori caratteristiche di positivita. In particolare la piastra & stata
caricata come in tabella 33.

CMPNeuAc | 50 pl tampone + 50 pl campione diluito in PBS | diluizione diretta del campione nel tampone

Si 0 25 50 0% 25% 50%

MAA 0 25 50 0% 25% 50%
No 0 25 50 0% 25% 50%

0 25 50 0% 25% 50%

Si 0 25 50 0% 25% 50%

SNAI 0 25 50 0% 25% 50%
No 0 25 50 0% 25% 50%

0 25 50 0% 25% 50%

Tabella 33 Schema di caricamento della piastra nella prova 3 (C = quantita di campione utilizzata, in pl)

VALUTAZIONE DELL'UTILITA’ DEL TEST IN CANI SANI E CON NEOPLASIE

La parte di verifica dell'utilita del test in oggetto € stata invece eseguita su 7 campioni di sangue prelevati da 3
cani sani e privi di alterazioni ematologiche o biochimiche e da 4 cani affetti da neoplasia mammaria,
campionati all'atto della chirurgia, di cui erano note informazioni circa la presenza di macrometastasti
(ricercate radiologicamente). Sui sieri patologici sono state eseguite le prove ematologiche e biochimiche di
routine per valutare I'eventuale presenza di patologie sistemiche associate alla neoplasia.

Dai 4 cani con tumori e da uno dei soggetti sani, campionato durante ovario isterectomia, sono stati prelevati
anche campioni di tessuto mammario. Tali campioni sono stati posti in parte in formalina tamponata, inclusi in
paraffina e destinati all'allestimento di sezioni microtomiche dello spessore di 5 um, da destinare all'esame
istologico di routine teso a classificare i tumori secondo Misdorp et al. (1999) e a rilevare I'eventuale presenza
di micro metastasi nei linfatici o nei linfonodi satelliti, e da destinare alla colorazione istochimica con lectine.
Parte del tessuto € stata invece congelata in azoto liquido e usata per preparare sezioni criostatiche (5 um di
spessore) per la colorazione con lectine. Il resto del tessuto € stato immerso in 300 ul di tampone fosfato
(PBS, pH 7,6) e omogeneizzato manualmente. Dopo centrifugazione, il surnatante e stato trasferito in un‘altra
provetta e conservato a -20° fino al momento delle analisi tese a valutare la sialilazione su fase solida.

Sui campioni di siero e tessuto preparati come sopra descritto la sialilazione e I'attivita sialitrasferasica sono
stati valutati mediante il metodo messo a punto nella fase di validazione. In particolare, in ogni colonna della
piastra sono stati posti i campioni riferibili ad un singolo campione di siero 0 omogenato di tessuto. Alla luce
delle prove preliminari si & scelto di utilizzare la metodica diretta, diluendo direttamente il campione nel
tampone alla concentrazione del 25%.

In ogni prova sono stati registrati valori di densita ottica (D.O.) rilevati in ognuno dei pozzetti. | valori relativi ai
diversi pozzetti in cui lo stesso campione era stato posto in duplicato sono stati usati per calcolare la media
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delle letture e ottenere quindi il valore relativo ad ogni pozzetto. | valori sono stati quindi espressi direttamente
come D.O.. In ogni prova & stato poi sottratto al valore dei singoli campioni quello del “bianco reattivo”, cioé
del pozzetto contenente la miscela di reazione priva del campione, in modo da valutare eventuali variazioni in
aumento rispetto al bianco reattivo mediante analisi della varianza non parametrica di Kruskall Wallis seguita
da test di Bonferroni.

Inoltre € stata calcolata con un test t per dati appaiati di Wilcoxon la differenza percentuale tra il campione con
e quello senza donatore di acido sialico in modo da verificare il tipo di sialilazione indotto dalla sialiltransferasi
sierica. La differenza tra cani sani e patologici € stata calcolata con test di U Mann-Withney. In queste prove la
significativita delle differenze tra campioni incubati con e senza CMPNeuAc € stata valutata sempre con test
di Wilcoxon sia sull'intera popolazione che dopo suddivisione dei risultati nei due gruppi (sano e patologico).
Le sezioni di tessuto sono anche stati utilizzati per evidenziare l'acido sialico tissutale e della sua
conformazione (02,3 0 02,6) € mediante colorazione con lectine. A questo scopo i vetrini paraffinati sono stati
de paraffinati in passaggio di alcooli. Sia nei vetrini congelati che in quelli paraffinati sono state inibite le per
ossidasi endogene mediante incubazione a temperatura ambiente con acqua ossigenata. E' stato quindi
effettuato un blocking delle reazioni aspecifiche incubando i vetrini in tampone Tris, pH 7,6 addizionato di BSA
all'’1% (30 minuti a temperatura ambiente). Dopo lavaggi in Tris sono state applicate le lectine MAA e SNAI
biotinilate, diluite rispettivamente 1:500 e 1:1000 in tampone Tris, pH 7,6 addizionato di BSA 1%. In ogni prova
una delle sezioni di ogni campione € stata utilizzata come controllo negativo, sostituendo le lectine con
tampone Tris a pH 7,6. Dopo un’ora di incubazione e lavaggi in Tris € stato applicato il complesso avidina-
biotina-perossidasi (ABC) per 30 minuti a temperatura ambiente. Dopo lavaggi in Tris & stato applicato il
cromogeno 3,3-diaminobenzidina (DAB, Peroxidase substrate kit, Vector Laboratories) e a reazione avvenuta
(45 secondi circa) la colorazione € stata bloccata mediante immersione in acqua. | vetrini sono stati quindi

controcolorati con Emallume di Mayer (2 minuti), passati in concentrazioni crescenti di alcooli e coprioggettati.

Risultati

PROVE DI VALIDAZIONE

| risultati della prima prova (tabella 34) indicano che la densita ottica rilevata mediante colorazione con lectina
MAA é sempre stata inferiore a quella rilevata con lectina SNAI, a suggerire una maggiore presenza di ST
a2,6. Inoltre si rileva un'alta variabilita individuale soprattutto per la sialilazione in posizione a2,3. Il confronto
dei valori rilevati a concentrazioni diverse di campione evidenzia una segnale rilevabile chiaramente e non
influenzato dal colore di fondo del bianco reattivo per volumi superiori a 25 pl. | risultati della seconda prova
(tabella 35) confermano I'elevata intensita di segnale dopo colorazione con lectina SNAI. L'aggiunta di CMP-
NeuAc riduce l'intensita di segnale in tutti i pozzetti incubati con MAA ma la aumenta nei pozzetti incubati con
SNALIl segnale & comunqgue soddisfacente a concentrazioni superiori al 20%.
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DILUIZIONE ASCITE | pL CAMPIONE | e;fi“[")éA(CV) DIFF.vsOpl | eg)if-._kSD'\lSA(lCV) DIFF. vs 0 pl

0 0,83 % 0,06 (6,9%) 0,99 % 0,05 (5,2%)

1 0,81 £ 0,30 (37,5%) 0,02 1,60 + 0,55 (34,2%) 0,61

-~ 5 0,67 0,12 (17,7%) 0,17 1,45 + 0,56 (38,6%) 0,47

10 0,76 £ 0,20 (26,2%) 0,07 2,09 + 0,02 (0,7%) 1,10

25 0,89 % 0,09 (9,9%) 0,06 1,92 + 0,19 (10,1%) 0,93

50 0,87 £ 0,25 (28,7%) 0,04 2,24 % 0,09 (4,2%) 1,25
0 0,76 £ 0,06 (8,2%) 1,58 + 0,59 (37,2%)

1 0,70 £ 0,07 (9,9%) -0,06 2,01 £ 0,42 (20,8%) 0,43

50% 0,67 £ 0,17 (25,2%) -0,09 2,03 +0,15 (7,2%) 0,45

10 0,67 £ 0,06 (8,7%) -0,09 2,01 +0,13 (6,7%) 0,43

25 0,87 £ 0,04 (5,1%) 0,11 2,28 + 0,08 (3,3%) 0,70

50 0,86 £ 0,04 (5,3%) 0,10 2,44 £ 0,18 (5,3%) 0,86

Tabella 34 Risultati della prima prova di validazione (D.O. = densita ottica; CV = coefficiente di variazione)

QUANTITA O MAA SNAI
TIPO DI DILUIZIONE CONCENTRAZIONE BASALE CMP-NEUAC BASALE CMP-NeuAC
DEL CAMPIONE | D.O. | Diffvs 0 | D.O. | Diffvs 0 | D.O. | Diffvs 0 | D.O. | Diff vs 0

