UNIVERSITA’ DI PISA

Dipartimento di Scienze Veterinarie
Corso di Laurea Specialistica in Medicina Veterinaria

Tesi di Laurea

Indagine sui marker
ematobiochimici della flogosi
acuta nel cane

CANDIDATA
Giulia Lopardo
RELATORE
George Lubas

CORRELATRICE
Anna Pasquini

ANNO ACCADEMICO 2014/2015






INDICE

= T3S U ] (R 4
N 1S 1 = T 5
INTRODUZIONE GENERALE ..ot eeeans 6
PARTE GENERALE ...ttt s e e e e 7
L L INFIAMMAZIONE .....coo e ettt e e et e e e e e e e e e e et e e ereaaneeees 8
1.1 Alterazione dell’omeostasi e danno cellulare.............ccocovieeeiiiiiiiiie e, 8
1.2 1l processO iNfIAMMEALONIO ..........vvuescmmmmn e e eeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e eaeeaaeeeaes 9
1.3 Elementi del sistema imMMUNITAIO ........cceeemivniiiiiiicieeeeieeeee e e e 10
1.3.1 Immunita innata 0 aSPECITICA ......... o eeeerrrrrnniiiaiieeeeeeeeeeeereeeeersiennnn. 10
1.3.2 Immunita acquisita 0 SPECIfICA .......ccceeeceeeeeee e 11
1.4 Elementi dell'immunita iNNAta ..........coeeeevviiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e eeeaaaes 12
1.4.1 Cellule sentinella: le cellule dendritich@...........cooviviiiiiiiii, 12
1.4.2 GranuloCiti NEULIOfili .......coiivveiiiieeee e e e 12
1.4.3 MONOCIti € MACTOTAGH ...vuuuniiieee e a e e e e 15
1.5 Mediatori dell'inflammazionNe.............eeieiiiiiiiiiieee e 16
I Tt R I 11 (0 1o 11 1= 17
1.6 Eventi dell'inflammazione acuta l0Cale ..oeeeeeecevvvneeiiiiiiciiieeee e, 20
1.6.1 Fisiopatologia della flogosi acuta.......ccc.ocoviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 20
1.6.2 Manifestazioni cliniche della flogosi acuta...........ccccccceeeeeeeiiiviieeeeiinnn, 22
1.7 Risposta di fase acuta SISTEMICA.......ccuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiirer e 23
0 I = o o (=R 23
1.7.2 Proteine di faSe aCULA..........uuiieeiiee e era e 25
1.7.2.1 Proteina C REALIVA...........uuucemmmem et e e e e e e e aaaeeeenes 28
i T o1 1 To o [T o[ RS TTR 30
R 3 N | o1 U T3 11 = N 32
1.7.3 LeucoCiti NEULIOFIll ......u.iieeiie e era e 34
A Y o (=1 =Y 0 1= 35
2 MARKER EMATOBIOCHIMICI DELLA FLOGOSI ACUTA ..., 40
2.1 COS'€ UN BIOMATKET ....ciiveiiiiiieee e ettt e et e e e e e et e e e e e e e e enasa e eeeans 40
2.2 Biomarker INflammatori.........coouuiiiiiiiiiiiee e e 41
2.3 Conta leucocitaria e formula [eUCOCIAITA e cevvveeeiiiieeeiiieeeiie e 42
P2 T N =0 14 (0] 1= R 42
2.3.2 DEVIAZIONE @ SINISIIA.....iiivieiiiiemmme e ee e e et e e e e e e e e e st e e e ernnanaeees 43
2.3.3 NEULIOFII TOSSICH . cevuiiiniiiiiiiees et e et e e et e et e et e et e e e s enanaeranaas 44
G I Y/ o] (o Tt | (= 4117 L (TR 44
2.3.5 LINTOCIT FEALIVI ...evviiiiiiie e e e e 45
2.3.6 Vari leucogrammi rilevabili in corso di inflranazione................ccccvvvvnene. 45
2.3.7 Leucogrammi non inflammatori..........ccceeeeeeiiiiiiiiiciicee e 46
2.3.8 WBC e valutazione dei neutrofili come martieinfammazione............... 47
2.4 Proteine di faSE ACULA .........iiieiiiiiiie et eeeae e e eaa e 48
2.4.1 APPS PrNCIPALT ....cciiiiiiiiiiiiiiie s e 48
2.4.2 CRP - Proteina C ReattiVa ........cccvoiiiieiiiiiie e 49
2.4.2.1 Metodi di misurazione e livelli plasmatfisiologici ..............ccc..ouu.... 49
2.4.2.2 Fattori che possono influenzare la misorazdi CRP............ccccce...... 49
2.4.2.3 Variazioni della CRP in corso di patologigammatorie..................... 50



2.4.2.4 Condizioni che possono influenzare le cotragioni plasmatiche di

R P e ———— et et e e e e 55
2.4.3 APPS MOEIALE ...ccoeviiiiiiiiiiiei e e e e e 56
P ] o] ] [0 Yo 1= L J 57
2.4.4.1 Metodi di misurazione e livelli plasmatfisiologici ..............cccc..euu.... 57
2.4.4.2 Variazioni della concentrazione plasmatiicébrinogeno ................... 58
2.4.5 APPS NEQALIVE ..ottt e ettt 59
2.4.6 AIDUMING ..cooiiiiiiiiee et e e e e e e e e e bebeeee s 59
2.4.6.1 Metodi di misurazione e livelli plasmatfisiologici ..............ccc..uuu.... 60
2.4.6.2 Fattori che possono influenzare la misorazdell'aloumina............... 60
2.4.6.3 Variazioni dell'albumina in corso di paggiminfiammatorie ............... 60
2.4.6.4 Condizioni che possono influenzare la cotragione plasmatica di
=1 010 011 = PP PRTOTRURRRPPPRP 61
2.4.6.5 Valutazione dell'albumina rispetto allelglne .............c...oooooooeii 63
2.5 FBITO ettt e et e e e e e e e e e e e e nraaans 63
2.5.1 Metodi di misurazione e livelli plasmatiaiblogici.............cooevvviviiinnnnnnnn. 63
2.5.2 Fattori che possono influenzare la misurazoel ferro sierico .................. 64
2.5.3 Variazioni della sideremia in corso di patidoinfiammatorie.................... 64
2.5.4 Condizioni che possono influenzare la corregrdne plasmatica di ferro.. 66
PARTE SPERIMENTALE ......ootiiiiiii et e e e e eneeaes 68
3 INTRODUZIONE ALLA PARTE SPERIMENTALE ..o 69
4 MATERIALI E METODI oottt 70
Y = 1] = PO PPPPPRUUPPPPRRR 70
4.1.1 Strumenti e metodiche per la misurazionelokeirsi parametri nel
[2bOratorio di PCV ... ..o s 70
4.1.2 Intervalli di riferimento ..........cooi e 72
G T 2= 1 0 0] o] o | PP PP UURRPRPRPR 72
/1= (oo | PTP TP 72
4.2.1 Criteri per la selezione dei CamMPIONT w e eeeeeeeeiieieieiiiiiieee e 72
4.2.2 Elaborazione dei dati € metodi StatiStiCl.eee....uuvrrerreeiiiiiiiiieeeeeieiiiiiiies 73
CS T 15U 1 OO SURPPRRR 78
5.1 Distribuzione della popolazione in base al@ess........cccccccvvvciiiiiiiieeeeeeenn, 78
5.2 Distribuzione della popolazione in base allzea............cccccoovveeeiiiiiiinnnnn 29,
5.3 Distribuzione della popolazione in base all’eta..........cccccoooeeeeeiviiiiiieeiiiiines 80
5.4 Dati della statistica riepilogativa ......ccccc..oooooiiiiiiiiiii e 81
5.5 Correlazione tra i marker inflammatori......c.....oooooiiiiiiiiiiiieeeec e 82
5.6 Rapporto tra CRP e gli altri marker inflammatar.............cccoeeeeieiiiiiiiiiiiinn, 82
5.7 Fasce di incremento della CRP..........cuummeieeeeeeieieeieeiiiiiiiieee e e e e 83
5.8 Distribuzioni dei marker inflammatori ... 83
5.8.1 Tra gruppo inflammatorio e gruppo non infia@lomio ................cccceeeeeene. 83
5.8.2 Tra fasce di incremento della CRP ... 86
5.9 Presenza o assenza di alterazioni nei diveasien a confronto con la CRP ..... 89
5.9.1 Presenza di alterazioni inflammatorie® ................cccccvvvvviiiiiiiiiiinnn e, 89
5.9.2 Totale assenza di alterazioni........cceccccveeeeeeiiiiiiiiiiiii e 91
5.10 Accuratezza, sensibilita e specificita deedsv marker infliammatori rispetto
Al1A CRP .ttt r e e e e e e 91
5.11 Presenza di alterazioni leucocitarie e carretee con i valori di CRP............. 94
B DISCUSSIONE ....otiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e et s e s sttt ee e e eeeeaaaaaesnnsssesnnnees 96
6.1 Distribuzione della popolazione in base a seszaa ed eta.........ccccoeeeeeeeeeennn. 96
6.2 Dati della statistica riepilogativa ......ccccc..ooooiiiiieiiiiii e 97



6.2.1 Valori MasSIMi € MUNIMI «.en e eaaanns 97

6.2.2 Mediana € Percentili ............uuuuiiiiiiiii e 98
6.2.3 Coefficienti di aSIMMELria € CUMOSI. .. cuumurnierniiiiiiiieeiiieiiee e e sianes 99
6.2.4 DIStribuzione dei dati ...........oovvtmree e e e e enaaaes 100
6.3 Correlazione tra i marker inflammatori ..ccocecvvviiviiiiiii e, 100
6.4 Rapporto tra CRP e gli altri marker inflammatar...............ccccoevvvviiiiiiinnn. 30
6.5 Fasce di incremento della CRP.........mm e eeann 103
6.6 Distribuzioni dei marker inflammatori ....cccceveviiiviiiiiiiiicie e 103
6.7 Presenza o assenza di alterazioni nei diveagien a confronto con la CRP ... 106
6.7.1 Presenza di alterazioni inflammatorie® v .cooovieiiiiieeieeeeeeeeeiie, Q6L
6.7.2 Totale assenza di alterazioni........cccceemeveeiiiiiiiiiiiiieee e 107
6.8 Accuratezza, sensibilita e specificita dei dsvenarker inflammatori rispetto alla
R e ——— et e et e et een—— e aa e aaraaaes 108
6.9 Presenza di alterazioni leucocitarie e corretezcon i valori di CRP.............. 109
A O(0 N[O IL0 ] [0 ] 11 111
=] 1 o] [ToTe| =Y i = U PR UPPPPTTPPURRRR 112
LT | £= VA = U 41T o S 117



Riassunto
Parole chiave cane, inflammazione, marker ematici, proteina&ttiva

Introduzione: L’inflammazione rappresenta la reazione dell’orgaro a vari tipi di
stimoli patogeni. La risposta sistemica all'infiarzione acuta prende il nome di
risposta di fase acuta (Acute Phase Response, ABBermina la comparsa di
modificazioni ematobiochimiche in alcuni paraméiachimici e leucocitari, che sono
considerati buoni indicatori di flogosi, 0 markafiammatori.

Scopa Indagare il comportamento di alcuni marker inflaatori del cane,
considerando la Proteina C Reattiva (C-reactivéepmnpCRP) come marker elettivo di
APR e confrontandola con i valori di Fibrinogendoji-Albumina (Alb), Ferro (Fe),
conta leucocitaria totale (WBC), conta dei Neutr&egmentati (NeuSeg) e conta dei
Neutrofili Banda (Band) e con la stima citologica Neutrofili Tossici (Neu TOX),
Monociti Attivati (Mon ATT) e Linfociti Reattivi (linf REA).

Materiali e Metodi: Indagine retrospettiva sul database informateld@spedale
Didattico Veterinario “Mario Modenato” del Dipartento di Scienze Veterinarie,
Universita di Pisa. Sulla base dei valori di CRRsstate selezionate due popolazioni:
“gruppo inflammatorio” con CRP 0,30 mg/dL (1080 campioni — 980 pazienti) e
“gruppo non inflammatorio” con CRP 0,29 mg/dL (757 campioni — 668 pazienti). |
dati raccolti sono stati studiati statisticamente.

Risultati: Presenza di una ridotta correlazione (da |0,(@pé|) ma molto significativa
tra la CRP e gli altri marker; nessun rapportoigeddenza statistica tra CRP e gli altri
marker (R corretto: 0,05 per CRP 0,30 mg/dL; 0,02 per CRP0,29 mg/dL); i valori

di AUC delle curve ROC per ogni marker segnalar®iddeuSeg sono un “test
moderatamente accurato”, mentre gli altri sondtasilessere dei “test poco accurati”
per la diagnosi di malattia infiammatoria rispedt@ CRP; il Fib risulta il marker piu
sensibile (SS) e meno specifico (SP) (SS:52,7 SPpéf valori di 400 mg/dL) mentre i
Band sono risultati i meno sensibili ma i piu sfiec{SS:17,6 SP:98 per valori di 0,31
K/uL). Neu TOX e Mon ATT presentano una correlaeigositiva bassa (0,23 e 0,22)
ma molto significativa.

Conclusiont: Il potere diagnostico dei singoli marker infianmtoramessi a confronto
con la CRP e ridotto. Per aumentare I'accurateeflandiagine ematobiochimica volta
a diagnosticare una malattia inflammatoria € negessombinare piu parametri
contemporaneamente, soprattutto se non si dispaterdisurazione di CRP.



Abstract

Key words: dog, inflammation, blood markers, C reactive protei

Background: Inflammation represents the reaction of the orgaro various
pathogenic stimuli. The systemic response to theaaflammation is called Acute
Phase Response (APR) and causes the onset of hbimettemical modifications of
some biochemical and leukocyte parameters, whielt@nsidered good indicators of
phlogosis, or inflammatory markers.

Objectives: To investigate the behavior of several canine mftatory markers,
considering C-reactive protein (CRP) as electivekeraof APR and comparing it with
values of Fibrinogen (Fib), Albumin (Alb), Iron (J;e¢otal Leukocyte count (WBC),
Segmented Neutrophils count (NeuSeg), and Bandrdjghits count (Band) and with
cytological estimation of Toxic Neutrophils (Neu XJ) Activated Monocytes (Mon
ATT) and Reactive Limphocytes (Linf REA).

Materials and Methods: Retrospective investigation on the database ofriretey
Teaching Hospital “Mario Modenato” of the DepartrhehVeterinary Science,
University of Pisa. Based on CRP values two poparat “inflammatory group” with
CRP> 0.30 mg/dL (1080 samples — 980 patients) and ‘fritaxnmatory group” with
CRP<0.29 mg/dL (757 samples — 668 patients) have belmtted. Collected data
have been studied statistically.

Results: Presence of a low (from |0.08] to |0.26]) but wagpificant correlation

between CRP and other markers; no statisticalioalkstip between CRP and other
markers (R adjusted: 0.05 for CRP 0.30 mg/dL; 0.02 for CRR 0.29 mg/dL); AUC
values of ROC curves for each marker indicate NeaiSeg are a “moderately accurate
test”, while the others were found to be “low aatartests” compared to CRP for the
diagnosis of inflammatory disease; Fib resultsddhie more sensitive (SS) and the less
specific (SP) marker (SS:52.7 SP:77.5 for of 40@dinpwhile Bands results the less
sensitive but the more specific marker (SS:17.®@%Ror values of 0.31 K/uL). Neu
TOX and Mon ATT show a positive correlation thatae (0.23 and 0.22) but very
significant.