0% 0,57 0,43 1,21 0,75
10 % 061 004 [049| 007 [099| -022 [181| 1,05
DILUIZIONE DIRETTA DEL 20 % 060 003 |[050| 008 |123| 002 |177| 1,02
CAMPIONE NEL TAMPONE 30 % 055| -002 |[050| 008 |135| 014 |[172| 097
40 % 064 | 007 |053| 011 |148| 026 |177| 1,02
50 % 064 | 007 |[053| 011 |154| 033 [160| 0,85

0 pl 0,65 0,47 1,02 0,74
10 pl 066 | 001 |051| 003 |162| 060 |183| 1,08
50 pL TAMPONE + 50 uL 20 ul 066 | 001 |[052| 005 |[170| 068 |189 | 1,14
CAMPIONE DILUITO IN PBS 30 l 071 005 [055| 007 |173| 071 |[188| 1,14
40 pl 062 -003 |[050| 002 |168| 067 |184| 1,09
50 pl 063| -003 |[050| 003 |169| 068 |182| 1,08

Tabella 35 Risultati della prima prova di validazione (D.O. = densita ottica)

| risultati della terza prova (tabella 36) confermano i risultati precedenti per quanto riguarda la prevalenza del

segnale SNAI e le variazioni dopo aggiunta di acido sialico e ha evidenziato una maggiore linearita di reazione

(dose-dipendente) nei campioni con diluizione diretta del campione e alla concentrazione del 25% mentre con

concentrazioni del 50% si osserva una diminuzione di segnale forse dovuta ad esaurimento del substrato.

QUANTITA O MAA SNAI
TIPO DI DILUIZIONE | CONCENTRAZIONE BASALE CMP-NeuAC BASALE CMP-NeuAC
DEL CAMPIONE | D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs0

DILUIZIONE DIRETTA 0% 1,23 0,39 2,41 1,36
DEL CAMPIONE NEL 25 % 177 | 054 |045| 0,06 2,66 0,24 271 | 1,35
TAMPONE 50 % 192 | 068 |031| -008 | 268 0,27 2,88 | 1,52

50 IL TAMPONE + 50 1L ol 0,68 0,40 1,94 17
CAMPIONE DILUITO IN 25l 077 | 009 |046 | 005 2,75 0,81 2,88 | 117
PBS 501 079 | 011 |038| -002 | 2,87 0,93 289 | 1,19

Tabella 36 Risultati della seconda prova di validazione. D.O.: densita ottica
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VALUTAZIONE DELLA SIALILAZIONE IN CANI SANI E CON NEOPLASIE
Sulla base dei dati clinici, radiologici, istologici e di laboratorio, i 4 soggetti patologici presentavano le
condizioni riportate in tabella 37:

1 2 3 4
Numero di neoplasie Multiple Multiple Multiple | Singola
Condizione generale | Scadente Buona Buona | Buona
Macrometastasi Si No No No
Tipo di tumore Maligno Maligno + benigni | Maligno | Maligno
Micrometastasi Non ricercate No No Si
Follow up Negativo Positivo Positivo | Negativo

Tabella 37 Quadro riassuntivo delle lesioni rilevate nei soggetti patologici

Riassumendo, solo due soggetti presentavano metastasi, in un caso evidenziate microscopicamente e in un
caso, peraltro caratterizzato anche da insufficienza epato-renale, macroscopicamente.

| risultati rilevati nei campioni di siero da soggetti sani e patologici (tabella 38) confermano la maggiore
reattivita della lectina SNAI (acido sialico 02,6) senza differenze significative tra controlli e campioni patologici:
ci0 nonostante, in due cani di controllo, i valori di MAA sono nettamente superiori a quelli del bianco e in un
solo caso il valore & leggermente inferiore, mentre solo in due dei cani patologici i valori aumentano, peraltro
meno che nei controlli. | valori basali rilevati con lectina SNAI sono risultati pit omogenei tra i due gruppi.

A differenza della prova preliminare, 'aggiunta di donatori di acido sialico ha portato ad aumento di reattivita
alla lectina MAA e ad una diminuzione di reattivita alla SNAI, quest'ultima statisticamente significativa. Tale

differenza e giustificabile con una maggiore standardizzazione delle prove su singoli soggetti rispetto a quelle

su pool di sieri.
MAA SNAI
GRUPPO CANE N° BASALE CMP-ACNeu BASALE CMP-ACNeu
D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs 0
bianco | 0,79 0,81 1,26 1,31

1 0,86 0,07 1,56 0,75 3,82 2,55 3,57 2,26

CONTROLLI 2 0,84 0,05 1,61 0,80 3,66 2,40 3,42 2,12
3 0,77 | -0,02 | 0,80 0,01 | 398 2,71 3,81 2,51

4 0,82 0,03 0,66 0,15 | 3,65 2,39 3,50 2,19

5 0,79 0,00 0,87 0,06 3,74 2,48 3,76 2,45

PATOLOGICI 6 0,73 | -0,06 1,04 0,23 3,94 2,68 3,58 2,28
7 0,83 0,04 0,96 0,15 3,85 2,59 3,78 2,48

Tabella 38 Attivita sialiltransferasica osservata nei 7 campioni di siero oggetto della tesi

Tale approccio da un lato & raccomandato nelle prove di validazione (Lumsden, 2000) perché permette di
minimizzare le differenze tra singoli soggetti, dall'altro ha il difetto che tra i campioni che costituiscono il pool ci
potrebbero essere soggetti con comportamento diverso da quello della popolazione ottimale. Nel nostro caso,
inoltre, il pool di sieri era stato raccolto senza informazioni preliminari sullo stato di salute dei soggetti ed &
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possibile che alcuni sieri provenissero da cani patologici. Infine, il pool includeva sia campioni congelati che
campioni freschi, mentre nelle prove sui soggetti sani e patologici, la raccolta e conservazione dei campioni,
anche di quelli congelati, &€ avvenuta con maggiore standardizzazione. In ultima analisi, se I'utilizzo del pool ci
ha permesso di validare il metodo, I'utilizzo di campioni singoli va sicuramente considerato pit adatto alla
definizione dei valori “normali”. I risultati rilevati nei campioni di tessuto omogeneato (tabella 39) confermano

una maggiore reattivita a SNAI, sebbene in questi campioni anche la reattivita a MAA é discretamente elevata.

CANE MASSA BASALE CMP-NEUAC BASALE CMP-NEUAC
N° D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs0 | D.O. | Diffvs 0
Bianco 0,79 0,81 1,26 1,31

1 NON PATOL | 1,11 0,32 1,44 0,63 2,85 1,59 3,03 1,73
I-11-Sx 1,26 0,47 1,19 0,38 2,15 0,89 2,36 1,05
/111 Sx 1,05 0,26 2,08 1,27 2,65 1,39 2,65 1,34

ascell Dx 1,02 0,23 1,70 089 | 3,28 2,02 3,28 1,98
| Sx—-a 0,90 0,11 1,02 0,21 2,27 1,01 1,74 0,44

4 ISx-b 0,82 0,03 068 | -013 |19 0,68 2,13 0,82

Sxcran—a | 0,94 0,15 0,78 | -0,03 | 2,04 0,78 1,94 0,63
[1Sx-a 0,83 0,04 0,76 | -0,05 | 220 0,94 2,03 0,73
I1Sx b 0,88 0,09 066 | -015 | 1,35 0,09 1,70 0,40

Sxcran-b | 0,73 | -0,06 |064| -017 | 1,75 0,49 1,83 0,53
Camp 1 1,10 0,31 0,97 0,16 2,11 0,85 2,11 0,80
Camp 2 1,43 0,64 1,01 0,20 2,42 1,15 3,27 1,96

| Sx 0,84 0,05 070 | -011 | 1,58 0,32 1,72 0,41

6 1 Sx 07| -003 |(068| -013 |123| -003 | 133 0,03

V Dx 1,04 0,25 078 | -003 |125| -001 | 147 0,16

Tabella 39 Attivita sialiltransferasica osservata nei campioni di tessuto oggetto della tesi

Il campione non patologico ha evidenziato livelli elevati di entrambi i segnali di positivita, i quali sono entrambi
aumentati dopo aggiunta di donatore di acido sialico. L'aumento della reattivita a MAA & comunque risultato
molto maggiore di quello relativo alla SNAI, a suggerire che a livello tissutale I'attivita sialiltransferasica piu
rappresentata sia quella a2,3.