Conclusion: The diagnostic power of each single inflammatorykeacompared with
CRP is reduced. To increase the accuracy of theéoebiachemical investigation aimed
to diagnose an inflammatory disease, combining rmarameters simultaneously,
particularly in the absence of CRP measuremengdgssary.



INTRODUZIONE GENERALE

L’inflammazione acuta € la complessa risposta @rgdnismo mette in atto se
sottoposto a insulti di vario genere, poiché i sueccanismi sono finalizzati a
confinare e combattere I'agente patogeno; quaradgelite patogeno non e
immediatamente e facilmente identificabile, I'acaarento dello stato infammatorio
rappresenta anche la “spia” di questa situazione.

Per il clinico riconoscere uno stato infiammataridunque molto importante e per
poterlo fare deve valutare i sintomi, i segni direg le modificazioni ematobiochimiche
che derivano dalla risposta inflammatoria acuta.

Questa tesi si occupa dei marker ematici delleofbgcuta nel cane. L’attenzione é
quindi rivolta alle modificazioni ematobiochimichei parametri maggiormente presi in
considerazione per la valutazione dello stato imfieatorio di un paziente e alla loro
interpretazione.

Con la parte compilativa, prima sono stati espgasgccanismi della flogosi e delle
conseguenti alterazioni ematiche dei parametritimici e leucocitari, dopo é stato
illustrato lo stato dell’arte dei principali parameuitilizzati per la diagnosi di malattia
inflammatoria: Proteina C Reattiva (CRP), Fibrinog€Fib), Aloumina (Alb),
Leucociti (WBC), Neutrofili segmentati (NeuSeg) eutrofili banda (Band).

Con la parte sperimentale é stata condotta un’indagtrospettiva sui dati presenti nel
sistema informatico dell’Ospedale Didattico Vetarino “Mario Modenato” del
Dipartimento di Scienze Veterinarie, UniversitéPia, per osservare e studiare il
comportamento di CRP, Fib, Alb, WBC, NeuSeg e Bamdpggetti con e senza
inflammazione acuta.

Inoltre, sono state considerate alcune alterazeltulari rilevabili durante la lettura
microscopica dello striscio ematico: Neutrofili$as (Neu TOX), Monaociti attivati
(Mon ATT) e Linfociti reattivi (Linf REA).

Per stabilire la presenza o assenza di inflammazicstata utilizzata la CRP come
parametro discriminante per includere i dati nepgo infiammatorio (CRB 0,30
mg/dL) o nel gruppo non inflammatorio (CRF,29).



PARTE GENERALE



1 L'INFIAMMAZIONE

1.1 Alterazione dell’omeostasi e danno cellulare

L'omeostasi € una delle caratteristiche peculieglidbrganismi viventi, tutti gli apparati
del corpo di un organismo vi partecipano, tutésduti e tutte le cellule che li
compongono hanno meccanismi piu 0 meno complasgereonnessi finalizzati al
mantenimento della stabilita del sistema.

Perché le cellule possano assolvere alle loro @umzileve essere mantenuto un
equilibrio tra la domanda fisiologica ed i limithposti dalla struttura cellulare e dalle
sue possibilita metaboliche.

(Robbins et al. 2005)

La biologia riconosce nel “sistema omeostaticoletreenti fondamentali costituiti da:
* recettore (percepisce le condizioni esterne edriaje
» centro di controllo (decide come comportarsi quaihdecettore rileva delle
alterazioni)
» effettore (esegue cio che é stato deciso dal ceintontrollo)
» stimolo (ogni evento che agisce sul sistema detemnaio il cambiamento
percepito dal recettore)

Le cellule sono programmate strutturalmente e noditamente per rispondere a una
vasta gamma di stimoli, che rientrano nell'ambé#bfiologico. Ma quando questi
diventano eccessivi come intensita e/o durata, @pguando compaiono stimoli
patologici che alterano le capacita di rispostirséscano svariate alterazioni con
cambiamenti metabolici e morfologici, come consegaedel tentativo da parte delle
cellule di mettere in atto risposte adattativeceii a mantenere la vitalita del
tessuto/organo di cui sono parte.

Il primo grado di alterazione e quello deldattamenty che implica modificazioni
dell'accrescimento cellulare: ipertrofia (aumentbvblume cellulare con aumento del
numero di organelli), iperplasia (incremento dainewo di cellule di volume normale),
atrofia (riduzione di numero e volume delle celjulaetaplasia (cambiamento del tipo
di differenziazione cellulare).

Quando il limite della capacita adattativa vienpesato o quando I'adattamento non é
proprio possibile, lo stimolo determina direttangenh danno subletale e si verificano
alterazioni metaboliche di vario tipo responsattitidegenerazione cellulaieon
accumulo patologico (ovvero accumulo di sostanzendrmalmente non sono presenti
o che lo sono solo in misura minore) e alterazioaifologiche.

La degenerazione cellulare, pud essere reversihiteversibile a seconda dell'intensita
e della durata dello stimolo e quindi del gradeanpromissione del metabolismo
cellulare che esso determina.

In caso di degenerazione reversibile si assistenathmbiamento cellulare patologico
che puo regredire e tornare alla normalita seitoadd che I'ha indotta viene rimosso.
Mentre nella degenerazione irreversibile il daneltutare € permanente e conduce a
morte cellulare.



La morte & quindi I'esito finale di un processoateggativo in progressione. Tuttavia si
puo verificare anche come conseguenza immediataalstimolo responsabile di danno
letale diretto.

Si distinguono due tipi fondamentali di morte clelhe: oncosi e apoptosi.

Nell'oncosi la morte segue una condizione di prentgrigonfiamento cellulare ed é
cio che avviene dopo una degenerazione celluleredrsibile.

Nell'apoptosi invece la morte avviene in seguitmatrazione cellulare e si verifica (sia
in circostanze patologiche che fisiologiche) pé&ratione dei geni letali responsabili di
una morte programmata, con la produzione di cqpp#otici che esprimono sulla loro
membrana ligandi per i recettori delle cellule feitarie.

La necrosi indica piu genericamente la morte duéek tessuti in un organismo
vivente.

Le cause di danno letale diretto sono molteplipossono essere di natura

1) fisica: come nel caso di eventi che provocano saltn meccanico sui tessuti
tale da superare la loro capacita di resistenzasmni, abrasioni,
lacerazioni o eventi traumatici di vario tipo),ediposizione degli stessi a
temperature estreme (ustioni, congelamenti), elalfricita.

2) chimica (sostanze fortemente acide o basiche nessic..)

3) infettiva (batteri, virus, protozoi)

4) immunitaria

Quando il danno cellulare € esteso I'organismoeriatatto una serie di meccanismi
finalizzati a confinare la lesione ed eliminaregkate patogeno, tali eventi
rappresentano nel loro insieme la risposta infiatonea

1.2 Il processo infiammatorio

La Flogosi(dal gr.phlégssis ‘combustione’), dnfiammazioneé quindi quel processo
complesso e articolato che l'organismo mette miattisposta ad un insulto tissutale.

L'insulto tissutale pud essere di natura degenardtiaumatica, chimica, infettiva,
immunologica o neoplastica; la risposta flogisttb@ ne deriva € un processo aspecifico
che nasce con la finalita di restaurare I'omeosigforganismo, rimuovendo la causa
del disturbo attraverso risposte fisiopatologiche cercano di confinare la lesione,
rimuovere la causa del disturbo e preparare i teska guarigione.

La flogosi € un processo dinamico, articolato unfgisi, che coinvolge i tessuti vitali.
Inizia come fenomeno localizzato a livello del ftago inflammatorio (laddove si &
verificato il danno tissutale) associata quindadtdrazioni e manifestazioni locali che si
sviluppano entro pochi minuti dall'insulto, ma aedlua rapida evoluzione coinvolge ed
influenza l'intero organismo, provocando alterazemnatiche di vario tipo (in base
all'entita ed all'estensione del danno) e talMalteomparsa di sintomi sistemici e
aspecifici.

Le sue fasi sono ben definite e una volta cheot@sso infammatorio viene innescato
evolve indipendentemente dalla causa, tant'e sheiimeccanismi possono divenire
potenzialmente dannosi e l'inflammazione stessaagaomere un ruolo patogenetico in
alcune malattie.



Lo stimolo flogogeno evoca infatti la reazione amiimatoria, ma questa puo talora
esacerbare i danni inizialmente provocati dall'égfenento patogeno progredendo in
modo indipendente da esso.

La patologia generale distingue due forme di flogaisgioflogosi e istoflogosi.

» L'angioflogosi corrisponde all'inflammazione acudae si sviluppa in breve
tempo dal momento in cui si verifica il danno tisde ed essendo aspecifica
si manifesta sempre in modo simile, qualsiasildipo di agente patogeno
che I'na evocata.

Comporta cambiamenti vascolari (direttamente or@ttiimente indotti) ed
essudazione liquida e cellulare, localizzati abfa® infiammatorio e si
accompagna alla comparsa della reazione sistemfaaedacuta.

» L'istoflogosi corrisponde invece all'infliammaziotrenica, dove c'é una
maggiore partecipazione degli elementi mesenchideliessuto colpito.
Comprende diverse forme che possono essere aspearfispecifiche,
guelle specifiche presentano espressioni anatotapatlogiche tipiche per
l'agente eziologico che le ha indotte.

Il passaggio dall'angioflogosi all'istoflogosi @éta alla persistenza dell'agente
patogeno nei tessuti, all'incapacita di inattivigreodotti enzimatici del patogeno anche
se questo non é piu presente, oppure alla comgansaccanismi immunomediati.
Anche nel corso di un'inflammazione cronica sifigano delle risposte sistemiche con
alterazione di alcuni parametri ematologici e pasicomparsa di sintomi sistemici.

Le cellule e le molecole coinvolte in questo preceappartengono al Sistema
Immunitario, sistema di difesa dell'organismo cheuvertebrati ha due espressioni:
I'immunita innata o aspecifica e I'immunita acdaisi specifica.

Nell'inflammazione acuta i meccanismi messi in attmodo coordinato da questi due
sistemi di difesa si possono suddividere e des@iwequattro fasi (le quattro “R”):

* Riconoscimento dei patogeni da parte delle cetedatinella”

* Reclutamento dei leucotici nel sito d'infezione

* Rimozione dell'agente flogogeno

* Risoluzione del processo inflammatorio
(Abbas et al. 2000)

1.3 Elementi del sistema immunitario

1.3.1 Immunita innata o aspecifica

Comprende tutti quei meccanismi di difesa dell'arg@o presenti fin dalla nascita che
rimangono immutati nel corso della vita dell'indiub e che entrano in funzione come
prima linea difensiva, indipendentemente dalla raatiell'insulto.

E' costituita da:

» Barriere meccaniche o anatomiche dell'organismpeici cutanee e mucose,

strutturate in epiteli continui che ostacolanagiigsso di organismi patogeni
nell'organismo.
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» Barriere fisico-chimiche o fisiologiche: temperatworporea; pH delle
secrezioni (ad esempio I'acidita dei succhi gaktrncucine e peptidi ad
azione antibatterica (come le defensine prodotie dallule epiteliali della
cute e le criptochinine prodotte dalle cellule elpdi delle cripte della
mucosa gastro-intestinale); clearance muco-citlatke vie respiratorie; il
regolare transito intestinale ecc...

* Cellule del sistema immunitario ad attivita aspeaitton capacita fagocitarie
(granulociti neutrofili e macrofagi) o capacitaotdssiche (cellule natural
killer e cellule dendritiche)

» Citochine (glicoproteine prodotte dalle cellule disttema immunitario) e
proteine circolanti (come il sistema del compleroetd proteine di fase
acuta e la cascata della coagulazione)

1.3.2 Immunita acquisita o specifica

Interviene in un secondo tempo rispetto all'immauminata (che coordina e amplifica la
risposta dell'immunita specifica) e si modifica oefso della vita di un individuo in
relazione agli antigeni a cui esso viene esposftyjiaendo la capacita di reagire in
modo diverso e specifico ai diversi agenti patogkisuo complesso meccanismo e
infatti dotato di memoria e la sua potenza d'azenelocita di intervento si accrescono
con ripetute esposizioni allo stesso agente patogen

Le sue caratteristiche sono quindi: specificitaeamaria immunologica, adattabilita e
discriminazione tra self e non-self, ovvero la adjgadi identificare e rispondere a
molecole estranee (non-self) evitando invece déscare risposte verso i componenti
dell'organismo (self).

L'immunita specifica € costituita principalmente lii#ociti e dai loro prodotti e si
esprime con due distinti meccanismi: Immunita Urfreealmmunita Cellulo-Mediata.

L'immunita umorale e sostenuta dai linfociti B di¢rovano nel sangue e che
producono anticorpi in seguito al riconoscimentamtigeni liberi.

Gli anticorpi sono glicoproteine solubili della st delle globuline, dette
“immunoglobuline” o anche “gammaglobuline” per é&d caratteristiche di migrazione
in campo elettroforetico. Essi reagiscono con nu&antigeniche estranee all'ospite
(non-self) e vi si legano in modo da neutralizzarfavorire la loro eliminazione.
Costituiscono pertanto la principale difesa speaifiei confronti dei microrganismi
patogeni extracellulari e delle tossine da loradptte.

Mentre I'immunita cellulo-mediata & sostenuta adotiti T, che riconoscono gli
antigeni legati al complesso maggiore di istocorbgah (MCH) espresso sulla
superficie delle cellule presentanti I'antigene C(ARche possono essere cellule
dendritiche, macrofagi, linfociti B o cellule infet

La loro attivita di difesa prevede quindi l'intei@ze con le cellule dell'immunita innata
e dell'immunita umorale, con produzione di citoehflinfochine) che modulano la
risposta difensiva dell'organismo e con l'intereeditlinfociti T citotossici che
provvedono a distruggere le cellule infette indwiere I'apoptosi.
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1.4 Elementi dell'immunita innata

1.4.1 Cellule sentinella: le cellule dendritiche

Le cellule dendritiche sono le cosiddette “cellsdémtinella” distribuite ubiquitariamente
ma con maggior concentrazione alle porte di ingrefed'organismo per gli eventuali
patogeni, quindi nei tessuti che fungono da baxriisica (cute e mucose) e nei
linfonodi. Le cellule dendritiche provvedono a oadtre gli “intrusi” internalizzandoli
mediante fagocitosi e processando gli antigenippeesporne sulla superficie cellulare
un frammento associato ad una molecola del complesggiore di istocompatibilita
(MHC) di classe Il. Si comportano quindi come clelpresentanti I'antigene, (APC)
per facilitarne il riconoscimento da parte delleeatellule del sistema immunitario.

Sonouna popolazione molto eterogenea di cellule cipaigisuddividere in due
categorie sulla base delle cellule da cui originano
* Cellule dendritiche mieloidi (MDCs) che derivana deonociti, sono le piu
rappresentate e si trovano in quasi tutti i tessiiteccezione di encefalo,
occhi e testicoli.
» Cellule dendritiche plasmocitoidi (PDCs) di deriva® linfoide e sono

localizzate negli organi linfoidi e nel torrentengaigno.
(Tizard 2009)

1.4.2 Granulociti neutrofili

Rappresentano il 60-77% della popolazione leucoaitarcolantgaguggini et al. 20062
sono i primi a raggiungere il focolaio inflammatgrad iniziare la rimozione delle
cellule morte, dei frammenti di fibrina e dei rasidecrotici che si formano in seguito
ad eventi traumatici, bruciature ed altri tipi @sioni, e sono i principali protagonisti
delle flogosi batteriche.