L'analisi dei campioni patologici ha evidenziato un comportamento variabile non solo tra soggetti ma anche tra
diversi campioni dello stesso soggetto, forse in rapporto alle caratteristiche istologiche dei diversi campioni,
che includevano aree di tessuto maligno, aree benigne, quantita di stroma variabile, nonché aree necrotiche.
Cio nonostante, in molti campioni neoplastici dopo aggiunta di acido sialico I'attivita di ST 02,3 (lectina MAA)
tende a diminuire, e spesso tale diminuzione & associata ad un aumento di attivita di ST a2,6 sialiltransfrasica.
Per verificare questi dati si  cercato di identificare la distribuzione dell'acido sialico in campioni di tessuto, con
| seguenti risultati:

La colorazione con MAA ha sempre evidenzaito caratteristiche di colorazione ottimali. Il segnale di positivita

infatti & sempre risultato chiaro, in assenza di fondo e caratterizzato da una colorazione perinucleare diffusa a
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livello di cellule positive, verosimilmente espressione della presenza di molecole sialilate di membrana (figura

39 a sinistra). Occasionalmente anche il secreto all'interno dei dotti € risultato positivo (figura 39 a destra).

Figura 39 Caratteristiche dell'immunocolorazione con lectina MAA di un epitelio mammario non neoplastico.
Ingrandimento: 1000x. A destra: caratteristiche dell'immunocolorazione con lectina MAA di un epitelio mammario ottenuto
da tessuto neoplastico con dilatazioni cistiche a contenuto positivo. Ingrandimento: 250x

La positivita a SNAI ¢ risultata presente sia sulla membrana delle cellule epiteliali, che, peraltro, venivano
colorate molto piu intensamente da questa lectina che non da MAA, sia nel tessuto interstiziale e stromale
(figura 40 sinistra). Anche in questo caso non tutte le strutture tubulari o ghiandolari sono risultate positive e,
soprattutto nelle strutture cistiche, era spesso presente positivita allinterno della cavita (figura 40 destra), a

volte a formare una sottile banda di positivita adagiata sull'epitelio, a volte sotto forma di zolle di materiale

positivo.

Figura 40 A sinistra: caratteristiche dell'immunocolorazione con lectina SNAI di un epitelio mammario non neoplastico.
Ingrandimento: 1000x. A destra: caratteristiche dell'immunocolorazione con lectina SNAI di un epitelio mammario ottenuto
da tessuto neoplastico con dilatazioni cistiche a contenuto positivo. Ingrandimento: 250x
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L'analisi delle sezioni fissate in formalina ed incluse in paraffina ha fornito risultati contrastanti: alcune sezioni
hanno mostrato, caratteristiche morfologiche eccellenti, anche caratteristiche ottimali di immunocolorazione,
evidenziando un segnale di positivita citoplasmatico, sia con MAA che con SNAI, piu intenso e facilmente
riconoscibile di quello rilevato nelle sezioni criostatiche (figura 41). In altri casi i campioni, pur ricchi di tessuto
mammario (neoplastico e non) sono risultati praticamente negativi e/o positivi solo in cellule che delimitavano

dotti e/o strutture cistiche (figura 42), nonché nel contenuto delle strutture cistiche stesse (figura 43).

Figura 41 Caratteristiche dell'immunocolorazione con lectine su tessuti paraffinati: a sinistra sono rilevabili strutture
epiteliali positive alla lectina MAA, al centro epiteli tubulari positivi alla lectina SNAI, a destra campione di controllo
negativo. Ingrandimento: 250x

Figura 42 Caratteristiche dell'immunocolorazione con lectine su cellule tubulari e/o papillari dopo colorazione con lectina
MAA (a sinistra), SNAI (al centro), controllo negativo senza lectine (a destra). Ingrandimento: 250x

Nei tessuti patologici, la colorazione con lectina MAA ha evidenziato positivita di intensita variabile e
interessanti un numero variabile di elementi cellulari, soprattutto per quanto riguarda le cellule rilevabili nelle
strutture papillari o tubulari dilatate, nelle quali era spesso rilevabile positivita anche a livello di secreto. Lo
stesso tipo di positivita intratubulare e, raramente, cellulare, era rilevabile anche nelle sezioni colorate con

lectina SNAI, nelle quali, come precedentemente accennato, era presente anche positivita di fondo.
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Figura 43 Campioni sostanzialmente negativi all'immunocolorazione con MAA (a sinistra) o SNAI (a destra): solo rare
cellule risultano debolmente positive, a fronte di una decisa colorazione del secreto contenuto nelle strutture tubulari
dilatate. Ingrandimento: 250x

Per quanto riguarda il confronto tra tessuti patologici di diversi animali o tra diverse aree di tumore nello stesso
soggetto, sono state rilevate le difficolta interpretative precedentemente accennate in sede di commento dei
risultati ottenuti su tessuti omogeneati ed € risultato quindi problematico interpretare il segnale rilevato. Si e
comunque cercato di definire le caratteristiche di positivita nelle diverse sezioni (tabella 40).

CANEN° | MASSA MAA | SNAI
I-11-Sx Campione costituito solo da tessuto connettivo
/11 Sx Rare cellule, Debole positivita Debole positivita (50% delle cellule)
ascell Dx Debole positivita in cellule tubulari Debole positivita in cellule tubulari
| Sx—a Non interpretabile Non interpretabile
4 | Sx-b Negativo Negativo
Sx cran—a Rare cellule debolmente positive Negativo
I1Sx-a Cellule negative Rare positivita sul bordo dei tubuli
I Sx -b Cellule negative Rare positivita in cellule tubulari
Sxcran-b Cellule negative Alcune cellule debolmente positive
5 Camp 1 Rare cellule tubulari positive il 50% delle cellule
Camp 2 Non interpretabile Non interpretabile
| Sx Rare e deboli positivita in cell. tubulari Rare positivita molto evidenti
6 1 Sx Rare e deboli positivita in cell. tubulari Rare positivita molto evidenti
V Dx Rare cell positive sparse Cellule basali dei dotti positive

Tabella 40 Caratteristiche di positivita nei campioni patologici

Come rilevabile dalla tabella, sembra sempre prevalere, in termini di intensita della positivita e di numero di
cellule positive, la positivita a SNAI, suggerendo I'acido sialico sia per lo pitl in posizione a2,6 che a2,3.

Discussione
In questo studio & stato possibile mettere a punto, attraverso prove preliminari di validazione, un metodo in
fase solida di rilevazione del tipo di sialilazione preferenziale e dell'attivita sialiltransferasica in siero ed in

omogeneati di tessuto canino, nonché della distribuzione di acido sialico in posizione 02,3 0 02,6 nel tessuto
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mammario. In particolare, le prove preliminari in fase solida hanno permesso di rilevare alcuni punti critici dei
metodi segnalati in letteratura (Mattox et al., 2002; Yen e Cummings, 2006), rappresentati principalmente dalla
necessita di riservare alcuni pozzetti all'analisi del tipo di sialilazione in assenza di donatori di acido sialico, e
di standardizzare la “donazione di acido sialico” alla miscela di reazione utilizzando CMPNeuAc; ¢ stato inoltre
evidenziato come i risultati migliori si ottengano mantenendo costante (100 pl) il volume finale di reazione, ma
diluendo direttamente il campione nel tampone alla concentrazione finale del 25%, concentrazione sopra la
quale possono essere presenti fenomeni di esaurimento del substrato che riducono il segnale di positivita.
L'utilizzo degli accorgimenti sopra citati ha permesso di ottenere, su pool di sieri di cane utilizzati in fase di
validazione, informazioni preliminari sul tipo di sialilazione e sull'attivita sialiltransferasica: in particolare
emerso come in assenza di donatori di acido sialico tenda a prevalere la sialilazione in posizione 02,6 rispetto
a quella in posizione 02,3. Nei soggetti sani, I'aggiunta alla reazione di donatori di acido sialico ha determinato
un aumento della sialilazione in posizione a2,3 a fronte di una modica diminuzione in posizione a2,6,
fenomeno che tende ad indicare che nel cane in campioni di siero di controllo, tende a prevalere la attivita
della ST 02,3 su quella della ST 02,6. Sebbene influenzata dal basso numero di soggetti e da un’elevata
variabilita individuale, I'analisi dei cani patologici ha rilevato un comportamento leggermente diverso:
I'aumento della positivita a MAA nei cani con neoplasie € risultato meno marcato o, nel soggetto con neoplasia
“piu maligna”, addirittura sostituito da una diminuzione di attivita a suggerire che lattivita sialiltransferasica
02,3 in tali soggetti sia piu debole di quella dei soggetti sani. La presenza di insufficienza epatica potrebbe
aver pero influenzato i risultati nel soggetto con macrometastasi. Ad ogni modo, sebbene negli stessi due cani
con metastasi e con diminuzione della reattivita a MAA non si sia rilevato un aumento di attivita ST a2,6,
I'equilibrio tra queste due attivita enzimatiche (02,3 e a2,6) tenderebbe comunque a spostarsi verso la
seconda, supportando l'ipotesi gia avanzata in medicina umana di una potenziale associazione tra malignita
della neoplasia ed attivita della sialiltransferasi a2,6. Tale impressione € supportata dai risultati ottenuti
applicando la stessa metodica a omogeneati di tessuto patologico, nei quali, pur in presenza di difficolta
tecniche o interpretative, legate sia alla bassa numerosita che all’elevata variabilita di risultati anche tra tessuti
diversi dello stesso soggetto, quest'ultima a sua volta imputabile alla relativa eterogeneita di istotipi rilevabili in
sezioni diverse di una stessa neoplasia. L'attivita sialiltransferasica a2,3 tende a diminuire, e spesso tale
diminuzione € associata ad un aumento dell'attivita a2,6 sialiltransferasica.

Non € stato pero possibile trarre conferma di questa diverso grado di attivita attraverso I'analisi del tipo di
sialilazione effettivamente presente nel tessuto. Se da un lato la messa a punto del metodo su sezioni
criostatate ha fornito ottimi risultati in termini di rilevazione della positivita, suggerendo che I'acido sialico in
posizione 02,3 tende ad essere espresso prevalentemente su glicoproteine di membrana mentre quello in
posizione 02,6 € presente anche nel connettivo, non altrettanto € avvenuto nelle sezioni paraffinate e, dato
che la morfologia delle sezioni criostatate non € sempre risultata ottimale e che I'eterogeneita delle lesioni

presenti in sezioni diverse era elevata, non é stato possibile trarre informazioni definitive sul tipo di sialilazione
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tissutale. Cid nonostante sembra di poter rilevare nella gran parte dei tessuti patologici un certo grado di
prevalenza di acido sialico 02,6, a sostegno dellipotesi precedentemente avanzata circa la prevalenza
dell'attivita sialiltransferasica 02,6 e la sua possibile associazione con la trasformazione neoplastica.

In conclusione, in questo studio € stato messo a punto un metodo di valutazione in fase solida dell'attivita
sialiltransferasica in siero e tessuti omogeneati di cane. Seppure su un campionamento ridotto e poco
standardizzato, I'applicazione di tale metodo ha permesso di evidenziare alcune differenze nell'attivita
sialiltransferasica sierica di soggetti sani e con neoplasie, con uno squilibrio a favore della attivita del’'enzima
che catalizza il legame 02,6 sia nel siero che nei tessuti nei quali i pochi dati interpretabili dopo marcatura con
lectine sembra effettivamente prevalere I'acido sialico in posizione 02,6. Questi risultati sono estremamente
incoraggianti circa la necessita di approfondire tali dati preliminari. In particolare, la risoluzione dei problemi
metodologici su tessuto incontrati in questa tesi e soprattutto I'applicazione su piu larga scala del metodo da
noi messo a punto, includendo in studi futuri un numero maggiore di soggetti ed applicando una piu rigorosa
standardizzazione dei criteri di selezione dei casi e di preparazione dei campioni potra consentire di trarre
informazioni piu conclusivi circa l'effettivo ruolo dell’acido sialico e dell'attivita sialiltransferasica in cani con

neoplasie mammarie.
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OBIETTIVO 5 - VALUTAZIONE DELLE PERFORMANCES ANALITICHE DEI METODI DI
DETERMINAZIONE DELLA PROTEINURIA

La filtrazione delle proteine plasmatiche, a livello di glomerulo renale, & altamente selettiva: la barriera
glomerulare costituisce un vero e proprio filtro le cui fenestrature hanno un diametro di 68 kDa e quindi
impediscono il passaggio di molecole piu grandi. Inoltre un'ulteriore filtrazione e effettuata da dalle cariche
presenti sulla membrana basale del glomerulo. Le albumine rappresentano le proteine plasmatiche con minor
peso molecolare (69 kDa), al limite della soglia di filtrazione. Tuttavia, grazie alle cariche elettriche vengono
respinte e quindi solo una minima parte riesce a passare la membrana. Le frazioni proteiche pit piccole che
passano quindi liberamente attraverso la barriera glomerulare vengono riassorbite a livello tubulare. Il sistema
di riassorbimento va pero incontro a saturazione: a fronte di un'aumentata concentrazione proteica
nell'ultrafiltrato, ad esempio per unalterata permeabilita della membrana glomerulare, si instaura proteinuria
per incompleto riassorbimento tubulare. La proteinuria deve essere considerata il primo indicatore di danno
glomerulare e pud essere riscontrata molto prima delle alterazioni ematochimiche correlabili a ridotta
funzionalita renale (es: ipercreatininemia) che sono evidenziabili in corso di glomerulopatie particolarmente
gravi e/o in fasi evolutive avanzate che coinvolgono il comparto tubulointerstiziale.

La patogenesi della glomerulonefrite & rappresentata dalla deposizione di immunocomplessi a livello di
capillare glomerulare e, sebbene gli immunocomplessi si possano formare in situ, nella maggior parte dei casi
questi si formano in circolo in seguito ad una serie di patologie (per esempio: leishmaniosi, e solo
successivamente si depositano e si accumulano a livello di capillare glomerulare. A prescindere dall'origine
degli immunocomplessi, una volta che si sono accumulati nel glomerulo scatenano un processo infiammatorio
per liberazioni dei mediatori dell'infiammazione che generano quindi la glomerulonefrite con proliferazione
delle cellule mesangiali e ispessimento della parete glomerulare. Con il persistere del processo infiammatorio
il glomerulo va incontro a processi di ialinizzazione e sclerosi che arrivano a coinvolgere tutto il neurone fino a
comprometterne la funzionalita. Con la cronicizzazione dell'infiammazione si sviluppa anche un processo
fibrotico che arriva a coinvolgere anche linterstizio perdendo cosi sempre maggiore funzionalita fino ad
arrivare all'insufficienza renale cronica (Grauer, 2005).

La perdita delle proteine plasmatiche attraverso le urine & quindi uno dei primi segni di diminuita funzionalita
renale in corso di glomerulonefrite (GN) (Grauer et al., 2000).

Per questo motivo la quantificazione della proteinuria mediante il rapporto tra proteinuria e creatininuria € un
marker ampiamente utilizzato per l'identificazione delle patologie renali nel cane (Lees et al., 2005).

Inoltre la proteinuria & anche un fattore di rischio nel cane con insufficienza renale cronica (CKD) e il grado di
proteinuria € correlato al rischio di sviluppare una crisi uremica e la conseguente morte per insufficienza
renale (Jacob et al., 2005). La perdita di proteine nelle urine € inoltre associata con la progressione della
patologia e con l'esito (Grauer et al., 2000). Considerando 'estrema importanza di questo marker in corso di
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patologie renali, la societa internazionale di studio delle patologie renali (International Renal Interest Society -
IRIS) nel delineare le linee guida per I'approccio diagnostico, lo staging della patologia e il monitoraggio della
terapia ha incluso la quantificazione della proteinuria come punto fondamentale (Elliott e Watson, 2009).

Come e stato recentemente dimostrato (Zatelli et al., 2010), la proteinuria pud essere valutata mediante test
semi-quantitativi come gli stick urinari. Tuttavia anche se i risultati di questi sono affidabili quando interpretati
tenendo conto del peso specifico delle urine (USG), I'esatta quantificazione vera e propria della proteinuria
rimane un punto fondamentale nella procedura diagnostica e nel monitoraggio della terapia, come specificato
dalle linee guide della IRIS.

Il metodo di riferimento per la quantificazione della proteinuria € rappresentato dalla raccolta delle urine nelle
24 ore, ma questo sistema in medicina veterinaria € tecnicamente difficile da applicare. Una valida alternativa
e rappresentata dalla misurazione del rapporto tra proteine e creatinina urinaria (PU/CU), che consente di
ottenere le stesse informazioni, data I'elevata correlazione con la quantita di proteine escrete giornalmente,
ma con una sola raccolta delle urine in qualsiasi momento della giornata (DiBartola et al., 1980; Center et al.,
1985; Moore et al., 1991; Lees et al., 2005). L'affidabilita della valutazione del rapporto PU/CU si basa
sull'assunzione che il test sia preciso e che non venga influenzato da variabili analitiche o pre-analitiche. Nello
specifico: le misurazioni sia della proteinuria che della creatininuria devono essere ripetibili, inoltre per la
misurazione della creatinina urinaria € necessaria una prediluizione del campione per ottenere una
concentrazione all'interno del range di linearita del metodo e questa diluizione pud influenzare i risultati.