Hanno un diametro di 10-20 micron, presentano wheaupolilobato (da 2 a 7 lobi, il
numero dei segmenti aumenta con l'eta della cglkutaanulazioni citoplasmatiche con
reazione neutra alle colorazioni istologiche, moier cui sono definiti granulociti
neutrofili (e ben si distinguono dai granulocitsewfili, affini ai coloranti acidi come
I'eosina, e dai basofili i cui granuli dimostramwece affinita per i coloranti basici).

La loro produzione avviene nel midollo osseo aipadalle cellule staminali totipotenti
che generano sia la linea linfoide che quella ndie]alalla cellula staminale mieloide in
grado di generare la serie eritrocitaria, megacdéna e mielocitica si differenzia la
cellula staminale unipotenziale da cui si possalopare la linea monaocitaria e
quella granulocitaria.

Dalla cellula unipotenziale della linea granulogéasi sviluppano il mieloblasto ed il
promielocita, dopo di che avviene la differenziagael neutrofilo (o dell'eosinofilo o
del basofilo) che matura attraverso i vari stadndtamielocita, granulocita neutrofilo
non segmentato (a banda) e granulocita neutradgongntato (maturo).

Tale processo € controllato principalmente da dtteri di crescita: il Granulocyte
colony stimulating factor (G-CFS) e il Granulocii@crophage colony stimulating
factor (GM-CFS)(Dale 2009)

Una volta maturati, i neutrofili vengono rilasciaticircolo dove permangono 5-10 ore
prima di migrare nei tessuti, dove sopravvivond @ga4 giornper poi andare incontro
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ad apoptosi. L'intera popolazione viene totalmemt@iazzata da 1 a 2,5 volte al giorno
(Villiers & Blackwood 2006).

In circolo i neutrofili sono distribuiti in due “mds” che si distinguono per la differente
localizzazione delle cellule all'interno dei vasianseguentemente anche per il loro
diverso comportamento:

» Circulating neutrophil pool (CNP) : costituito daltellule che scorrono
liberamente nel sangue e che si trovano in poszo@mtrale rispetto al lume
vasale;

* Marginated neutrophil pool (MNP) : costituito dautrofili che scorrendo in
prossimita dell'endotelio (cosa che avviene priaragnte a livello capillare
e delle piccole vene) formano legami temporaneileanolecole di
adesione delle cellule endoteliali; in seguitcadkisione i neutrofili possono
staccarsi e tornare nel CNP oppure migrare neitiess

La migrazione dei neutrofili marginati nei tessisempre unidirezionale (quindi i
neutrofili una volta usciti dal torrente circolatbnon sono in grado di tornare indietro)
ed in condizioni fisiologiche avviene a random.

L'inflammazione, attraverso il rilascio di citockimfiammatorie, influenza
I'espressione delle molecole di adesione da patle ckllule endoteliali e dei recettori
ad alta affinita da parte dei neutrofili, che autaen il “rolling” e la forza di adesione,
favorendo il successivo processo di migrazioneovetsssuti.

Nel cane, come nella maggior parte dei mammiferagporto CNP/MNP in condizioni
fisiologiche & vicino a 1. Su un totale di 10,208/kg di neutrofili presenti nel sangue,
5,4 x 10 appartengono al CNP mentre 4,8 X DMNP (willard & Tvedten 2012)

| maggiori processi che influenzano la concentraidi neutrofili nel sangue sono:

* Produzione: proliferazione e differenziazione detéule staminali e/o effettiva
maturazione delle cellule allo stadio di mielociti.
* Rilascio da parte del midollo: normalmente soneutrofili maturi a lasciare |l
midollo.
* Distribuzione tra CNP e MNP.
» Migrazione dei neutrofili dal sangue ai tessuti€utrofili segmentati hanno
maggiore capacita di migrare nel compartimentoaeeiscolare rispetto ai

neutrofili immaturi).
(Stocham & Scott 2008)

I neutrofili possiedono diversi tipi di granuli macitoplasmatici che si formano
sequenzialmente durante la differenziazione delllele progenitrici mieloidi:

» | granuli primari, cazzurrofili, sono piccoli lisosomi che contengono numerose
proteine con attivita battericida.
Le piu rappresentative sono la mieloperossidasi@V®le alfa-defensine (i
maggiori costituenti dei granuli azzurrofili, cirdéd% delle proteine totali in
essi contenute).
La MPO é un enzima che si forma solo nei primiisgagviluppo della
cellula (a livello di promielocita), quando vienecseta dal neutrofilo
attivato reagisce conJd, formando NADPH ossidasi che incrementa la
tossicita di questo ossidante.
| granuli azzurrofili contengono inoltre proteaszzurrocidine, un terzo del
lisozima totalmente prodotto dai neutrofili e l&¢toina.
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> | granuli secondari, epecifici sono piu grandi e numerosi, si formano nelle
cellule in sviluppo allo stadio di mielocita e maialocita e contengono la
maggior parte del lisozima, oltre a fosfatasi ategllattoferrina e proteine
cationiche.
Le membrane dei granuli secondari contengono ainébgrine e altre
molecole di adesione che si spostano verso la fitiperellulare durante
I'attivazione (Cheville 2003)

» | granuli terziari sono presenti nei neutrofili @anlola o nei segmentati e sono
ricchi di lisozima e gelatinasi.

I neutrofili esprimono sulla loro superficie recettper i frammenti FC delle
immunoglobuline (F&s), recettori per le molecole di adesione e redqtty il
complemento.

La proprieta dei neutrofili sono:

Chemiotassi

Fagocitosi

Sintesi di superossidi e di enzimi litici contenigi granuli
Modulazione dell'infammazione

~AODNPE

1. La chemiotassi € la movimentazione delle celeleso un determinato sito in
risposta ai fattori chemiotattici (i mediatori chaindiffusibili dell'infiammazione), il
movimento € unidirezionale e avviene secondo gniaelidi concentrazione.

Anche macrofagi ed eosinofili rispondono ai fatremiotattici, ma i neutrofili sono
maggiormente recettivi e rispondono a molti mediativersi: frazioni del
complemento (C3 e C5), fibrinopeptidi (che derivaladia degradazione della fibrina),
prodotti collagenolitici, citochine solubili (IL-1L-8, PAF o fattore di attivazione
piastrinica), callicreina, componenti batterichenede endotossine e leucotrieni.
L'interazione di queste molecole con vari tipielettori espressi sulla superficie dei
neutrofili consente loro di esercitare I'effett@otiotattico a diversi livelli.

Il primo & quello riguardante I'affinita recettdadra neutrofili e cellule endoteliali
attivate, per cui da un'adesione transitoria |'mthesdiventa sempre piu stabile, il
rallentamento dei neutrofili che rotolano sullaesigie endoteliale favorisce il contatto
e l'interazione con ulteriori molecole chemiotdtécche determinano attivazione
neutrofilica e la loro successiva migrazione trageeliale attraverso le giunzioni
intercellulari delle pareti vasali.

In ambiente extravascolare i neutrofili interagisg@on la matrice extracellulare del
tessuto connettivo e grazie a modificazioni delstheletro riescono a spostarsi con
movimenti ameboidi che aumentano la loro velocittnbdo direttamente proporzionale
alla concentrazione di fattori chemiotatticiheville 2003)

2. e 3. L'attivita microbicida e costituita da wwanbinazione di processi ossidativi e
processi enzimatici dipendenti dall'ossigeno cladtsiano contemporaneamente

alla fagocitosi quando la cellula viene a contatin un qualsiasi stimolo patogeno.
(Smith 1994)

La fagocitosi € un processo di endocitosi che dipedall'interazione dei recettori
espressi sulla superficie del neutrofilo con male@psonizzanti che rivestono l'agente
patogeno o con determinati antigeni che il patoggasso esprime sulla sua superficie;
una volta avvenuto il legame (e la conseguente@ueseutrofilo/patogeno) la
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membrana citolpasmatica del neutrofilo si invaginglobando il microrganismo
all'interno di un vacuolo definito fagosoma.

Quindi si attivano contemporaneamente due meccanism

A) l'aumento improvviso ed imponente delle reaziontaieliche da parte della
cellula con un incremento di 50-100 volte il consudn ossigeno, fenomeno
che viene chiamataéspiratory burst o “esplosione respiratoria”; questo
porta alla produzione di specie reattive dell'oss@(ROS) e specie reattive
dell'azoto (RNS) come l'ossido di azoto, avenetdf citotossico.

B) la degranulazione dei neutrofili, che puo esseérgiacellulare sia
extracellulare; in quella intracellulare i gransilfondono al fagosoma
formando il fagolisosoma, le sostanze microbicidetenute dai granuli
vengono cosi a contatto con il patogeno determimraadha digestione. Nella
degranulazione extracellulare le molecole rilagct#nneggiano i tessuti
dell'ospite fieutrophyl paradoxamplificando il processo infammatorio.

4. La modulazione della risposta inflammatoria detg@dei neutrofili avviene mediante
il rilascio di alcune citochine proinfiammatorierae IL-1, IL-6, TNFea e PAF (fattore

di attivazione piastrinica) che da una parte rendercellule endoteliali dei vasi
limitrofi piu adesive per i neutrofili stessi, daltra attivano le piastrine che producono
cosi molecole vasoattive, trombossani, oltre adimgpe una maggiore aggregazione
piastrinica.

Esiste tuttavia anche una modulazione di tipo &atimrmatorio da parte dei neutrofili,
che per azione dell'acido arachidonico possonoat&gae a prodotti che inibiscono
l'ulteriore migrazione di neutrofili nel sito dellesione (Tizard 2009)

1.4.3 Monociti e macrofagi

I monociti sono lo stadio immaturo e circolante fgociti mononucleati e si
trasformano in questi elementi attivi quando abloaado il torrente sanguigno per
raggiungere i tessuti, diventando quindi macrofagi.
La produzione dei monociti avviene nel midollo assen meccanismi piu complessi
rispetto a quelli che regolano la produzione deitradili, cosi come piu complesso
risulta il ciclo vitale di queste cellule che, araopo aver abbandonato il midollo,
conservano la capacita di proliferare e differerszism macrofagi di vario tipo a
seconda dei tessuti in cui si localizzano, quaksempio:

 istiociti: localizzati nel tessuto connettivo

» cellule di Kupffer: localizzati nei sinusoidi epaiti

» cellule microgliali: nel sistema nervoso centrale

» macrofagi alveolari e macrofagi polmonari intravaad

» osteoclasti: localizzati nel tessuto osseo

» Dai monociti originano inoltre le cellule dendrhie mieloidi (APC) descritte
precedentemente.

In condizioni fisiologiche i macrofagi sono contamente coinvolti nella degradazione
degli eritrociti invecchiati, del colesterolo, gmlimeri della fibrina, delle secrezioni
polmonari alveolari e di altre proteine. Mentrecorso di inflammazione costituiscono
la seconda linea di difesa della flogosi, contrifmea uccidere alcuni agenti patogeni e
particelle estranee, rimuovere i detriti necrot@timinare le cellule danneggiate o

15



invecchiate ed i loro metaboliti ed assumono uhorpoedominante nei processi
granulomatosi e piogranulomatosi dell'istoflogakiye possono fondersi per formare le
cellule giganti(Cheville 2003, Dale et al. 2008; Willard & Tvedt2012)

Nel corso dell'inflammazione acuta le sostanzezamha chemiotattica sui neutrofili

non hanno effetti specifici sui monociti, per ct&gociti mononucleati sono
scarsamente presenti nei primi st@deville 2003) tendono ad accumularsi nel sito
flogistico piuttosto lentamente rispetto ai neutrafia essendo piu longevi finiscono di
solito per dominare gli ultimi stadi della rispogtamunitaria.

In corso di inflammazione le funzioni dei macrofagno principalmente: presentazione
dell'antigene, fagocitosi (finalizzata a uccideneatogeno e/o a eliminare i detriti) e
immunomodulazionépbale et al. 2008)

I macrofagi risultano meno selettivi nell'attiviigocitaria e sono in grado di inglobare
particelle di dimensioni ragguardevoli, come ancékule mortgaguggini et al. 2006)
I'attivita di fagocitosi e piu lenta rispetto a jaesvolta dai neutrofili e la degradazione
che ne deriva e incompleta, i residui digeriticgtwamulano in grossi lisosomi detti corpi
residuali che possono essere espulsi dalla cgleri@socitosicheville 2003)mentre
frammenti dell'antigene vengono esposti assodiab@mplessi maggiori di
istocompatibilita di classe Il per la stimolaziahala risposta immunitaria specifica.
Riguardo l'attivita di immunomodulazione essa dg®edalla produzione di citochine ad
azione pro-inflammatoria, in particolare di IL-T'8lF-o. e di chemochine come la
CXCL8 (0 IL-8) e la CXCL2 (o MIP-2)

1.5 Mediatori dell'infiammazione

I mediatori dell'infliammazione sono le molecolegwtie o rilasciate in seguito
all'insulto tissutale che innescano e coordinangsf@osta inflammatoria e I'attivita delle
varie cellule in essa coinvolte.

Si possono cosi riassumere:

Mediatori plasmatici Mediatori cellulari
Attivatori del fattore di Hageman: Mediatori preformati e contenuti nei granuli:
Sistema delle chinine Amine vasoattive: istamina e serotonina
Sistema della coagulazione e fibrinolisi Enzimi lisosomiali
Attivatori del complemento Mediatori sintetizzati in seguito a
stimolazione:
Tabella 1.1 - Mediatori plasmatici N
(modificato da Robbins et al. 2005) Prostaglandine
Leucotrieni

Fattore di attivazione piastrinico

Specie reattive dell'ossigeno

Ossido nitrico

Citochine

Tabella 1.2 - Mediatori cellulari
(modificato da Robbins et al. 2005)
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1.5.1 Le citochine

Sono molecole glicoproteiche a basso peso molex(a40 kDa), chiamate
genericamente citochine, che realizzano una sodandunicazione tra le cellule e
influenzano molte funzioni cellulari, alcune diegttente connesse con la reazione
flogistica altre con la risposta immunitaria; risuio quindi fondamentali per la
coordinazione e la regolazione della risposta mifeatoria.

Hanno un'elevatissima affinita per i loro recettpgr cui sono in grado di esplicare i
relativi effetti biologici a concentrazioni piconawi.

Sono prodotte prevalentemente da cellule inflamreafdel sistema immunitario
innato e acquisito) ma in misura minore anche tta atllule coinvolte nei processi

inflammatori, come piastrine, cellule endotelifibroblasti e alcune cellule epiteliali.
(Vella et al. 1992)

La loro sintesi ed il loro rilascio sono strettartgelegati alla presenza di stimoli (sia
endogeni che esogeni) in grado di attivare le Eellugeni codificanti per le citochine
infatti non vengono normalmente trascritti e, digeguenza, gli RNA messaggeri
(mRNA) codificanti per le citochine non sono preaseelle cellule a “riposo”.

Quando invece si presenta uno stimolo efficacesfiga una rapida attivazione della
trascrizione dei geni codificanti per le citochina,accumulo dei relativi mRNA e
quindi la sintesi del prodotto proteico. Esistouattavia anche meccanismi di
regolazione post-trascrizionali (che controllanatibilita degli MRNA e regolano cosi
la sintesi proteica) e meccanismi post-traduziof@die regolano la secrezione delle
citochine all'esterno della cellulayella et al. 1992)

La secrezione delle citochine € comunque un evenetee e autolimitante, poiché non
vengono stoccate all'interno della cellula.

L'azione delle citochine puo essere locale, potersducitare effetto sia su cellule vicine
(azione paracrina) che sulla stessa cellula cha Eecrete (azione autocrina); o
sistemica andando quindi ad interagire con cetigd&anti rispetto al sito dove sono
state prodotte (azione endocrina).