Inoltre, mentre la misurazione semi-quantitativa della proteinuria mediante gli sticks urinari viene effettuata
direttamente dal veterinario subito dopo il prelievo di urina, la quantificazione vera e propria della proteinuria
viene spesso effettuata presso laboratori di riferimento a cui vengono spediti i campioni. La stabilita di proteine
e creatinina nei campioni di urina e la temperatura di conservazione durante il trasporto e fino al momento
delle analisi puo diventare un punto critico. Attualmente in letteratura non sono presenti studi che abbiano
valutato la variabilita pre-analitica ed analitica del metodo per la misurazione del rapporto PU/CU urinaria.
Pertanto lo scopo di questo lavoro e stato quello di valutare la ripetibilita intra-assay e l'effetto della
conservabilita a differenti temperature e per periodi differenti per stimare I'effetto dell'eventuale variabilita sulle
conseguenze cliniche. Inoltre considerando che le procedure di routine dei laboratori prevedono la pre-
diluizione con un rapporto 1:20 dei campioni di urine per la determinazione della creatininuria, abbiamo anche
valutato l'influenza di questa diluizione che potrebbe essere non sufficiente nelle urine molto concentrate ad
abbassare la concentrazione di creatinina urinaria sufficientemente da rientrare nei range di linearita del
metodo, esitando quindi in risultati inaccurati.

Di seguito € descritto nel dettaglio I'approccio sperimentale seguito ed i principali risultati e considerazioni.
Questa parte della tesi é stata oggetto di una presentazione ad un congresso internazionale (n° 19 dell’'elenco

pubblicazioni).

122



Materiali e metodi

La ricerca e stata condotta su 30 campioni di urine provenienti da cani di diversa razza, sesso, eta, sottoposti
ad indagini medico chirurgiche presso il Dipartimento di Chirurgia Veterinaria del’'Universita di Milano e presso
ambulatori privati di Milano. La raccolta del materiale,¢ stato effettuata, in genere, per cistocentesi ecoguidata,
per evitare eventuali contaminazioni indesiderate del campione, anche se in alcuni casi i campioni sono stati
raccolti per caterizzazione uretrale o per minzione spontanea

| campioni sono stati sottoposti ad analisi del sedimento urinario seguendo le tecniche raccomandate dall'IRIS
(Elliott e Watson, 2008) in modo da poter classificare i campioni come “sedimento attivo” in presenza di segni
di inflammazione o come “sedimento inattivo” in assenza di segni di infammazione. | campioni sono stati
sottoposti a determinazione del rapporto PU/CU previa determinazione delle proteine urinarie e della creatina
urinaria come descritto nell’obiettivo 2. Subito dopo la prima determinazione, i campioni di cui era disponibile
un volume sufficiente sono stati divisi in tre aliquote, una conservata a temperatura ambiente,una a 4°C,
mentre l'ultima & stata ulteriormente suddivisa in 12 aliquote (0,5 ml) e congelate a -20°C. | campioni sono
stati sottoposti subito dopo il prelievo a 20 letture consecutive per la determinazione della variabilita intra-
assay. | campioni a temperatura ambiente sono stati analizzati dopo 12, 24, 48, 72, ore e quelli refrigerati a
12,24, 48, 72, ore e a 7 giorni, quelli congelati a 12, 24, 48, 72 ore e a 7,14, 21, giorni a 1, 3, 6, mesi.

Le diverse aliquote sono poi state analizzate 5 volte consecutive, diluendo 1:20 il campione destinato alla
determinazione della creatinina prima dell'uso, Ad eccezione delle prove destinate alla valutazione dell'effetto
della pre-diluizione, nelle quali sono state preparate anche aliquote diluite 1:20 ed aliquote diluite 1:100.

| dati raccolti nei diversi replicati sono stati utilizzati per calcolare il CV intra-assay. | risultati ottenuti in tempi
successivi post-prelievo e quelli ottenuti a diverse diluizioni di creatinina sono stati confrontati tra loro
mediante test di Friedman. Ulteriori confronti statistici sono stati effettuati sulla base del peso specifico e/o
della presenza di sedimento attivo/inattivo come specificato nella sezione risultati.

Risultati
| campioni oggetto di questa tesi presentavano le caratteristiche descritte in tabella 41. Il peso specifico, non
riportato in tabella, & risultato molto variabile, comprendendo sia campioni con PS <1,030 sia campioni a PS

piu elevato.

o 1 . .| Sedimento Sedimento
N°. di campioni . S
attivo inattivo
Minzione spontanea 2 0 2
Cistocentesi 22 12 10
Cateterismo 6 4 2
TOTALE 30 16 14

Tabella 41 Valutazione del sedimento attivo presente nei campioni di urina raccolti tramite cistocentesi, cateteismo e
minzione spontanea
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Variabilita intra-assay:

L'analisi della variabilita intra-assay é stata valutata su 25 campioni ed € riassunta in tabella 42.

Urine creatinine | Urine protein UPC ratio
Mean CV % (+ SD) 3.2(x3.0 9.3(£6.5 10.0 (£ 6.5)
Median CV % (min-max range) 20(0.8-142) |83(1.9-29.7) | 8.6 (25-29.9
# of samples with CV < 5% 22 5 6
# of samples with 5% < CV <10% 2 14 9
# of samples with 10% < CV < 20% 1 4 8
# of samples with CV > 20% - 2 2

Tabella 42 Risultati della variabilita intra-assay

L'entita della variabilita non & risultata correlata con il valore di creatininuria ma € risultata correlata
negativamente con PU (r2=-0,62; P<0.001) e PU/CU (r2=-0,59; P=0.002) (figura 44).

16 30 10 30
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25 25
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80 100 120 140 160 18 0 1 2 3 4 5 6

cu PU

Figura 44 Correlazione tra il valore medio rilevato nei singoli soggetti e la rispettiva variabilita espressa in termini di CV
della creatininuria (A), della proteinuria (B) e del rapporto PU/CU (C)

Dato che un fattore che incide sulla concentrazione di PU e CU e rappresentato dalla diluizione delle urine,
abbiamo verificato I'eventuale relazione tra quest'ultima e livelli e variabilita analitica di PU e CU. Nei 24 casi in
cui si disponeva del peso specifico delle urine (PS) abbiamo rilevato una correlazione diretta tra CU e PS
(P=0,005, r2=0,56) ma non tra PU e PS (P=0,055, r2=0,13) o tra PU/CU e PS (P=0,128, r2=-0,32) (figura 45).
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Figura 45 Correlazione nei singoli campioni tra valore medio di creatininuria (A), proteinuria (B) e rapporto PU/CU (C) e il
corrispondente peso specifico

Un altro fattore potenzialmente in grado di influenzare la proteinuria e quindi, indirettamente la sua variabilita,
e rappresentato dal tipo di proteine presenti, a loro volta potenzialmente influenzate dal tipo di proteinuria (es:
pre-renale, renale o post-renale) e dal tipo di prelievo (cistocentesi, cateterismo 0 minzione spontanea).
Abbiamo quindi voluto verificare se queste variabili influenzassero la ripetibilita intra-assay: come prevedibile i
campioni con sedimento attivo presentavano valori significativamente piu elevati di PU e di conseguenza
anche di PU/CU (tabella 43), mentre non si riscontrano valori significativamente differenti relativi al CU, né &

risultata influenzata la variabilita in termini di CV.

Sedimento attivo (n=11) | Sedimento inattivo (n=13) | U Mann Withney
Ccu 159,39 + 118,62 120,82 + 96,24 0,569
PU 70,04 +41,70 38,01 + 38,02 0,026
PU/CU 0,96 +1,47 0,43+ 0,60 0,041
CV CU 1,97+110 4,28 + 3,82 0,064
CVPU 8,13+ 4,74 8,64 +5/43 0,649
CV PU/CU 8,40 +5,08 9,91 +5,38 0,531

Tabella 43 Valutazione di differenze significative tra campioni con sedimento attivo e inattivo per quanto riguarda,
proteinuria e rapporto PU/CU sia in termini di valori medi che di coefficieinte di variazione

La variabilita sopra citata, per quanto non elevatissima, potrebbe influenzare la classificazione dei campioni
con PU/CU prossimo alle soglie di classificazione dei soggetti proteinurici definite dall'IRIS. Abbiamo quindi
verificato, nei soggetti i cui valori medi di PU/CU sono “a cavallo” delle soglie di 0,2 e 0,5 in un intervallo
compreso nel CV delineato dalle prove sopra citate.

| risultati ottenuti nei 5 campioni “vicini a 0,2 e “vicini a 0,5” sono riportati nelle tabelle 44 e 45. Come rilevabile
dalla tabella nei campioni piu vicini ai valori soglia alcune determinazioni classificano il campione in una

classe, altre in un‘altra. In prossimita di tali valori soglia & quindi importante.
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Campl | Camp2 | Camp3 | Camp4 | Camp5

PU/CU medio 0,17 (NP) | 0,21 (BP) | 0,22 (BP) | 0,23 (BP) | 0,23 (BP)
Determinazioni <0,20(NP) 20 8 11 19 20
Determinazioni >0,20 (BP) 0 12 9 1 0

Tabella 44 Valutazione del rischio di errori di classificazione in 5 campioni con valore medio di PU/CU vicino al valore

soglia di 0,20
Campl | Camp2 | Camp3
PU/CU medio 0,48 (BP) | 0,50 (BP) | 0,51 (P)
Determinazioni <0,50 (BP) 5 10 11
Determinazioni >0,50 (P) 15 10 9

Tabella 45 Valutazione del rischio di errori di classificazione in 3 campioni con valore medio di PU/CU vicino al valore

soglia di 0,50

Influenza del livello di diluizione delle urine nella determinazione del PU/CU

| risultati delle diverse pre-diluizioni della creatinina (tabella 46) evidenziano che aumentando la diluizione la

concentrazione di creatinina aumenta, tranne rare eccezioni, portando ad una diminuzione del PU/CU.