Oltre ad essere prodotte da vari tipi cellularigitechine possono essere allo stesso
tempo attive su un‘ampia varieta di cellule, deteamdo cosi effetti biologici su piu
organi bersaglio contemporaneamente e tale praggidefinita “pleiomorfismo”.
Un'altra proprieta caratteristica e la “ridondadzzione”, per cui diverse citochine
agenti su uno stesso bersaglio cellulare determaiiianedesimo effetto biologico.
Infine queste molecole spesso agiscono innescamapnoduzione “a cascata”, ovvero
la produzione di una citochina attiva varie cellalprodurre altre citochine che a loro
volta ne stimolano altre. Questo meccanismo € omtoe” cascata citochini¢a
(“cytokine cascade) e quando il processo flogistico esuberante sfaggeeccanismi
di autocontrollo, le citochine assumono un ruoltolzaico e la loro produzione
incontrollata viene definitatempesta citochini¢a(“cytokine storr).

Queste proprieta differenziano e contraddistingudriaramente le citochine dagli
ormoni del sistema endocrino.

Il termine “citochina” € generico e comprende lstanze prodotte dai linfociti, le

sostanze prodotte dai monociti/macrofagi e tuttlgyprodotte da un ampio spettro di
cellule.
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La nomenclatura utilizzata per identificarle e idigtierle si basava sulla funzione, sulla
cellula secernente o sulla cellula bersaglio, manni attribuiti a molte di queste
molecole in realta non sono appropriati poiché deseo, per esempio, una specifica
azione biologica (in genere la prima in ordineetnpo ad essere stata descritta) quando
in realta la stessa molecola produce moltepli@téf{pleiotropismo) ed in effetti

qualsiasi termine descrittivo risulta inadeguattefinirne le proprietayvella et al. 1992)
Quindi sebbene tale nomenclatura sia da considerarai obsoleta, si fa ancora
riferimento ad essa, riconoscendo le seguentidgieldi citochine:

a) Interleuchine (IL):
cosi chiamate nella credenza che fossero secreteldke leucocitarie e
destinate ad interagire con altri leucociti pecdaunicazione tra cellule del
sistema immunitario, mentre e stato visto che veaog®crete da molte altre
cellule e che regolano un'ampia varieta di rispagimprendendo sia citochine

con effetto pro-infiammatorio sia citochine conettid anti-inflammatorio;
(Tisoncik et al. 2012)

b) Interferoni (IFN):
interferiscono sulla replicazione virale, la proue di interferone € uno dei
primi meccanismi ad attivarsi durante le infeziemali, penetrando nelle cellule

che esprimono i recettori per I''FN sopprime laiogzione del virus(cheville
2003)

c) Fattori di crescita (GSF):
stimolano la crescita e la differenziazione decpreori delle cellule del sangue
e sono associati anche all'inflammazione come plta complesso
meccanismo di risposte cellulari ad effetto praanmfmatorio che include IL-1 e
TNF; (Tisoncik et al. 2012)

d) Tumor necrosis factor (TNF):
caratterizzato originariamente per la sua capdacitddurre apoptosi in alcune
cellule tumorali, esplica la medesima azione slulkeeinfette da virus ed
esercita effetto pro-inflammatorio agendo su uniamgpmma di cellule.

Si fa inoltre riferimento achemochiné per indicare le citochine che esercitano effetto
chemiotattico, linfochine” per indicare quelle prodotte dai linfociti embnochin€ per
guelle prodotte da monociti/macrofagi.

La classificazione funzionale delle citochine ledivide invece in tre gruppi in base
alle loro funzioni biologiche:

1. Citochine che agiscono sull'immunita innata:
prodotte principalmente dai macrofagi in rispostaia agente immunogeno
e sono responsabili delle prime reazioni inflammat@sono quindi
comprese tra le citochine “pro-infammatorie”).
Sono: IL-1, IL-6, IL12, IL-18, TNFe e sono responsabili della produzione
di NOS-2 e di COX-2 enzimi che determinano la pmadoe di molecole
ossidanti (come NO) e inflammatorie (prostaglandineucotrieni).
2. Citochine che agiscono sullimmunita acquisita:
prodotte dai linfociti T in risposta al riconoscinte dell'antigene specifico.
3. Citochine che stimolano I'emopoiesi:
prodotte da cellule del midollo osseo, da leucacda altri tipi cellulari,
sono in grado di stimolare la crescita e differanmine dei leucociti
immaturi.
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Mentre sulla base degli effetti relativi alla risp@ infiammatoria, le citochine si
suddividono in

1. Citochine pro-inflammatorie:
che amplificano la risposta flogistica. Le primecmparire sono il TNF:e
I'lL-1, che attivano la cascata citochinica coirgeidone altre, quali I'lL-6,
IL-8, IL-12, IL-18, I'IFN-y, il GM-CSF, la Macrophage Inflammatory
Protein-1 (MIP-1), il PAF e vari fattori chemiotiait(entrano in gioco anche
altri mediatori come le prostaglandine, i leucattje trombossani e I'ossido
nitrico che regolano I'espressione del fenomenanmhatorio locale
determinando gli effetti che saranno descrittimslfpecifico piu avanti).

2. Citochine anti-infammatorie:
che modulano la risposta infammatoria allo scoplardtare i potenziali
effetti dannosi che questa potrebbe altrimenti pcave. Sono I'lL-4, IL-10,
ed il Transforming Growth Factd¥-prodotte principalmente dai linfociti T
helper.
In questo meccanismo di controregolazione delf@ogta inflammatoria
sono coinvolti anche gli antagonisti per i recetti@le citochine (come I'IL-
1RA), i recettori solubili per IL-1, la IL-1 bind@qprotein e la TNFe
binding proteinGruys et al. 2005)0ltre ai glucocorticoidi e alle catecolamine.

Nel complesso, le citochine liberate durante la fasuta dei processi inflammatori
mediano le reazioni locali ed innescano la rispesti@mica con la comparsa di febbre,
cambiamenti nel metabolismo di molti organi, sigiafiva alterazione della sintesi
proteica da parte del fegato con produzione detieepe di fase acuta e leucocitosi.
Le citochine Tumor Necrosis Factayinterleuchina-1 e Interleuchina-6 risultano
particolarmente elevate in molti, se non tutti,géti inflammator{scheller et al. 2011)

sono pertanto quelle che piu caratterizzano i @sidafiammatori. Di seguito la
descrizione dei relativi effetti biologici.

Tumor Necrosis Factoro (TNF-a)

E' considerato il principale mediatore della rigpaafiammatoria acuta e viene
prodotto da macrofagi, linfociti T attivati dallagsenza di antigeni, mastociti, cellule
endoteliali, linfociti B e fibroblasti, conseguentente a qualunque insulto
cellulare/tissutale, ma in modo particolare datlespnza dei lipolisaccaridi dei batteri
Gram negativi.

Agisce su cellule tumorali e infettate da virusuoendo I'attivazione di caspasi e
proteasi che sono i principali mediatori dell'apgptrizard 2009)ed € a questa proprieta
che deve il suo nome.

Stimola le cellule endoteliali ad esprimere le nole di adesione sulla loro superficie
aumentando l'adesione dei leucocitglling neutrophil’, promuove quindi il
reclutamento e l'attivazione dei neutrofili e deiarofagi nel sito di infiammazione, ne
potenzia l'attivita microbicida e promuove la sgntdi altri mediatori
dellinfiammazione (IL-1, NOS-2, COX-2, ulteriord&NF-a) amplificando cosi |l
processo flogistico.

A livello epatico stimola la sintesi di proteinélddase acuta.

Induce anche la produzione di IL-2 nei linfocit{Pktersen et al. 2009he svolge un ruolo
fondamentale nella regolazione dell'immunita spegif

Agisce anche sul sistema endocrino, studi in Vi&ono rilevato che il TNke-€ in

grado di determinare incremento di ACTH, PRL e @Gilbendo invece la secrezione di
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TSH, effetti che sono stati confermati in vivo at@zione di quello sul TSH, dove
viene ipotizzato che I'effetto di inibizione vengadiato da altre struttur@eSouza 1993)
Il TNF-a risulta molto importante per i meccanismi di defekell'organismo volti a
confinare e neutralizzare I'agente patogeno, necariso di sepsi dove si verifica una
liberazione massiva di TNé&-questa citochina diventa responsabile di shock e
coagulazione intravasale disseminat@arphy 2011)

Interleuchina-1 (IL-1)

E' prodotta principalmente da macrofagi attivadedle cellule dendritiche, ma anche da
linfociti T e linfociti B, cellule Natural Killerneutrofili, cellule endoteliali, fibroblasti e
cheratinociti.

Molte sue proprieta sono sovrapponibili a quelleTdéF-a ed esercita quindi effetti
pro-inflammatori.

A livello sistemico aumenta il catabolismo dellasoolatura striata, incrementando
I'immediata disponibilita di aminoacidi e stimoldggato a sintetizzare proteine della
fase acutacheville 2003)

A livello ematopoietico stimola la produzione di G&SF con induzione di neutrofilia ,
mentre determina una riduzione della rispostaréttgoietina da parte del midollo
0SSeO0(Tizard 2009)

Allo stesso tempo agisce anche sui neutrofili ¢aat attivandoli, aumentando cosi la
loro risposta alla chemiotassi e favorendone laategazione; determina inoltre
attivazione dei linfociti T e B.

Negli ultimi stadi dell'infiammazione IL-1 agisceroe fattore di crescita per i
fibroblasti e per le altre cellule coinvolte nenemeni riparativi(Cheville 2003)

Interleuchina-6 (IL-6)

Viene principalmente sintetizzata da macrofagvatij linfociti T e B, mastociti,
neutrofili, eosinofili, cellule endoteliali, fibrdasti, cheratinociti, cellule mesenchimali,
ma la sua produzione € inducibile quasi in ogrsusese tipo cellulare (condrociti,
cellule muscolari lisce, osteoclasti, cellule dmtebronchiali, astrociti, cellule
dell'endometrio...)Biffl et al. 1996)

IL-6 modula la risposta immunitaria e inflammatasia locale che sistemigaifi et al.
1996)ed esercita effetti pro-inflammatori, ma sono sthteostrate anche azioni
riparative e anti-inflammatorigscheller et al. 2011)

Causa plasmocitosi e produzione di immunoglobulngioca infatti un ruolo
fondamentale nella patogenesi dei disordini autaimifrtanto che era conosciuta anche
come “plasmacytoma growth factor”), induce la sshth GM-CSF, promuove la
differenziazione delle cellule nervose, partecilbea r@sposta di fase acuta dei processi
inflammatori e si comporta come pirogeno endogstimola il fegato a produrre
proteine della fase acuta e influenza la regolazmmonale (incrementandeell'uomo

il rilascio di ACTH, GH, PRL, LH)siffl et al. 1996)

1.6 Eventi dell'infiammazione acuta locale

1.6.1 Fisiopatologia della flogosi acuta

Quando uno stimolo flogogeno colpisce un qualslasretto anatomico provocando un
insulto tissutale, i primi eventi innescati dallsposta inflammatoria sono:
» alterazione della permeabilitadella rete capillare e venosa
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» iperemia attiva e
» iperemia passivadel distretto colpito dallo stimolo flogogeno.

Cio avviene per attivazione delle cellule endotietitiorno al sito lesionato e rilascio di
varie sostanze ad attivita pro-inflammatoria: prgkindine che inducono
vasodilatazione, citochine ad azione chemiotatigra leucociti (come IL-1 e TNF) e
fattori di procoagulazione.

Spesso si verifica anche degranulazione dei maistigsutali con rilascio di istamina
(che aumenta la permeabilita postcapillare e maati@ vasodilatazione), eparina (che
diminuisce la coagulabilita e stimola I'angiogeheserotonina (che aumenta la
permeabilita capillare) e leucotrieni (che son@oesabili del dolore).

Si assiste quindi ad un aumento dell'afflusso dgaa, che persiste per attivazione di un
riflesso nervoso assonale che mantiene la dilatezioteriosa.

Il iempimento capillare ed il rigonfiamento enda@ke che consegue all'attivazione
delle cellule endoteliali, determinano un rallenéamo di flusso che provoca stasi
ematica.

Alla stasi si associa un aumento della marginazieaneocitaria con incremento del
neutrophil rolling e dell'adesione transitoria eicociti all'endotelio.

Si verifica quindi:

» essudazione liquida, proteica e cellulare.

Le alterazioni emodinamiche nel sito della flogagserrompono il normale
interscambio di liquidi tra compartimento vascolaraterstizio, con incremento della
guota di fluidi che passano nell'interstizio asatica mancato riassorbimento da parte
delle venule post-capillari, tale meccanismo deibeanta comparsa di edema.

In seguito all'essudazione liquida si verifica eoram®entrazione che rallenta
ulteriormente il flusso sanguigno. Si verifica imelessudazione delle proteine
plasmatiche per I'alterazione della permeabilisal@sopramenzionata, e
polimerizzazione del fibrinogeno in fibrina nelcsdella flogosi.

I leucociti marginati vengono attivati dalle citacé pro-inflammatorie ed aumentando
I'espressione dei recettori per le molecole di iaesendoteliali vi aderiscono in modo
stabile, questo consente la successiva migrazeuoetitaria nel focolaio
inflammatorio (dei neutrofili prima e dei monogticcessivamente) determinando la
fase di essudazione cellulare.

L’evento successivo e quello di:
» degranulazione e attivazione leucocitaria.

Una volta che i neutrofili hanno raggiunto il foaa inflammatorio, guidati dai
gradienti di concentrazione dei fattori chemiotattiiegranulano rilasciando fattori
antimicrobici (HO,, enzimi idrolitici, lisozima), chinine (responskluii
vasodilatazione, aumento della permeabilita vasalgmolazione nervosa) e proteasi
che determinano danno cellulare sia nei confraggiicagenti patogeni sia nei confronti
dei tessuti dell'ospite.

Vengono liberati anche fattori di attivazione pigsta e procoagulanti, con
conseguente aggregazione piastrinica e attivazleli@ coagulazione; inoltre le
piastrine attivate producono e rilasciano PDGRdfatdi crescita di derivazione
piastrinica) che stimola la neoangiogenesi.
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Gradualmente anche i monociti rispondono ai sega@miotattici e, raggiungendo il
focolaio inflammatorio, si trasformano in macrofabie sintentizzano e rilasciano
collagenasi, elastasi, lisozima, peptidi antimiacob citochine (IL-1, IFNy, TNF-a).

Il TNF-o innesca la cascata citochinica.

Si assiste infine alla:
» attivazione della risposta sistemica
che sara descritta meglio successivamente, ma p@ $revemente riassumere in:

* Produzione e rilascio da parte del fegato dellégmme di fase acuta.

* Aumentata leucopoiesi e aumentato rilascio di leiticda parte del midollo
0sseo con comparsa in circolo di forme immatuesiifofili a banda).

* Aumentata linfopoiesi da parte di linfonodi e milza

(Cheville 2003)

Tutti questi eventi si susseguono molto rapidamestero 1 ora circa dall'insulto
tissutale.

1.6.2 Manifestazioni cliniche della flogosi acuta

| cosiddetti “segni cardinali” della flogosi acigano le conseguenze cliniche degli
eventi fisiopatologici sopra descritti, che si fieano a livello del focolaio
inflammatorio.

Localmente si apprezzanBubor (rossore)Calor (calore), Tumor (gonfiore),Dolor
(dolore), aspetti tipici dell'inflammazione chedunp identificati e descritti gia nel |
secolo d.C. dal filosofo romano Celso.

Inoltre laFunctio laesa(perdita di funzione dell'organo/tessuto colp&a)n altro
importante segno caratteristico dei processi infietori e fu aggiunto da Galeno nel
secolo d.C.

Figura 1 - | segni cardinali della flogosi acuta



L'attivazione della risposta sistemica puo tuttalgétéerminare la comparsa di altre
manifestazioni cliniche di carattere generale @rarmo affrontate nel prossimo
paragrafo.

Solitamente gli eventi dell'inflammazione acutatpoo ad uno dei seguenti esiti:

1. Completa risoluzione che avviene quando il danno e limitato o di breve
durata.
Quando la lesione e stata di modesta entita iitestanneggiato ha ancora
la possibilita di rigenerarsi, portando al ripmstianatomo-funzionale del
sito oggetto di inflammazione.

2. Guarigione tramite sostituzione con tessuto conneto (fibrosi).
Awviene dopo un danno tissutale di notevole entipggure quando la lesione
inflammatoria colpisce tessuti che non sono in grdidigenerare o quando
si forma un abbondante essudato ricco di fibrina.

3. Progressione verso l'inflammazione cronica (Robbins et al. 2005)

1.7 Risposta di fase acuta sistemica

Il rilascio di citochine e altri mediatori dell'iainmazione da parte delle cellule
coinvolte nella reazione flogistica acuta e la sege interazione di queste molecole con
diverse cellule target dell'organismo, determinedaparsa di una reazione sistemica
che prende il nome drisposta di fase acuta che puo sfociare poi, nei casi piu gravi,
nella SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndjome

L'intensita della risposta di fase acuta dipendeeggdmente dall'intensita del processo
flogistico iniziale, a sua volta dipendente dalljeggsivita dell'agente patogeno.

Gli eventi che costituiscono la risposta di fasgtasono:

* Febbre

« Variazioni nelle concentrazioni delle proteine asé¢ acuta (APPS)

« Aumento dell'indice di eritrosedimentazione per aata del fibrinogeno e delle
altre APPs

» Leucocitosi neutrofilica, generale aumento dellectgpoiesi e riduzione
dell'eritropoiesi, aumentata reattivita immunitaria

* Riduzione delle concentrazioni ematiche di zinderso

» Attivazione dell'asse ipotalamo-ipofisi-surrene @aeremento dei livelli di
glucocorticoidi endogeni e adrenalina

* Riduzione della tiroxina nelle inflammazioni gravi

1.7.1 Febbre

> TERMOREGOLAZIONE

Il controllo centrale della temperatura corporasgede nell'area ipotalamica
anteriore (centro della termoregolazione) che edevnformazioni dai
termocettori cutanei e dai recettori viscerali egianti la temperatura corporea
e quella ambientale e, insieme all'ipotalamo paxtee alla formazione
reticolare rostrale, provvede all'integrazionesgnali e all’elaborazione degli
eventuali adattamenti corporei. Infatti se le inf@zioni ricevute denotano un
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abbassamento o un innalzamento della temperatyparea, il centro della
termoregolazione attiva i meccanismi fisiologicr pgantenerla entro il range
della normalita, che dipende dal “set point” o “fudi regolazione”
ipotalamico (Ettinger & Feldman 2000)

Nel cane la temperatura corporea normale varisBgda&@39,3 °GAguggini et al.
2006) con oscillazioni che dipendono da fattori indivitguali eta, razza e
taglia) dallo stato fisiologico e dai ritmi circauahi.

> La febbre rappresenta I'aumento della temperatugocea di un soggetto
legato all'alterazione del set point ipotalamice ehspostato su valori piu alti; i
meccanismi messi in atto dal centro termoregolator® quindi finalizzati a
aumentare e mantenere elevata la temperatura earEnger & Feldman 2000)

La febbre € solitamente associata alla presenaza dgente dannoso e/o del danno che
esso ha provocato, come conseguenza della libemadigirogeni esogeni e pirogeni
endogeni.

| pirogeni esogersono tutte le molecole capaci di evocare indinettate la febbre
inducendo la produzione di citochine pirogenicleame avviene per gli agenti infettivi
o per i loro metaboliti (come il lipopolisaccaridedotossico dei batteri Gram negativi,
0 le esotossine dei batteri Gram positivi), gli iomo-complessi, alcuni agenti
farmacologici e anche alcune molecole intracelidiberate durante processi di necrosi
(come le HMGB-1 della cromatina, o i frammenti c@mmbrana citoplasmatica); alcuni
autori riconoscono infatti come pirogeni esogemensostanze derivanti dalle cellule
dell'individuo stesso, che vengono defipitiogeni esogeni di origine endogenmiché
determinano la comparsa della febbre solo in retezalla stimolazione dei veri
pirogeni endogeni.

Tali pirogeni endogeni sono quindi molecole proelakall'organismo e in grado di
interagire direttamente a livello dei centri teregolatori ipotalamici determinando la
risposta febbrile.

(Pontieri et al. 2004)

Sono riconosciute come tali le citochine pirogeaidha cui principale fonte sono i
monociti circolantipesouza 1993Ma anche le altre cellule che participano al ssce
inflammatorio.

Da tenere presente che pure alcune cellule nemblastono in grado di produrre
pirogeni endogeni.

| pirogeni endogensono: TNIe/B, IL-1, INFa/B/y, IL-6, IL-8, MIP1-0/p

(Ettinger & Feldman 2000, Silverstein & Hopper 2p14

Molte sostanze differenti, che possono originaralttattanto svariate patologie
(infezioni batterichel/virali/protozoarie, inflammaai non di origine infettiva, malattie
immunomediate, neoplasie, farmaci..) possono cotagsdicome pirogeni esogeni e
quindi indurre la comparsa della febbre attravénstervento delle citochine
pirogeniche (che poi sono le stesse che amplifitamsposta infiammatoria
promuovendo altre risposte sistemiche di fase acuta

I meccanismi con cui si concretizza il rialzo dedlenperatura corporea sono di due tipi:

il primo e piu immediato € quello dellermoconservazioneche rende possibile un
rapido aumento della temperatura di 2-3°C in btewgpo.
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Si verifica vasocostrizione periferica e vasodiaiae a carico degli organi interni,
fenomeno che limita la dispersione del calore attrso la superficie corporea. Inoltre,
I'animale mette in atto adattamenti comportamefitedlizzati ad aumentare la sua
temperatura (poiché nella febbre la percezionesésizhtroppo bassa) come la ricerca di
fonti di calore o di luoghi in cui la dispersiondirditata, e I'accovacciamento.
Il secondo meccanismo e quello delkeotermogenesiper cui I'organismo mette in atto
delle risposta finalizzate ad aumentare la proceza calore.
In questa fase e coinvolto I'asse TSH/T3-T4, liagidegli ormoni tiroidei sui vari
tessuti determina infatti I'aumento del metabolisreltulare con consumo di;@
produzione di ATP, stimola la lipolisi, e attivargelipendenti dalle sequenze “TRE”
(Elementi Responsivi agli ormoni Tiroidei) che deteano effetti di neotermogenesi a
lungo termine, attivando:

» ATP-asi ioniche che consumano grandi quantita di ATP producemttore

» termogenine | e Il del tessuto adiposo, proteine presenti nella memabra

mitocondriale che dissipano il potenziale protorsotto forma di calore.
» enzimi del metabolismo energetico e lipoliticmecessari a produrre gli

intermedi energetici e 'ATP necessario per lalprone di calore.
(Pontieri et al. 2004)

1.7.2 Proteine di fase acuta

Lo studio delle proteine di fase acuta si &€ espaiguficativamente dal 1990 in
ragione della loro importanza nel rilevare precoeet®a e/o monitorare gli stati
inflammatori di un individuo, essendo una dellerespioni del sistema immunitario
innato che si attiva piu rapidamente durante l@osa inflammatoria acuta.

. JJ Kaneko le definisce unetmometro molecolafgkaneko et al. 2008)

Le proteine di fase acuta (APPs) sono protein@il@@ncentrazione plasmatica varia
almeno del 25% durante il corso di una inflammagiaouta significativa, come in caso
di eventi traumatici, danno tissutale o infezione.

Durante l'inflammazione alcune di queste proteingrtliiscono la loro concentrazione
e sono dettproteine di fase acutanegative Come ad esempio I'albumina, la
transferrina, la transtiretina (TTR o prealbuniedo-lipoproteina (HDL).

Mentre la maggior parte delle APPs in corso d'mfizazione aumentano la loro
concentrazione e sono depimteine di fase acuta positive

Appartengono a questo gruppdeoteina C-reattiva (CRP), la sieroamiloideA (SAA),
I'aptoglobina (Hp), il Fibrinogeno (Fb)ed1 glicoproteina acida (AGP), la
Ceruloplasmina (Cp), frazioni del complemengoeCCA, la proteina C e la transferrina.

La APPs positive sono coinvolte nella riparazioeetdssuti danneggiati e nella lotta
contro i microorganismi invasori, contribuendoeitativo dell'organismo di

ripristinare I'omeostasi per ritornare ad uno sthtgalute; mentre l'ipotesi a spiegazione
delle APPs negative € che la loro sintesi vengattadn favore delle APPs positive e ne
risulti aumentato il catabolismo.

La risposta delle varie APPs ad uno stimolo infiaatorio € differente sia per quanto

riguarda l'intensita che la velocita; sulla basguiisto le APPs positive vengono
distinte in principali, moderate e minori.
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Le APPs principali presentano, in linea di massi@agguenti caratteristiche:

valori basali < 0.1ug/dL

rapido incremento e decremento delle loro conceintnasieriche (& possibile
quindi apprezzare un aumento dei livelli sierictali proteine gia entro 4-5h
dall'inizio dello stimolo inflammatoriojFurlanello 2012)

intensita dell'incremento che varia da 100 a 1Gflteva loro concentrazione

sierica basale

il picco della concentrazione sierica viene solgate raggiunto 24-48h
dall'inizio dello stimolo inflammatorio

breve emivita, che determina un rapido declinoedlelto concentrazioni sieriche
in caso di guarigione

Le APPs moderate presentano invece:
. valori basali piu ali

una velocita di incremento minore (8-10h dall'inidiello stimolo
inflammatorio)
un incremento di 5-10 volte la concentrazione sgehasale
raggiungimento del picco 2-3 giorni dopo l'inizielld stimolo infammatorio
decremento piu lento in caso di guarigione corigiijmo dei livelli basali tardivo
rispetto alla fine del processo flogistico

Infine le APPs minori incrementano del 50% o al siras del 100% (raddoppiando
quindi il proprio valore sierico basale) con un @mo della loro concentrazione molto

graduale.
(Kaneko et al. 2008; Gomez-laguna et al. 2010)

Le varie specie presentano differenze nella rigpdstle singole APPs ai processi
inflammatori, per cui la stessa proteina puo esslassificata come APP principale nel
cane e moderata 0 minore nel gatto e viceversa.

= Nel cane si considerano quindi:
APPs principaliCRP, SAA
APPs moderateHp, Cp, AGP, Fb

& Sintesi delle APPs:

La sintesi delle APPs e regolata dal rilascio thahine proinflammatorie durante il
corso della risposta di fase acuta, in particotlardl-1, IL-6 e TNFe con un‘importante
mediazione da parte dei glucocorticoidi endogeahelée catecolamine che sono
rilasciate per attivazione dell'asse ipotalamoigefurrene, che stress e inflammazione

stessa determinano.
(Gomez-laguna et al. 2010)

Nel 1984 fu studiata la correlazione tra I'aziongldcocorticoidi e catecolamine e la
produzione di una proteina di fase acuta principaleatto (laa-macrofetoproteina). Fu
osservato che procedure capaci di indurre stresswmento di corticosteroidi
endogeni determinavano un moderato aumento delRadAFRferimento e che la
somministrazione di desametasone comportava inmaize della APP paragonabile a
guella indotta da un intervento di laparotomiask&rvazione che in animali feriti si
verificava un rapido incremento delle catecolanieo® supporre che queste potessero
esercitare un effetto sulla produzione di APP, mseguito a surrenectomia (che
deprimeva fortemente la risposta di fase acutayhsomtrazioni di desametasone
aumentavano i livelli di APP mentre somministrazidiradrenalina non suscitavano
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tale effetto. Secondo gli autori questo indicava lehcatecolamine giocano un ruolo
importante nella risposta di fase acuta mediatagldaiocorticoidi esercitando
probabilmente un'azione permissiva nei loro corfr@meno nel ratto)canong 1963)
inoltre somministrazioni combinate di glucocortidiod adrenalina in soggetti
surrenectomizzati ripristinavano totalmente la pdne di di APP per un effetto che
appariva piu sinergico che additi@an Gool et al. 1984)

Circa l'influenza dei glucocorticoidi sulla sintekglle proteine di fase acuta e stato piu
volte oggetto di studio anche il fibrinoge@aane & Miller 1977; Princen et al. 1984] uttavia i
glucocorticoidi non suscitano lo stesso effettdudgte le APPs.

Il meccanismo di produzione mediato dalle citoclaamvolge recettori delle citochine,
vie di segnalazione, e l'induzione di mRNA per IBRS, che vengono rilasciate da 6 a
12 ore dopo la stimolaziornieaneko et al. 2008)

Le citochine si legano ai rispettivi recettori esgsi sulla membrana delle cellule
bersaglio attivando differenti meccanismi di tragdoe del segnale, in base al tipo di
interazione citochina-recettore alcuni di quesgérgvmolecolari conducono
all'attivazione, o alla nuova sintesi, dei fatwirtrascrizione che si legano al DNA sugli
elementi regolatori dei geni bersaglio che codifcger le proteine di fase acuta,
attivandone l'espressione genica e quindi la sintes

(Moshage 1997; Jensen & Whitehead 1998; Streetlz 2001)

La produzione di APPs € in larga misura sostenaitgi dpatociti, quindi I'organo
principalmente coinvolto in questa risposta egjd® che si occupa della sintesi di Hp,
CRP, SAA, AGP, fattori della coagulazione tra ¢dibrinogeno, componenti del
complemento, ceruloplasmina ed altri, che duramtésposta di fase acuta subiscono un
incremento (e sono le proteine di fase acuta pe3ig provvede alla sintesi di

albumina, transferrina ed altre proteine che rettgsa situazione subiscono invece un
decremento (proteine di fase acuta negative).

Ma esiste anche una produzione extraepatica di APPs

E' da tempo dimostrata la produzione di AGP dagpdirtinfociti (Gahmberg & Andersson
1978)e la sua produzione da parte di altri organi (rewéstino, cuore, prostata) e stata
piu volte descritta nell'uom@ournier et al. 2000; Poland et al., 2003abs et al. 2003
dimostrarono mediante I'utilizzo di PCR real timeeniche di immunoistochimica, che
le cellule epiteliali della corticale renale stiratd dall'lL-6 esprimevano CRP-mRNA
Calabro et al. 2005 hanno condotto uno studiotio\au adipociti umani dimostrando
che sotto I'effetto di citochine proinfiammatorieegte cellule producono CRP.

€ Funzioni delle APPs:

Molte di queste proteine sono considerate elengshisistema immunitario innato
poiché pur avendo molteplici funzioni, duranteifgposta di fase acuta partecipano
attivamente alle funzioni di difesa aspecificagddendo 'organismo dagli effetti
dannosi della patologia in atto e della flogoseecando di ristabilire I'omeostasi.
Molte APPs svolgono un'azione antibatterica e sorggado di influenzare lo
svolgimento della risposta immune (ad esempio CGGH¥A e AGP).