1:10 1:20 1:100
Media£ DS | Media£DS | Media£DS | Friedmann Wilcoxon
(mediana) (mediana) (mediana)
cu 147,2+955 | 169,6 + 109,8 | 185,5 + 116,8 . 10 vs 20 (*);
(131,4) (133,0) (168,7) 10 vs 100 (**)
PU/CU 0,67+128 | 045+0,51 0,35+0,27 - 10 vs 20 (¥);
(0,32) (0,30) (0,29) 10 vs 100 (**)

Tabella 46 Valutazione della significativita in base alla diversa diluizione

L'analisi dei dati rileva una differenza significativa per CU e per PU/CU, tra la diluizione 1:10 e quelle 1:20 e

1:100, ma non tra le diluizioni 1:20 e 1:100. il test di Bland Altman evidenzia una modica sovrastima dei valori

di CU a 1:100, non statisticamente significativa (P=0,233) ed il test di Passing Bablok non ha rilevato errori
costanti o proporzionali (intercetta: -1,51, 95% ClI -36,82-21,95; pendenza: 1,08; 95% CI 0,88-1,37) (figura 46).
Similmente, per quanto riguarda il PU/CU (figura 47) la leggera sottostima dei valori rilevata a 1:100 non e

statisticamente significativa secondo il test di Bland Altmann (P=0,230), e non si rilevano errori costanti o
proporzionali (intercetta: 0,02, 95% CI -0,04-0,06; pendenza: 0,88; 95% CI 0,66-1,10).
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Figura 46 Confrontro con Bland Altman (A) e Passing Bablock (B) tra i valori di creatininuria ottenuti diluendo lo stesso
campione con un rapporto 1:20 e 1:100
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Figura 47 Confrontro con Bland Altman (A) e Passing Bablock (B) tra i valori di PU/CU ottenuti diluendo lo stesso campione
con rapporto 1:20 e 1:100

Conservabilita
L'effetto della conservabilita e stato valutato a tre diverse condizioni di conservazione:

e A temperatura ambiente per 3 giorni, su 25 campioni, per simulare quanto avviene nelle strutture
veterinarie, dove le urine vengono analizzate in giornata o inviate, non in catena del freddo, a
laboratori esterni, dove vengono subito processate. Il periodo di tre giorni pud simulare linvio al
laboratorio del campione in prossimita del fine settimana.

e A -4°C: per simulare I'invio in catena del freddo, sono stati analizzati giornalmente per una settimana
24 campioni, 11 dei quali analizzati anche a 2 settimane, e 9 a 3 settimane, anche se raramente nella
pratica si analizzano campioni refrigerati per cosi tanto tempo.

e A -20°C: questo tipo di analisi e stato effettuato negli stessi tempi in cui sono stati esaminati i
campioni mantenuti nelle condizioni precedenti, ad eccezione che per 'analisi a 12 ore, dato che e
improbabile che nella pratica il campione venga congelato ed immediatamente scongelato per essere

analizzato. L'osservazione € poi ripetuta mensilmente, su 18 campioni, fino al terzo mese, in modo da
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verificare la stabilita del PU/CU su campioni conservati in congelatore, situazione che spesso si
verifica in studi retrospettivi piu che nella diagnostica di routine. In 11 dei 18 campioni & stato

effettuato un ulteriore controllo a 6 mesi dal momento del prelievo.

Conservabilita a temperatura ambiente
| risultati a temperatura ambiente (tabella 47) evidenziano che in termini di valori medi il CU & relativamente

costante nel tempo, mentre aumentano i valori di PU e, di conseguenza, del PU/CU.

PU CcuU PU/CU
Media£SD (mediana) | Media+SD (mediana) | Media+SD (mediana)
T0 48,8 + 40,5 (45,4) 150,4 + 101,2 (114,5) 0,47 +£0,76 (0,27)
T12 | 52,0+41,0(48,2) 138,0 £ 99,7 (99,4) 0,57 £0,82 (0,35)*
T24 | 54,2 +38,2(47,8) 137,7 £96,1(105,9) | 0,61+0,81(0,46)**
T48 | 67,8+445 (61,0 | 138,7+97,6 (1145 | 0,74 £0,99 (0,56)***
T72 | 78,6 +£51,1(70,00** | 150,5+98,3(119,7) | 0,99 £ 1,40 (0,44)***

Tabella 47 Risultati della conservabilita a temperatura ambiente

Conservabilita a temperatura di refrigerazione (+4°C)
L'analisi dei risultati (tabella 48) evidenzia, anche nei campioni sottoposti a refrigerazione, un trend simile a
quello rilevato nei campioni conservati a temperatura ambiente, seppur con alcune differenze, in termini

generali, il PU/CU tende ad aumentare nel tempo soprattutto a causa di un progressivo aumento del PU.

PU CcuU PU/CU
Media£SD (mediana) | Media+SD (mediana) | Media+SD (mediana)
T0 45,2 +£39,0(37,1) 140,9 £ 93,0 (113,2) 0,34 +0,26 (0,27)
T12 49,5 + 41,8 (45,2) 131,2 £ 91,2 (113,0) 0,42 £ 0,38 (0,33)*
T24 46,0 + 38,8 (39,5) 130,5+ 98,0 (101,7) 0,42 +0,30(0,36)
T48 49,4 +43,2(39,8) 1272 +87,5(111,9) 0,43+0,35(0,31)
T72 47,8 +43,9 (37,0) 138,8 + 84,4 (116,7) 0,39 £0,43(0,29)

T1sett | 54,2+40,6(464)" | 140,6+095 (119,3) | 0,47 £0,36(0,37)"
P=0,008 P=0,289 P=0,294

Tabella 48 Valori medi rilevati dall'analisi dei dati individuali fino a una settimana e la rispettiva analisi statistica

Conservabilita a temperatura di congelamento (-20°C)

| risultati relativi al congelamento hanno evidenziato una maggiore stabilita nonostante in diversi casi i abbiano
hanno mostrato variazioni del PU/CU tali da determinare un cambio di classe IRIS ed occasionali significativita
statistiche rispetto a TO (tabella 49). L’analisi dei valori medi rilevati nei primi tre mesi non evidenzia differenze
di gruppo significative, ma anche in questo caso si rileva una tendenza all'aumento di PU e PU/CU.
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PU CcuU PU/CU
Media £ DS (mediana) | Media+ DS (mediana) | Media+ DS (mediana)
T0 46,3 + 33,2 (37,1) 163,7 +111,8 (134,4) 0,49 +0,86 (0,27)
T24 50,9 + 35,1 (43,3) 163,9 +£121,0(137,2) 0,60 £0,95(0,32)
T48 52,3 + 38,2 (48,2) 166,8 + 108,7 (139,7) 0,55+0,91(0,24)
T72 49,9 + 38,5 (39,4) 164,0 +113,4(138,9) 0,66 + 1,25 (0,26)
Tlsett 55,1 + 39,5 (44,1)* 150,6 +101,1 (126,9) 0,66 +1,15(0,37)*
T2sett 63,0 £ 59,7 (40,2) 153,7 £101,4 (144,2) 0,64 +0,98(0,30)
T3sett 54,5 + 47,2 (38,4) 166,3 + 1211 (146,7) 0,59 +0,94 (0,25)
Timese 53,3+41,9(41,9) 168,9 + 113,3 (150,4) 0,57 £0,95 (0,25)
T2 mesi 53,5 +42,5(38,6)* 162,4 £ 90,0 (155,7) 0,55 +1,01(0,26)
T3 mesi 53,8 + 45,6 (36,8) 164,3 +107,6 (147,8) 0,55 +0,93(0,25)
ANOVA P=0,059 P=0,645 P=0,172

Tabella 49 Valori medi rilevati dall'analisi dei dati individuali fino a tre mesi e la rispettiva analisi statistica

Discussione

| risultati di questa tesi hanno evidenziato una variabilita analitica riferita soprattutto alla determinazione delle
proteine urinarie, che pud essere pari anche al 25% per campioni contenenti poca creatinina (solitamente
caratterizzati da un basso peso specifico) e quindi caratterizzati anche da un basso PU/CU, mentre ¢
leggermente inferiore (circa il 10% o anche meno) per campioni con PU/CU piu elevato. Questo tipo di
imprecisione non sembra dipendere dal tipo di proteine presenti in quanto € quantitativamente sovrapponibile
in campioni con sedimento attivo e inattivo o raccolti con metodi di prelievo diversi e quindi caratterizzati dalla
presenza di proteine diverse tra loro (es: proteine delle basse vie urinarie o di origine cellulare nel caso di
campioni con sedimento attivo, proteine di origine ematica eliminate in eccesso o non riassorbite nel caso di
campioni con sedimento inattivo). Indipendentemente dal motivo di tale variabilita la sua presenza va tenuta in
debita considerazione soprattutto quando si valutino campioni con PU/CU vicino alle soglie di discriminazione
tra classi IRIS diverse, che potrebbero quindi essere classificati erroneamente, e quando si voglia valutare la
progressione della proteinuria durante il follow up di malattie caratterizzate da proteinuria 0 dopo monitoraggio
di terapie per la proteinuria.