Alcune APPs hanno attivita antiproteasica, confe-dintitripsina e #2-macroglobulina,
e servono a contenere i danni provocati dagli engioteolitici rilasciati da macrofagi
e neutrofili nel focolaio inflammatorio, che risafto lesivi anche per i tessuti sani.
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Altre APPs svolgono invece un'attivita di pulizisegupero di metaboliti, legandosi a
molecole rilasciate dalle cellule danneggiate eleanole nuovamente disponibili per
I'organismo, riducendo invece la disponibilita degte sostanze agli agenti patogeni,
come Hp, SAA, CRP.

Per quanto riguarda le APPs negative invece laridtzione e funzionale sia per
aumentare la quantita di aminoacidi disponibili lesintesi delle APPs positive
(questo e particolarmente vero per l'albumina)psi@heé essendo proteine di trasporto
che legano ormoni e vitamine, la loro riduzionaé@meenta la quota libera di queste
sostanze nel sangue, aumentando cosi la presdiefodae biologicamente attive di

ormoni e vitamine senza che l'organismo abbia downdrementarne la produzione.
(Paltrinieri 2007)

Nel complesso le proteine di fase acuta sono 8@ ma solo un numero ristretto
viene preso in considerazione nella pratica clinica

1.7.2.1 Proteina C Reattiva

E' una proteina pentamerica, costituita da 5 suéuwlicirca 20 kDa per una massa
totale di 100-150 kDa. La CRP canina differiscegdalla umana perché 2 delle 5
subunita sono glicosilate (mentre nella CRP umasauma lo €) e migra su SDS-PAGE
formando una doppia banda (mentre quella umanaafoima banda unica).

Nel cane come nell'uomo la CRP migra nella regioderante I'elettroforesi.
(Meyer & Harvey 2007)

E' stata la prima proteina di fase acuta ad essgneosciuta e descritta.

Nel 1930 Tillet e Francis si accorsero che i siepazienti umani affetti da diverse
malattie infettive in fase acuta precipitavanogdiasenza di ioni calcio) se messi a
contatto con la frazione polisaccaridica CStreptococcus pneumonider questo la
proteina responsabile di questa reazione fu deratmjproteina C reattiva.

Oltre a reagire con il polisaccaride C dello pneoonzo, la CRP forma un legame
calcio-dipendente con i fosfatidi della colina (tex, lisolecitina, sfingomielina), con
altri lipidi, polisaccaridi e peptidopolisaccaridpntenenti o meno la fosforilcolina, e
con vari polianioni, inclusi gli acidi nucleicigparina e il solfato di destrano.

In assenza di ioni calcio, la proteina C reattiMega invece ai vari policationi (tra cui
gli istioni, la proteina cationica dei leucocitiseprotamina) utilizzando un sito di
legame differentgsalero 2012)

La funzione primaria della CRP é sostanzialmentdlguwli legare diverse
configurazioni molecolari che vengono tipicamerigsciate in corso di danno cellulare
o che si trovano espresse sulla superficie depeaiqe tali molecole sono comunque
sempre presenti durante un processo inflammatese)citando un importante ruolo
nella risposta immunitaria innata aspecifica.

La fosforilcolina ad esempio si trova in un grammauwo di specie batteriche e
rappresenta un componente dei fosfolipidi che tostiono le membrane eucariotiche
(quindi presente anche nelle cellule dell'ospRejché il gruppo di testa di queste
molecole nelle cellule intatte & inaccessibile @&lRP, essa puo legarsi alla
fosforilcolina solo in caso di danno cellulare @terazioni delle membrane cellulari o
di apoptosi.(Black et al. 2004)

La CRP, interagendo con le membrane cellulari dggiage, frammenti cellulari,
cromatina e proteine nucleari, oltre che con vamponenti di diversi batteri, funghi e
parassiti, riconosce rapidamente la presenza dauano tissutale o di un agente
infettante e partecipa attivamente alla difesa@8fpa e precoce dell'organismo, con
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caratteristiche funzionali simili a quelle dell&digma con la differenza di non
presentare affinita specifica verso un determiaattgene.

Ad esempio durante la risposta di fase acuta difeaione batterica la CRP si lega ai
patogeni realizzandmpsonizzaziongche da una parte determina l'attivazione del
complemento attraverso la via classica (leganddattare C1q e al fattore H del
complemento) e dall'altra favorisce la fagocitadielcellule batteriche opsonizzate,
contribuendo quindi, in un modo o nell'altro, algida eliminazione del materiale a cui
si é legata.
Per quanto riguarda la facilitazione dei procesfagbocitosi, CRP interagisce con i
recettori per i frammenti FC delle immunoglobul(i#yRI) che si trovano sulla
superficie di neutrofili e macrofagi (analogameat@ grado di legarsi ai recettori
FCyRII presenti sulla superficie dei linfociti B) .
In particolare, la classe di recettori{f3 coinvolti nel potenziamento della risposta
immunitaria aspecifica &€ quella dei recettori atidri, associati nella loro coda
citoplasmatica a motivi ITAM (Immunoreceptor Tynesibased Activation Motif) che
attivano le protein-tirosin-chinasi (PTK) che adaolta fosforilano e attivano altri
elementi che fanno parte della cascata di trasdeziel segnale, stimolando cosi
risposte biologiche di:

» secrezione di citochine pro-infammatorie

« attivazione della fagocitosi

* aumento del metabolismo ossidativo
Mentre I'altra classe di recettori #/& & quella dei recettori inibitoche sono collegati a
motivi ITIM ( Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibit Motif) i quali attivano la
protein-fosfatasi-proteica (PTP) che blocca i rexeattivatori. (Black et al. 2004)
La CRP sembra in grado di legarsi ad entrambeakescti recettori (contenenti ITAM e
ITIM) sia FCyRI che FGRII, ma i meccanismi specifici con cui la CRP iatgsce con
le varie cellule del sistema immunitario non sonoaa del tutto chiariti.

Ad ogni modo é stato osservato che CRP esercit@tafleiotropica contribuendo a
modulare la risposta inflammatoria e determinarféiitesia pro-inflammatori che anti-
inflammatori.

Pasceri et al. hanno visto che nell'uomo conceioinamguali 0 > 5 mcg/mL hanno un
significativo effetto proinflammatorio nelle celeuendoteliali della vena ombelicale e
delle arterie coronarie, poiché inducono una upHeggpn dell’'espressione di moloecole
ICAM-1 (molecola di adesione intercellulare), VCAM@molecola di adesione
vascolare) e di E-selectina (endoteliale).(Pasceri et al. 2000)

E' stato poi osservato in vitro che CRP inibisceifdesi di ossido nitrico nelle cellule
endoteliali aortiche, stimola il rilascio di IL-&adnolti tipi di cellule, incrementa |l
rilascio di IL-1, IL-6, IL-18 e TNFa da parte dei macrofagi.

Mentre come effetti anti-infiammatori induce l'esgsione di IL-1RA (antagonista
recettoriale dell'lL-1), incrementa il rilascio tetitochina antinfiammatoria IL-10 e
reprime la sintesi dell'interferone.

Sebbene alcune di queste proprieta espresseanswdno coerenti con i complessi

effetti osservati in vivo, € verosimile che la fioree di CRP sia dipendente dal contesto
e che possa sia migliorare che smorzare la rispofsianmatoria a seconda della
circostanzagBlack et al. 2004)

La CRP si comporta da proteina di fase acuta pagitiincipale e la sua concentrazione

aumenta di oltre 100 volte nell'arco di 24-48halatimolo flogisticqyvilliers & Blackwood
2006)
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Nel cane le variazioni della concentrazione di GRPplasma sono misurabili gia 4-5
ore dopo un unico stimolo inflammatorio, mentrd'neimo la risposta della CRP e piu

lenta e non si apprezzano variazioni prima delbeessuccessive allo stimolo flogistico
(Gruys et al. 2005).

E' una delle APPs piu sensibili nella specie caritesua emivita € di 19 opéukorera et
al. 2011) pertanto quando si verifica un aumento dei valb@GRP rispetto ai suoi livelli
basali questo € sempre chiaramente indicativo gedisenza di un processo
infammatorio sistemicqchristensen et al. 2014 atta

La sua concentrazione plasmatica si mantiene eleadtanto se persiste I'esposizione
antigenica e inflammatoria che determina il rilasdelle citochine pro-infiammatorie
responsabili dell'ulteriore sintesi di CRP, queés®® quindi rimane ad elevati livelli di
concentrazione plasmatica per tutta la durata gellalogia, per poi scendere
bruscamente dopo che lo stimolo flogistico e Sta®SS0.(Mukorera et al. 2011)

La rapida produzione e clearance della CRP neriguiun marker estremamente utile
per indicare la situazione clinica di un animale.

La durata e l'intensita del picco della rispost&€RiP possono poi variare in base al tipo
di stimolo, ma rimane tuttavia un marker aspeciticasposta inflammatoria sistemica.

1.7.2.2 Fibrinogeno

Il fibrinogeno (conosciuto anche come fattore lalebagulazione) & una glicoproteina
solubile composta per il 3-5% da carboidrati, dedgmolecolare di 340 kDa, che
contiene tre paia di catene polipeptidiche diversiee da legami disolfuro.

Dotata di mobilita elettroforetica intermedia tearegione’ ey € considerata
generalmente come ufieglobulina(aguggini et al. 2006sebbene sia generalmente esclusa

dalle analisi elettroforetiche perche per questeeidi norma utilizzato il sier@ouglas
& Wardrop 2010)

Viene sintetizzato nel fegato dagli epatociti @docita di sintesi e regolata (in
condizioni fisiologiche) dalla sua concentraziotesmatica; il fibrinogeno ha un tempo
di emivita variabile tra 2,5 e 4,5 giorni ed i sligelli in circolo sono normalmente
mantenuti costanti a valori compresi tra 200 e #@0dL (Aguggini et al. 2006)
rappresentando circa il 5% delle proteine plasrhattotali(kaneko et al. 2008)

Il fibrinogeno svolge un ruolo essenziale nellagrdazione, rappresentando il
precursore della fibrina e comportandosi come nedigin associazione con la
trombospondina) dell'aggregazione piastrinicativatione delle piastrine provoca
infatti un cambiamento nella conformazione dei tiecedi superficie piastrinica Gpllb-
[lla che permette loro di legarsi alle molecoldibiinogeno, queste fungono da ponti di
congiunzione tra piu piastrine favorendo cosi tanfazione di ampi aggregati
piastrinici.

La trasformazione del fibrinogeno in fibrina avveead opera della trombina, enzima
proteolitico conosciuto anche come fattore tella coagulazione. La trombina si lega
al fibrinogeno e lo attacca scindendo da essainfipeptidi A e B (FpA e FpB) e
generando monomeri di fibrina insolubili. Il distacdi FpA e FpB espone degli
specifici siti di legame che rendono possibiledéimerizzazione spontanea dei
monomeri di fibrina in filamenti di fibrina (protdrille) che con I'avanzamento del
processo di polimerizzazione diventano sempre pé3s e ramificati e finiscono col
formare una sorta di rete.
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Le interazioni tra le protofibrille sono reversibiha l'intervento del fattore XIli
determina la stabilizzazione dei filamenti di fitai (Douglas & Wardrop 2010)

La fibrina concorre quindi alla riparazione deisigis e rappresenta una matrice
chemiotattica per le cellule inflammatoriRurata et al. 2004)

Il fibrinogeno e la fibrina che ne deriva, oltre egkere fondamentali per la
coagulazione svolgono un ruolo di modulazioneidédmmazione attraverso diversi
meccanismi.

Il fibrinogeno si lega infatti a varie integrinerelecole di adesione, di cui la piu
importante sembra essere l'integrifng., recettore espresso dai monociti, la cui
interazione determina l'attivazione dei monociti conseguente incremento dei livelli
di ROS e dell'espressione di citochine (TWAL-1 e IL-6) e di chemochine (MIP-1e2
e MCP-1).

Il fibrinogeno, inoltre, agendo attraverso questcettore e altre integrine e molecole di
adesione influenza la migrazione dei leucociti dteal processo inflammatorio.

La molecola di adesione intercellulare ICAM-1 del&dlule endoteliali, ad esempio, e
un altro importante recettore per il fibrinogentitaverso il loro rispettivo legame il
fibrinogeno funziona da ponte di collegamento chgliora I'interazione tra leucociti ed
endotelio.

L'esposizione delle cellule endoteliali alla filmimduce invece la sintesi di IL-8 che
svolge azione chemiotattica per i neutrofili e lleeacellule coinvolte nella risposta
inflammatoria.(Jennewein et al. 2011)

Il fibrinogeno si comporta da APP positiva modematanta reazione, con possibile
ritardo di qualche giorno del suo incremento rigpatl'insulto flogisticoGruys et al. 2005)
durante la fase acuta dell'infiammazione gli egétoe incrementano la sintesi ed i
livelli sierici aumentano gradualmente, la sua pmdne si mantiene aumentata per
tutta la durata del processo inflammatorio. Seblfengta del suo incremento sia
moderata, essendo i suoi valori basali piuttostgagl, in termini quantitativi il
fibrinogeno rappresenta la proteina maggiormemitezzata durante la risposta di fase
acuta.

Calcoli fatti in medicina umana riportano che dieda APR vengono degradati
approssimativamente 12 gr di tessuto muscolaregpelere disponibili gli aminoacidi
necessari a sintetizzare 1 gr di fibrinogeno (cbeje le altre APP, ha un'elevata
proporzione di aminoacidi aromatici rispetto ai Bly. (Kaneko et al. 2008)

E' pero importante tenere presente che quandmifiniazione € accompagnata da
fenomeni di coagulazione e fibrinolisi, I'incremerella sintesi di fibrinogeno si
associa ad un suo aumentato consumo; tale consimaalipende dalla conversione in
fibrina) puod quindi mascherare I'aumentata produzidi fibrinogeno e viceversa
I'aumentata produzione che si verifica nella APR piascherare un eccessivo
consumao(Stocham & Scott 2008)

Le rilevazioni analitiche possono cosi riferirearaldella concentrazione plasmatica di
fibrinogeno all'interno dei range di riferimentanga riflettere il reale stato
inflammatorio sottostante.
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1.7.2.3 Albumina

L'albumina e la proteina plasmatica piu abbondé&ustituisce dal 35 al 50% delle
proteine plasmatiche totali) e allo stesso tempalgweon il peso molecolare piu basso,
67 kDa, che nelle condizioni di pH del sangue pEmesiuna carica elettrica fortemente
negativa. Le dimensioni ridotte e la carica elegticonferiscono all'albumina la
maggiore velocita di spostamento nell'elettrofodedie proteine sieriche, e per via del
suo peso molecolare & anche la prima proteina plésaa passare attraverso le pareti
vasali durante I'essudazione di un processo infiatono (Cheville 2003 attraverso il

filtro renale in seguito ad alterazioni patologickuggini et al. 2006).

Viene sintetizzata dagli epatociti ad opera detoéd endoplasmatico rugoso, passa
nell'apparato del Golgi che ne veicola la secreziersi riversa nei sinusoidi epatici
distribuendosi poi nel circolo sistemico insiemé algri componenti del sangue.