Un altro aspetto da tenere presente & quello della pre-diluizione del campione, che solitamente viene
standardizzato a 1:20 dagli strumenti automatici. Come dimostrato in questa tesi, 'uso di un fattore di
diluizione costante puo portare, dopo diluizione, a concentrazioni di creatinina comunque superiori ai limiti di
linearita degli strumenti e dei metodi piu comunemente utilizzati. Questo puo portare a un certo livello di in
accuratezza nella determinazione della creatininuria. Questa possibile inaccuratezza sembra non influire
eccessivamente sul PU/CU, ma esiste la possibilita che vengano classificati erroneamente alcuni campioni,
ancora una volta caratterizzati da PU/CU vicini ai valori soglia che discriminano tra le diverse classi IRIS di
proteinuria. Per evitare questo possibile errore si pud usare, come accorgimento, un fattore di diluizione
maggiore, che abbassi ulteriormente la concentrazione di creatinina nel campione rispetto a quella rilevabile
alla diluizione di 1:20. In questa tesi si € provato a testare I'effetto della diluizione 1:100 dimostrando che

fornisce tutto sommato risultati molto simili a quelli ottenuti con la diluizione 1:20 ma che, portando in tutti i
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casi la concentrazione di creatinina a rientrare nei limiti di linearita degli strumenti, fornisce risultati piu accurati
permettendo di evitare gli errori di classificazione sopra citati. Il rischio legato allaumento del fattore di
diluizione € quello di ridurre la concentrazione di creatinina a valori per cui si scende sotto il limite di rilevabilita
dello strumento, cadendo quindi nell'errore opposto a quello che ci ha portato a testare anche la diluizione
1:100. Dato pero che la concentrazione iniziale di creatinina nel campione dipende dalla concentrazione del
campione stesso, e quindi dal suo peso specifico, un accorgimento utile a capire che diluizione utilizzare puo
essere quello di valutare il peso specifico delle urine e di utilizzare la diluizione 1:100 nei campioni piu
concentrati (a piu alto peso specifico), nei quali la diluizione 1:20 potrebbe portare a concentrazioni di
creatinina superiori ai limiti di linearita e quindi inaccurati, € quella di 1:20 in quelli piu diluiti (con peso
specifico piu basso), nei quali 'uso della diluizione 1:100 potrebbe portare a concentrazioni di creatinina
inferiori ai limiti di linearita dello strumento e quindi inaccurati.

Infine, l'analisi dei campioni conservati ha evidenziato che indipendentemente dalle condizioni di
conservazione la concentrazione di proteine nel campione tende nel tempo ad aumentare, aumentando di
conseguenza il PU/CU. Questo aumento € molto rapido nei campioni conservati a temperatura ambiente, che
gia a 12 ore presentano valori di PU/CU diversi da quelli basali. L'analisi quantitativa della proteinuria va
quindi eseguita immediatamente dopo il prelievo in quanto gia in poche ore di conservazione a temperatura
ambiente i risultati dellanalisi sarebbero inaccurati con possibilita di errata classificazione dei campioni in
classi IRIS inferiori 0, piu frequentemente superiori, rispetto alla classe di origine. La conservazione a
temperatura di refrigerazione a 12 ore presenta lo stesso inconveniente sopra descritto (sovrastima del
PU/CU) ma permette di mantenere valori di PU/CU leggermente superiori ma comunque sovrapponibili a quelli
originali anche se a partire da una settimana di conservazione i risultati tendono ad essere eccessivamente
elevati. Il congelamento, invece, pur non evitando un modico aumento del PU e quindi del PU/CU, mantiene
pit a lungo il PU/CU entro valori simili a quelli di partenza o comunque non superiori a quella che puo essere
la normale imprecisione analitica del metodo citata in precedenza. Di conseguenza solo i campioni il cui
PU/CU di partenza € vicino ai valori soglia che differenziano le diverse classi IRIS,

possono subire alterazioni artefattuali della classe di appartenenza.

In conclusione, quindi, 'analisi quantitativa della proteinuria, pur rimanendo uno strumento indispensabile
nellinquadramento di patologie renali deve considerare variabili pre-analitiche quali un possibile aumento dei
valori in condizioni di temperatura ambiente e, pit tardivamente, in condizioni di refrigerazione o di
congelamento, o di variabili analitiche intrinseche (imprecisione del metodo, soprattutto a valori bassi di
PUICU) o gestibili dall'operatore (es: influenza del fattore di diluizione sulla determinazione della creatininuria).
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CONCLUSIONI
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In conclusione, nellambito di questa tesi e stato possibile utilizzare i tradizionali protocolli di validazione
analitica e diagnostica per mettere a punto una serie di test utili sia ai fini della ricerca che in ambito clinico,
con particolare riguardo a marker che possano svolgere un ruolo diagnostico, prognostico 0 possano costituire
un fattore di rischio utile per stabilire la prognosi dei pazienti. A seconda dello studio sperimentale, per alcuni
marker é stata effettuata solo una validazione analitica, in altri casi solo diagnostica e in altri ancora uno studio
completi comprendente tutte e quattro le fasi riportante nella parte introduttiva di questa tesi.

In particolare I'Hcy € stata sottoposta a tutte e quattro le fasi della validazione dalla | (validazione analitica che
ha dimostrato un'ottima precisione e accuratezza), alla Il fase (confronto tra cani sani e affetti da patologie
evidenti, risultando piu elevata nei gruppi con patologie renali e cardiache), alla Ill fase (nella quale sono state
indagate patologie specifiche per le quali era atteso un incremento della concentrazione di Hey, quali IBD,
patologie cardiache e renali) ed infine la IV fase (per definire 'utilita e I'applicabilita clinica in particolare el
follow up delle patologie cardiache). In concomitanza € stato valutato anche un altro marker d'ipertensione:
I'ET-1 che ha subito la | fase della validazione e poi per quanto riguarda le patologie renali € stato confrontato,
sugli stessi campioni, con I'Hcy per determinare il comportamento in corso di patologia (fase ). Sebbene
I'Hcy aumenti con il progredire dell'insufficienza renale, 'ET-1 ha dimostrato lo stesso comportamento anche
in relazione allo sviluppo del processo infiammatorio concomitante e con l'ipertensione, consentendo cosi un
migliore monitoraggio della terapia. Rimane da chiarire se I'ET-1 sia un marker per la diagnosi
dellipertensione in corso di insufficienza renale oppure se sia un marker da utilizzare nel follow up per
valutare 'andamento clinico in pazienti nefropatici.

Per quanto riguarda le performances analitiche della determinazione del rapporto tra proteine e creatinina
urinaria € stata sviluppata solo la | fase dal momento che ['utilita clinica di questo tipo di test & nota da molto
tempo. La variabilita rilevata pud influenzare l'interpretazione dei risultati e questo sottolinea importanza di

rispettare la sequenza dei quattro steps previsti dalla validazione.

Per altri marker € stata effettuata la validazione analitica, che ha sempre dato risultati soddisfacenti, per poi
essere applicati in determinate condizioni patologiche e sperimentali. In particolare per i markers infiammatori
quali:
= dROMs applicati nei cani affetti da leishmaniosi, nei quali i dROMs dimostrano un ottimo potenziale
diagnostico come marker precoce di infezione con Leishmania,dato che la loro concentrazione
aumenta nei cani con leishmaniosi clinicamente non evidente. Sembra inoltre che consenta di
evidenziare il rapporto tra I'agente patogeno e il tipo di risposta immunitaria in atto che caratterizza
appunto il passaggio tra la forma non sintomatica a quella sintomatica.
= dROMSs applicati in vitro su leucociti felini incubati con peptidi potenzialmente immunogeni. In questo
caso I'applicabilita diagnostica del test € risultata piuttosto scarsa, nonostante sia stato dimostrato che
questi peptidi siano in grado di generare uno stato ossidativo
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attivita paraoxonasica: la determinazione della PON1 e precisa, accurata, ed economica. Inoltre gli
studi preliminari hanno evidenziato un comportamento analogo a quello delluomo come proteina di
fase acuta negativa sia nel cane che nel bovino, con potere antiossidante. Queste due caratteristiche
biologiche hanno un grande potenziale diagnostico, da approfondire con le fasi Ill e IV della
validazione.