La quantita sintetizzata giornalmente in condizitsiologiche e di 150-200 mg/kg di
peso corporeaguggini et al. 2006d i valori plasmatici massimi € minimi nel canas
2,5-4,5 g/dL(Meyer & Harvey 2007)

La secrezione di albumina, in linea generale, vimaolata dalla riduzione della
pressione osmotigavans 2002del liquido interstiziale nello spazio extravascel
epatico, ma e condizionata anche da fattori ormdgadli insulina, cortisolo e GH che
ne aumentano la sintegi)irici Cappa 2012)¢ viene significativamente influenzata dalle
alterazioni fisiopatologiche che si verificano dueapatologie inflammatorie di varia
natura, dove la sua secrezione risulta diminuiteeffetto delle citochine pro-
inflammatorie IL-1, IL-6 e TNFe, al tempo stesso responsabili dell'aumento desirm
rilascio della APP positivekaneko et al. 2008)

L'albumina é in effetti riconosciuta come una pirtdedi fase acuta negativa.

Il tempo di emivita dell'albumina nel cane e di §RAguggini et al. 2006; Kaneko et al. 2008).
Viene catabolizzata da tutti i tessuti metabolicareettivi, poiché rappresenta una
fonte di aminoacidi che puo essere sfruttata dalielle per la sintesi di proteine
specifiche.

La clearance dell'albumina da parte dei tessutipgarte regolata dal peptide natriuretico
atriale (ANP), ormone di origine peptidica prodatimcellule specializzate del
miocardio e coinvolto nel controllo omeostatico dellume ematico. Infatti ANP da una
parte agisce a livello renale (sia inibendo ils@bimento di Nache inibendo la
secrezione di Aldosterone) provocando la diminugidella sodiemia e I'aumento della
diuresi(aguggini et al. 2006)ma dall'altra agisce favorendo il catabolismd'aéumina
(specialmente a livello dei muscoli scheletricinam'azione diretta sulle cellule
endoteliali, che ne altera la permeabilita a livetlicrovascolare ed in modo specifico
per l'albumina, attraverso un meccanismo medidtsisi@ma recettoriale-enzimatico
costituito dal GC-A (guanilato ciclasi di tipo A)dal GMP ciclico intracellulare come
secondo messaggerOurry et al. 2010; Chen et al. 201€J0Si quando l'albumina si riversa
nello spazio interstiziale viene captata dalleutelper pinocitosi e idrolizzata ad opera
di proteasi lisosomiali.
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Funzioni dell'albumina:

Mantenimento della pressione colloido-osmotica

L'albumina e la proteina plasmatica piu importgregeil mantenimento della
pressione collodio-osmotica del sangue, che dipdatieumero delle molecole
presenti.

Infatti, anche se la concentrazione dell'albumisaréle alla concentrazione
delle globuline, nel plasma sono presenti moltenpaliecole di albumina che di
globuline(meyer & Harvey 2007)la concentrazione espressa in g/dL infatti & simile
semplicemente perché lI'albumina ha un peso molecwiteriore.

Inoltre la forte carica negativa dell'albumina pryoa l'attrazione e la ritenzione
dei vari cationi (soprattutto del Rlanel comparto vascolare (effetto di Gibbs-
Donnan) e lega un piccolo numero di ioni €le aumentando la sua carica
negativa incrementano ulteriormente la sua capdcitattenere ioni Na
all'interno del capillare.

Questo piccolo aumento della concentrazione direlii nel plasma che
l'albumina & in grado di determinare, accresceifitgtivamente la sua forza
osmoticaLevy et al. 2007)tanto che essa e responsabile per '80% del
mantenimento della pressione oncotiganeko et al. 2008)

Proteina di trasporto

L'elevato numero di gruppi reattivi presenti neflalecola fa si che I'albumina
possa legarsi reversibilmente con svariati aniarateni, svolgendo cosi
un'importante funzione di trasporiyuggini et al. 2006)¢ effettivamente in grado
di interagire con molte sostanze organiche che alonente non vengono
veicolate da proteine specifiche, ad esempio cdiloeri come il calcio, il rame
e lo zinco, metaboliti come la bilirubina e gli dicgrassi liberi, alcuni ormoni
come la tiroxina, farmaci scarsamente solubili cétA&IS e digossina e
numerose sostanze tOSSiC@Kﬁneko et al. 2008; Meyer & Harvey 2006)

L'albumina inoltre si lega irreversibilmente traeniégami covalenti a glucosio e
galattosio. Si tratta di un processo spontanedichgilazione non enzimatica
che aumenta in funzione della glicemia e che ista@nche altre proteine (ma
l'albumina € quella maggiormente interessata) eéheamplesso prendono il
nome di fruttosamine. La glicosilazione cambiattatsura secondaria e terziaria
dell'albumina alterandone le proprieta, provocatinfina drastica riduzione
della sua affinita per la bilirubina (inferiore d#% circa rispetto all'albumina
normale) mentre ne aumenta l'affinita per il fegresta et al. 2012)

Funzione tampone nel mantenimento dell'equiliboma-base

Nella sua composizione molecolare I'albumina cometimolecole di istidina (che
presenta una costante di dissociazione acida) emerosi residui imidazolici
che le consentono di cedere o di legare iohintbase ai valori di pH. Questo la
rende un tampone che in condizioni di alcalosi cadeche positive, mentre in
condizioni di acidosi cede cariche negative.

Antiossidante

L'albumina e costituita anche da cisteina che ptasen residuo esposto (un
gruppo sulfidrico sul cys 34) con importanti funzi@antiossidanti, si comporta
infatti come un avido spazzino delle specie reattigll'ossigeno e dei radicali
liberi, rendendo I'albumina il principale e predoamte antiossidante presente in
circolo (Anraku et al. 2001; Kaneko et al. 2008)
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Durante la fase acuta di un processo inflammatdnelli di albumina decrescono
gradualmente. Questo in piccola parte e dovutonaitazione extravascolare di questa
proteina, conseguente all'alterata permeabilitaolase nel focolaio flogistico ed in
maggior misura alla down regulation determinatdedztochine pro-inflammatorie

sugli epatociti, con inibizione della sua sintgsatca.

1.7.3 Leucociti Neutrofili

Come gia descritto in precedenza, in seguito aidsuito flogistico si attivano varie
risposte locali con rilascio di citochine pro-infimatorie e chemiotattiche che
innescano e modulano la risposta infiammatorialéoeasistemica di fase acuta,
fenomeno in cui € coinvolto il sistema immunitaagpecifico con il particolare
intervento dei granulociti neutrofili.

Durante la fase acuta di una risposta infiammattaiainetica dei neutrofili cambia in
relazione agli effetti esercitati dai meditatorlldgiammazione.

La vasodilatazione locale ed il rilascio di sos@pro-inflammatorie e chemiotattiche
da parte delle cellule coinvolte nel fenomeno #tigd incrementano la fuoriuscita dei
neutrofili marginati dai vasi sanguigni che irrooaihfocolaio flogistico(thrall et al. 2012);

e l'azione delle citochine a livello del midolloses provoca un immediato aumento del
rilascio dei neutrofili dal pool di riserva, conrseguente aumento del pool circolante,
oltre che la stimolazione ad una maggior produz®ngturaziongstocham & Scott 2008)

Per meglio comprendere la cinetica di queste @8ultile analizzare la distribuzione
dei neutrofili allinterno del midollo osseo olthe nei compartimenti periferici.

Nel midollo osseo si riconoscono una componentbferativa costituita dai
mieloblasti, dai progranulociti e dai mielociti (NP: proliferative neutrophil pool) e
una componente maturativa che comprende metantiglomutrofili a banda e neutrofili
segmentati (MatNP: maturative neutrophil pool).

All'interno del MatNP si distigue un sottogruppcttuito dal cosiddetto pool di riserva
(SNP: storage neutrophil pool) rappresentato dairoBli maturi, ovvero quelli
segmentati, pronti per essere rilasciati nel samggeantita relative alle richieste
dell'organismo.

I neutrofili che abbandonano il midollo si distribcono cosi tra pool circolante (CNP)
e pool marginato (MNP) all'interno dei vasi sanguiginfine migrano nel pool
tissutale (TNP)(Stocham & Scott 2008)

L'inflammazione ha come conseguenze:

e aumentato spostamento dei neutrofili dal pool ¢ancte, al pool marginato, a
quello tissutale CNP> MNP — TNP , fenomeno che tende a ridurre la
concentrazione dei neutrofili nel sangue periferico

» magagior rilascio di neutrofili dal pool di riservaidollare SNP— CNP , che
tende invece ad aumentarne la concentrazione nglisgeriferico.

E' quindi evidente che il numero di neutrofili peas nel pool circolante e il risultato
del bilancio tra consumo di neutrofili e loro rié&s midollare.

La riserva midollare di neutrofili maturi e relaimente alta nel caerall et al. 2012
quando, in seguito al processo inflammatorio, gmheina I'aumentato rilascio di
neutrofili segmentati dal SNP, generalmente questede la migrazione dei neutrofili
nel focolaio flogistico determinando cosi aumergbrdimero assoluto di neutrofili
circolanti, ovvero neutrofilia (o leucocitosi neafitica). (Stocham & Scott 2008)
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Quando pero l'estensione e la gravita del prodegismmatorio provocano un
aumentato consumo di neutrofili, il SNP si ridudeire seguito a deplezione delle
riserve di neutrofili maturi il midollo cominciardasciare neutrofili immaturi, in genere
soltanto quelli a banda, per sopperire alle rideieell'organismo.

Tale fenomeno € conosciuto conteft' shift’ o “deviazione a sinistra” della formula
leucocitaria.

Il termineleft shiftderiva dalla rappresentazione della sequenza atataidelle cellule
del sangue nello schema di Arneth, che vede armsinescellule immature e a destra
guelle mature.

Si parla di deviazione a sinistra rigeneratizsndo il numero dei neutrofili segmentati
supera quello dei neutrofili a banda, ed & assmgeameralmente a neutrofilia.

Mentre nella deviazione a sinistra degenerativeutrofili a banda superano quelli
segmentati e spesso la conta neutrofilica risuitanale o ridotta. Questo pattern e
generalmente associato ad un processo infammédtammlgente” e/o tossiemia che
determina inibizione della granulopoiesi e sopposesdella maturazione, se persiste €
predittiva di una prognosi infaustailliers & Blackwood 2006)

Dall'inizio di un processo infiammatorio il rilascdi neutrofili da parte del SNP si
verifica in poche ore, mentre 'aumentata proldeyae dei mielociti impiega 2-4 giorni
prima di provocare effetti a livello del sangueifggico. (Stocham & Scott 2008)

Quindi in base all'intensita del fenomeno infiamon@at, alla sua eziologia, ma anche in
base al tempo trascorso rispetto al suo inizidjm@&mmazione si puo assistere a:

« Neutrofilia con elementi maturi

« Neutrofilia con deviazione a sinistra

« Conta neutrofilica normale con deviazione a siaistr

« Neutropenia con deviazione a sinistra

dove queste variazioni apprezzabili nel sangudgrer® sono associate ad uno

svuotamento del SNP e talvolta anche del rest®/déNP.

Nell'inflammazione cronica, invece, il midollo rentpo di adattarsi alla richiesta
periferica di neutrofili adeguandone la produziamggsto conduce ad uno stato di
iperplasia granulocitica, per cui dopo 5 giornassiste a neutrofilia associata

all'aumento di tutti i pools midollari della ling@anulocitaria neutrofila.
(Stocham & Scott 2008)

1.7.4 Sideremia

Il ferro & presente in vari parenchimi dell'orgamissottoforma di diversi composti
chimici.
Il sangue € il compartimento che contiene la gpaiselevata di questo metallo.

A seconda del suo stato chimico e dei relativiigicati biologici si possono distinguere
tre forme di ferro:

1. Ferro attivo

2. Ferro diriserva

3. Ferro di trasporto

1. Il ferro attivo lo si puo a sua volta suddividén tre sottocategorie:
» Ferro emoglobinico:
legato all'emoglobina di eritrociti ed eritroblagtostituisce il 60-70% del ferro
totale.
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* Ferro mioglobinico:
legato alla mioglobina, rappresenta circa il 3%fdglo totale.
* Ferro enzimatico:
impiegato nei catalizzatori cellulari, costituisteca '1% del ferro totale.

2. Il ferro di riserva € quello immagazzinato niedlsi parenchimi (midollo osseo,
fegato e milza) sotto forma di ferritina o di enu®sina erappresenta il 20-30% del
ferro totale.

3. Il ferro di trasporto € infine quello presentd siero legato alle molecole di
trasporto e rappresenta lo 0,1% del ferro totale.

Compare in due stati di ossidazione: ferrosé{referrico (F&%) che possono
rispettivamente donare o accettare elettroni.

Il ferro di trasporto e quello di riserva si troatipicamente nello stato Fema per
poter attraversare le membrane cellulari deve passia stato F&. Nella forma attiva
legata all'emoglobina passa invece da uno staadtialin relazione al suo legame con
l'ossigeno

E' proprio questa capacita del ferro di variaggdprio stato ossidativo ed il suo
potenziale redox a seconda dei legami che formeagtipermette di svolgere numerose
funzioni.

Il ferro € essenziale per:

— il trasporto dell'ossigeno: il ferro contenuto galippo eme dell'emoglobina lega
l'ossigeno ossidandosi da’Fa F€* e quando deve rilasciarlo ai tessuti si riduce
nuovamente a B&

— per la respirazione cellulare: si trova infatti oocromi a,b,c deputati alla
fosforilazione ossidativa nei mitocontri e nei geRe-S (proteine di vario tipo)
che sono i trasportatori di elettroni piu rappreéagn

— e coinvolto nella sintesi del DNA,

- nel ciclo dell'acido citrico, dove circa meta degizimi coinvolti in questa
reazione contengono ferro o necessitano di questallm come cofattore

- einvarie reazioni enzimatiche.

Il ciclo del ferro all'interno del corpo € un sista quasi chiuso perché le perdite di ferro
sono molto limitate negli animali domestici, sabiee in condizioni patologiche
caratterizzate da emorragie.

Una piccola quota del ferro fornito attraversoiketa & assorbita nel piccolo intestino e
trasferita poi nel plasma, dove viene legato daitgeine di trasporto per veicolarlo
attraverso la circolazione sanguigna ai vari ditcerporei.

Circa il 75% del ferro presente nel plasma saisptygato al midollo osseo per
incorporarlo all'emoglobina degli eritrociti in vl sviluppo, mentre il rimanente ferro
plasmatico sara captato dagli altri tessuti, soypitatdal fegato.

Quando gli eritrociti senescenti subiscono I'emeresi e quindi vengono fagocitati,
I'emoglobina viene degradata all'interno dei maggoé da questo processo viene
liberato il ferro emoglobinico che pud cosi esserevamente utilizzato.

Una parte di questo ferro “recuperato” viene lilk@iubito e resa cosi immediatamente
disponibile per il sangue (I'emivita di questa gudiferro e di 34 minuti nel cane),
mentre il resto del ferro viene immagazzinatora#ino dei macrofagi sotto forma di
ferritina o di emosiderina per essere poi rilagcragl sangue piu lentamente (I'emivita
di questa quota di ferro e di 7 giorni).
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Di fatti la maggior parte del ferro che entra nlelspna quotidianamente e quello che
deriva dal rilascio dei macrofagi, mentre il feassorbito dal piccolo intestino (che é
una piccola quantita) serve a compensare le limatdite che avvengono attraverso
I'esfoliazione dell'epidermide, le cellule di deamazione delle mucose, la bile, il
sudore e le fecikaneko et al. 2008)

Il ferro circolante nel siero in condizioni fisigiche é associato alle proteine di
trasporto, tale legame € necessario perche selibssg, al fisiologico pH e tensione di
ossigeno del sangue, il ferro darebbe luogo aweaassidative con formazione di
radicali liberi e perossidi.