Acido sialico: la validazione di questo test ha dato risultati eccellenti sia in termini di precisione che di
accuratezza e per questo € stato possibile impiegarlo in uno studio sulla patogenesi della FIP
confermando l'ipotesi che lo sviluppo della FIP non dipende esclusivamente dal ceppo virale o dalla
risposta immunitaria dell'ospite, ma piuttosto dall'interazione tra queste due.

Una parte degli studi sperimentali ha riguardato la messa a punto di nuovi test: a differenza degli altri lavori in

questo caso non erano disponibili kit commerciali da validare nella specie di interesse, ed € quindi stato

necessario mettere a punto tutto il procedimento analitico.

In particolare:

E stato messo a punto di un metodo per la determinazione del tipo di sialilazione e di sialiltrasferasi
sia nel sangue che nell'omogeneato di tessuto mammario neoplastico. Grazie a questo approccio e
stato possibile determinare che il tipo la sialiliazione con conformazione 2,6 € in grado di influenzare

la metastatizzazione delle cellule neoplastiche.

La prima parte dello studio in vitro eseguito stimolando con i peptidi i leucociti felini e stata la messa a

punto del metodo per la determinazione dell'IFN-y nel plasma dopo l'incubazione.

Inoltre, per quanto riguarda gli strumenti di ematologia, sono stati definiti due nuovi parametri da utilizzare

entrambi per lo strumento Sysmex XT-2000iV:

un gate per l'identificazione di un segnale di allarme per identificare cellule circolanti potenzialmente
neoplastiche, in modo da annullare i falsi negativi € minimizzare i falsi positivi in corso di leucemia.
Questo consente di sottoporre all'osservazione dello striscio ematico al microscopio ottico solo un
numero ridotto di campioni.

un gate per l'identificazione delle piastrine con frazione ad alta fluorescenza nei cani di razza Norfolk
terrier che analogamente ai Cavalier King Charles spaniels, possono essere affetti da
macrotrombocitopenia ereditaria. Questo gate consente di identificare i soggetti colpiti da questa
patologia che, considerando I'assenza di sintomi correlati, non necessita di indagini piu approfondite
da parte del clinico.
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Oltre alle pubblicazioni e comunicazioni a congressi citate in precedenza e rivolte ad affrontare argomenti
inerenti all'oggetto della tesi, durante il triennio di dottorato ho avuto modo di descrivere due casi clinico-
patologici di particolare interesse, nello specifico un caso di leucemia monocitica cronica in un cane (N. 2
dellelenco delle pubblicazioni) caratterizzato dall'estrema rarita in questa specie e un caso di tumore
mammario caratterizzato da ipoglicemia paraneoplastica in seguito alla produzione di Insulin-like Growth
Factor type 2 (N. 6 dell'elenco pubblicazioni). Inoltre, in collaborazioni con veterinari esterni alla facolta, ho
avuto modo di partecipare ad uno studio per la definizione dei parametri ematologico e biochimici nel riccio
europeo dopo ricovero invernale presso i CRAS (Centro di Recupero Animali Selvatici), da cui & scaturita una
pubblicazione (N. 23 dell’'elenco pubblicazioni). Gli abstract di queste tre pubblicazioni sono riportati in calce a
questa appendice.

Durante il triennio di dottorato ho avuto modo di acquisire esperienza nellambito della patologia clinica
partecipando alla processazione e all'analisi dei campioni pervenuti per il servizio diagnostico sia presso la
sezione di Patologia Generale e Parassitologia che presso il laboratorio centralizzato dell'ospedale veterinario
dell'azienda “Polo Veterinario di Lodi".

Inoltre il mio lavoro di ricerca sia presso il laboratorio di Patologia Generale che quello del laboratorio
centralizzato di Lodi, entrambi laboratori approvati dal Committee for Laboratori Standards come Training
Laboratory for the European College of Veterinari Clinical Pathology, mi ha consentito di seguire il training
program in previsione della partecipazione all'esame del’European College of Veterinari Clinical Pathology.
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ABSTRACT

EXTREME MONOCYTOSIS IN A DOG: A CHRONIC MONOCYTIC LEUKAEMIA CASE

Rossi G., Gelain M.E., Foroni S. and Comazzi S. Veterinary Record 165(2):54-56; 2009

A 11-year-old neutered male, mongrel dog was presented to the private veterinary with apathy, shudder and
pale mucous membranes. Complete blood cells count revealed a severe normocytic normochromic anemia,
extreme leukocytosis with monocytosis and thrombocytopenia. A diagnosis of Chronic Monocytic Leukemia
(CMoL) was made based on flow cytometric immunophenotyping. CMoL is a rare disorder in domestic animals
and, to our knowledge, none has before reported a definitive diagnosis of CMoL in a dog.

HEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL VALUES OF HEDGEHOGS (Erinaceus europaeus) AFTER
OVERWINTERING IN REHABILITATION CENTERS

Rossi G. Mangiagalli G., Paracchini G., Paltrinieri S. Journal of Wildlife Diseases

Every year several European hedgehogs need medical care, and they are hospitalized at rehabilitation
centers, overwintered when necessary, and finally released into the wild.

In literature there is only one study about hematological reference intervals, and none about biochemical one.
The aim of this study was to establish hematological and biochemical reference intervals for rehabilitated
hedgehogs to assess the clinical status before the release, and to assess whether reference intervals suffer
from sex-related differences or from differences due to the management of the rehabilitation centre.

Blood was collected from fifty hedgehogs that were recovered at three different rehabilitation centers, but only
thirty-eight animals fulfilled the inclusion criteria (absence of clinical signs or of underweighting, Bunnell index
higher than 0.80, and absence of hibernation during overwintering) and were thus included in the study.
Hematological reference intervals were determined using an automated laser cell counter. Morphological
analysis of blood smears revealed a prevalence of lymphocytes, a constant presence of nucleated RBCs,
Howell-Jolly bodies and basophils, and the presence of neutrophils and eosinophils with bilobated nuclei.
Biochemical reference intervals were determined using an automated spectrophotometer and revealed higher
creatinine and urea concentration and increased ALP and GGT activity compared with other domestic species.
There were no significant differences between sex, but conversely the following significant differences related
to the management were found: a significantly lower eosinophil count in one center, probably related to the
anti-parasitic treatment, despite the absence of evident parasitic infections in other groups; a significantly
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higher presence of activated and large granular lymphocytes, likely depending on a different environmental
exposure to microorganisms; a lower concentration of total protein and glucose, and a higher concentration of
cholesterol in one center, likely due to a different dietary management In conclusion the reference intervals
established in this study can be applied to monitor the healthy status of hedgehogs kept in rehabilitation
centers and not gone into hibernation. Nevertheless, it would be important to establish reference intervals

specific for each rehabilitation center, since the management can influence some of the results.

PARANEOPLASTIC HYPOGLYCEMIA IN A DIABETIC DOG

Rossi G., Errico G., Perez P., Rossi G., Paltrinieri S. Veterinari Clinical Pathology

A 6-year-old, female, Labrador dog had diabetes mellitus, which was difficult to control with insulin treatment. It
also had a ductal solid mammary carcinoma with very rapid growth and was related temporally to onset of
hypoglycemia. Eight months after the first diagnosis of diabetes the dog had a hypoglycemic crisis. Insulin
administration was stopped and glycemia returned to normal. Nevertheless three months after the suspension
of insulin treatment another hypoglycemic crisis developed and glucose concentration remained at life
threatening levels (serum glucose was 29.6, 38.2, 25.4, 36.4 mg/dl) during the following months. At the same
time the tumor increased in size until a diameter of about 16 cm. At the time of surgery hypoglycemia was 39,6
mg/dL. Serum glucose concentration, monitored every 3 hours, increased constantly after removal of the
mammary tumor to 180 mg/dl at 12 hours later. Two days after surgery blood glucose concentration was 587.1
mg/dL. Paraneoplastic hypoglycemia was therefore attributed to the mammary tumor. Immunohistochemistry
demonstrated an expression of IGF-2 by some of the tumor’'s cells, which apparently caused the
hypoglycaemia during the tumor growth even in a diabetic dog. Hyperglycemia of the diabetic condition was
very prominent after the surgical removal of the tumor and had been masked by the paraneoplastic effect of

the tumor earlier.
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