L'apotransferrina € una glicoproteina sintetizzistefegato, di circa 80 kDa, che
contiene due siti di legame per il ferro che pugate in formae™ a pH neutro, ma se

il pH scende a 5.5 lo ione viene dissociato pojp&rogniFe™é necessario il
concomitante legame di un anione di bicarbonatpdtransferrina legata al ferro
diventa transferrina, che e la principale form&rasporto di questo metallo nel sangue.
Nello specifico, quando solo uno dei siti di leganeine occupato dal ferro si parla di
transferrina monoferrica, se invece vengono octc@pdtambi si parla di transferrina
diferrica.

In base alla concentrazione di ferro nel plasmawari livelli di apotransferrina,
transferrina monoferrica e transferrina diferrican una predominanza della prima se i
livelli di ferro sono bassi ed una predominanzdul®ma se invece i livelli di ferro
sono elevati, la proporzione delle tre molecoleedge quindi dalla percentuale di
saturazione della transferrina con il ferro e dasferrina monoferrica € predominante

guando la saturazione della transferrina é al 50%.
(Kaneko et al. 2008)

Altre molecole possono svolgere la funzione digoso e per indicare la quota di ferro
legato ad esse si utilizza la sigla NTBI (non-tfarmén bound iron).

Una di queste molecole € la ferriti@ikazawa, Nakazawa, et al. 20Th€e viene rilasciata in
piccole quantita dai macrofagi e puo essere cafhtpiale dalle cellule (in particolare
dagli epatociti), ma in normali condizioni rappneteuna proteina di trasporto di
importanza minore.

La presenza di NTBI e in effetti normalmente mdil&ssa, tuttavia pud aumentare
quando la quantita di ferro presente nel sierorsul@ecapacita di saturazione della
transferringkaneko et al. 2008pppure in corso di infiammazione acuta, poichietetina
rappresenta una proteina di fase acuta positivbisce un leggero incremento nelle

fasi iniziali dell'inflammazione con meccanismi arecnon del tutto chiarit{chikazawa,
Nakazawa, et al. 2013)

Il ferro sierico viene quindi generalmente valutatisurando la transferrina, dato che in
condizioni fisiologiche la quota di NTBI risultagesoché insignificante, oppure
andando a misurare direttamente il ferro totalsgmee nel siero (valore in cui saranno
compresi sia il ferro legato alla transferrina goello NTBI).

Come anticipato precedentemente I'omeostasi del éeessenzialmente un sistema
chiuso.

Le perdite avvengono tramite meccanismi aspecdmme la desquamazione cellulare,
e non esistendo meccanismi specifici di escrezi@héerro né a livello epatico né a
livello renale, I'equilibrio del ferro € controlaprincipalmente attraverso la sua
assimilazione intestinale.

37



I meccanismi regolatori dell'assorbimento del fesoao:

“Regolatore della dieta™:

I'assorbimento intestinale € influenzato dalla dtzanli ferro apportato con la dieta ed
in particolare diete ricche di ferro inducono umore assorbimento di ferro per un
fenomeno descritto come “blocco mucosale”.

“Regolatore dei depositi”:

controlla la captazione del ferro in funzione dslle fluttuazioni all'interno
dell'organismo; in condizioni di carenza di fergrmoreo il suo assorbimento intestinale
aumenta fin quando i depositi di ferro non sonastmati.

“Regolatore eritropoietico”:

modula l'assorbimento di ferro in base alle esigeatell'eritropoiesi; questo tipo di
controllo € dominante rispetto agli altri, tanteegtermette un aumentato assorbimento
indipendentemente dai livelli di deposito.

“Regolatore dell'ipossia umorale”:

induce l'aumento dell'assorbimento di ferro a feadhitstati di ipossia acuta; non e
ancora stato chiarito se questo meccanismo siaead¢ distinto da quello
eritropoietico.

“Regolatore inflammatorio”:

induce la riduzione dell'assorbimento di ferro amso di infezione e/o infiammazione
oltre che la ritenzione dei suoi depositi cellyléipotesi & che si tratti di un
meccanismo difensivo per limitare la proliferazialie microorganismi patogeni che

necessitano di ferro per il loro metabolismo.
(McCown & Specht 2011)

L'impegno, da parte dell'organismo ospite, di sotéril ferro che altrimenti sarebbe
disponibile per i microrganismi patogeni, avviemelze localmente a livello del
focolaio inflammatorio attraverso la lattoferrinma proteina legante il ferro la cui
affinita per questo metallo aumenta in ambientd@@tontrariamente a quanto avviene
per le altre proteine di trasporto). La lattofeargnrilasciata nel focolaio flogistico dai
leucociti polimorfonucleati e si rivela una proteiefficiente per il recupero del ferro
presente nei focolai infammatori dove il pH sceimdseguito all'azione difensiva dei
leucociti ed al metabolismo dei microrganis@irado 1997)

Nei meccanismi di regolazione della concentrazgiagca di ferro € coinvolta
I'epcidina, ormone peptidico prodotto dal fegasocui sintesi € influenzata dagli stessi
fattori che regolano I'omeostasi del ferro. L'ep@adn condizioni fisiologiche esercita
un controllo a feedback negativo sul ferro limitand quindi I'eccessiva assunzione e/o
rilascio dai depositi di riserva.

Nello specifico essa agisce sul DMT1, Divalent M&tansoporter 1, molecola di
trasporto transmembrana degli enterociti e suli@f®rtina, proteina transmembrana

che esporta il ferro dalla cellula verso I'estethmica attualmente conosciutajicCown
& Specht 2011)
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In corso di patologie infiammatorie e/o infettivevsrifica un aumento dell'espressione
di epcidina che dipende dall'azione delle citochgreeinflammatorie, in particolare
dell'lL-6; si verifica cosi un'inibizione dell'ag®imento intestinale e del rilascio di
ferro dai depositi che sfugge agli altri sistengakatori.

Oltre a questo (in medicina umana) e stato osseola I'lL 10 provoca un aumento
dell'espressione di recettori per la transferrimansacrofagi, fenomeno che si
concretizza con una aumentata captazione di fdlirdexno delle cellule mediante
endocitosi.

TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-10 influenzano inoltre il metalisimo dei macrofagi
incrementando la sintesi di ferritina con un mecan di up-regulation e favorendo
cosi I'immagazzinamento intracellulare (e la ritene) del ferro presente
nell'organismo.

L'insieme di questi effetti conduce ad una defizgerelativa di ferro che in fase acuta
determina un rapido abbassamento della siderersmikprocesso inflammatorio si
protrae, porta alla comparsa di anemia ipocroméanfiammazione dovuta alla
mancanza di ferro disponibile per I'eritropoiesi.
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2 MARKER EMATOBIOCHIMICI DELLA FLOGOSI
ACUTA

2.1 Cos'e un Biomarker

Per definizione i biomarker sono caratteristichgeitjvamente misurabili che possono
essere valutate come indicatori di uno stato figjimlo o0 patologico di un organismo
biologico, o della sua risposta ad interventi tetajei farmacologici.

| biomarker comprendono le risposte funzionali'dedlanismo, rilevabili come segni
clinici misurabili in modo oggettivo e ripetibilaichnte un esame obiettivo generale
(temperatura corporea, frequenza cardiaca, press@mguigna) e le variazioni delle
concentrazioni cellulari e molecolari rinvenibiklnrsangue o in altri campioni biologici
in seguito ad analisi di laboratorio.

| biomarker forniscono quindi informazioni circadtato di salute del paziente, in
guanto ritenuti espressione di una determinataizmmek o di malattia e possono essere
utilizzati da soli oppure, piu frequentemente, ss@ciazione per poter meglio
inquadrare la situazione clinica del pazierg@mbu & Tavel 2011)

Un biomarker, potenzialmente, pud quindi esseltizzaito per:

- formulare una diagnosi,

« monitorare I'andamento di processi fisiologici ¢opagici,

- stabilire lo stadio o la gravita di una patologissentendo la formulazione di
una prognosi,

« monitorare le risposte dell'organismo a terapieiohedo chirurgiche.

| segni clinici, che hanno una lunga storia diiz¢ib nella pratica medica, nel tempo
sono stati sempre piu affiancati da altri indicabaologici con lo scopo di aumentare la
sensibilita e la specificita nell'individuare unteleninato stato fisiologico o patologico.

Ovviamente in base alla tipologia di marker, alausultano di facile misurazione e
sono quindi ampiamente impiegati nella praticaicéirdi routine, mentre altri
necessitano di procedure piu complesse che rich@etivolta I'appoggio a laboratori
esterni piu 0 meno specializzati e comportano coatjgiori.

Ad ogni modo le caratteristiche ideali di un budontarker sono:

correlazione specifica con la malattia in attoyata sensibilita nel rilevare
precocemente uno stato patologico, adeguata pvédittulla risposta del paziente al
trattamento, possibilita di essere misurato attsevenetodiche semplici e rapide,
accuratezza della sua determinazione da parteedtemetodiche, ridotta interferenza
da parte di errori preanalitici.
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2.2 Biomarker Infiammatori

Per quanto riguarda le patologie inflammatoriearker caratteristicamente associati ad
esse sono:

» febbre

* leucocitosi neutrofilica

e variazione delle proteine di fase acuta positinegative
* riduzione dei livelli sierici di ferro

Nell'interpretazione clinica di questi dati € pegiremamente importante tenere
presente tutti i possibili fattori in grado di inéinzarne I'espressione, come processi
morbosi concomitanti o terapie farmacologiche, pbgsono alterare la temperatura
corporea o la concentrazione dei marker ematologionalmente presenti in corso di
una risposta di fase acuta (APR).

A titolo di esempio:

* in pazienti debilitati o cachettici la risposta lbette pud essere mascherata da
una sottostante condizione di ipotermia;

= alcune patologie sono caratterizzate da febbrennitiente o ondulante, per cui
se la temperatura del cane non e costantementearaiaipuo capitare che
durante la visita clinica il paziente risulti avenea temperatura corporea
normale,

» in caso di una risposta inefficace del sistema imtatio aspecifico, con
tossicita neutrofilica e/o deviazione a sinistrgeleerativa, la sola conta
leucocitaria puo risultare insufficiente a rilevamso stato patologico poiché
puo segnalare un numero normale di cellule;

* in pazienti con mielosoppressione (da agenti dovgvo, come infezioni virali,
neoplasie, agenti tossici o0 chemioterapici) il nimosseo non puo
rispondere adeguatamente agli stimoli inflammatanfettivi;

= Jaumento dell'aptoglobina pud non essere appasenéepresente un
concomitante processo emolitico, come l'aumentia deitesi di fibrinogeno
puo essere mascherato da una coagulazione intlaisseminata;

» in caso di insufficienza epatica la sintesi praeidortemente compromessa e
quindi non si assiste al tipico incremento dellePARositive;

= terapie corticosteroidee alterano significativaredatconta e la formula
leucocitaria, la concentrazione plasmatica di ferta sintesi di fibrinogeno;

E', inoltre, importante conoscere la caratterigticimetiche dei vari marker ematologici,
quindi i relativi tempi necessari a rilevarne detledificazioni, la loro persistenza e la
loro sensibilita per poter interpretare al meglisultati delle analisi di laboratorio.

Le APPs, in linea generale, hanno dimostrato unailsiita diagnostica piu elevata
della conta leucocitaria (WBCc), la ceruloplasmenaptoglobina ad esempio si sono
dimostrate sei volte piu sensibili della WBCc nelégnalazione di un processo
inflammatorio ed il loro incremento si manifestaha in quei casi in cui la WBCc
rimane inalterat@solter et al., 1991)

In virtu delle loro differenti caratteristiche, aisurazione contemporanea di piu APPs
piuttosto che di una sola puo fornire maggiori inf@zioni. In particolare risulta utile
comparare almeno una APP maggiore (come la CREBAA9 con almeno una APP
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moderata (come il fibrinogeno, I'aptoglobina o éautoplasmina) ed una negativa
(albumina, transferrinajceron et al. 2005)

La combinazione delle diverse tipologie di APPsneanche la loro comparazione con
gli altri marker di flogosi, € consigliata per majtare I'inquadramento del caso clinico,
distinguendo ad esempio un'infiammazione acutandectonica o aumentare le
possibilita di discriminare tra stati patologicifdrenti. (Ceron et al. 2005)

2.3 Conta leucocitaria e formula leucocitaria

Nella progressione delle indagini diagnostiche goorso agli esami complementari €
molto importante comprendere sempre un esame emocitmmetrico completo
ottenuto da campioni di sangue in EDTA. Da essa passibile ottenere una
valutazione del patrimonio leucocitario circolantediante la conta totale, la formula
leucocitaria e la valutazione microscopica delfssto ematico.

La maggior parte degli analizzatori utilizzabilinzello ambulatoriale fornisce risultati
attendibili per quanto riguarda la conta totaléedcociti, ma per quanto riguarda la
formula leucocitaria risultano spesso poco affiiadiquindi molto importante
verificare sempre la formula automatizzata conlgueseguita manualmente mediante
analisi microscopica dello striscio ematico, doveeeessario valutare almeno 100
cellule della linea bianca (maggiore e il numeraallule valutate maggiore e
I'affidabilita della formula).

La formula leucocitaria e la determinazione pengelet dei diversi tipi cellulari
appartenenti alla serie bianca, dalla quale e pibssicavarne i valori assoluti (quindi
una stima piuttosto realistica del numero di cellpér unita di sangue) con i quali si
puo stabilire se la concentrazione di una linaatasnormale, aumentata o diminuita
rispetto ai normali intervalli di riferimento.

La valutazione dello striscio ematico € inoltre@stamente importante per osservare la
morfologia degli elementi corpuscolati del sangae particolare riferimento, in questo
caso, alla valutazione morfologica dei leucociéirrpette infatti di rilevare la presenza
di elementi immaturi (ad esempio di neutrofili antda, metamielociti ecc..), segni di
attivazione cellulare (specialmente nei monociteolinfociti) e di eventuali segni di
tossicita o di degenerazione neutrofilica (corpDdihle, schiumosita citoplasmatica,
rigonfiamento cellulare ecc..), aspetti molto intpati per una corretta interpretazione
dei risultati.

In corso di inflammazione gli elementi classicaneerinsiderati come marker di
flogosi acuta sono:

* Neutrofilia

» Deviazione a sinistra

* (Neutrofili tossici)

2.3.1 Neutrofilia

Nel cane gli intervalli di riferimento per la corttatale di WBC si aggirano attorno a
valori di 6-18 mila cellulg/L di sangue, variabili da laboratorio a laboratp&d il

range considerato normale per il numero di grantiloeutrofili € indicativamente 3-11
mila cellule[iL di sangue (anche per questo in realta ogni labncestabilisce i propri
intervalli di riferimento).
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In corso di un processo infiammatorio é ritenutmaae un incremento del numero di
neutrofili compreso in un range di 12-30 mila cigliul di sangue; occasionalmente la

neutrofilia puo raggiungere valori compresi tra@Dmila cellule pepl di sangue.
(Stocham & Scott 2008)
In relazione all'entita della neutrofilia il numetatale di WBC puo rimanere entro

I'intervallo di riferimento oppure risultare aumaiat.

Certe patologie inflammatorie sono piu soggettalitie a determinare neutrofilia, ad
esempio quelle che interessano i tessuti sottoeutétratto respiratorio, il pancreas, il
peritoneo, le cavita pleuriche, l'utero, il fegattintestino, poiché da queste sedi i
mediatori inflammatori possono raggiungere facilteda circolazione sistemica.
Mentre i processi inflammatori che interessandnattsire cerebrali, il midollo spinale,
le lesioni cutanee superficiali o le infiammazideile basse vie urinarie possono non
dare neutrofilia.

Nei primi due casi perché i mediatori infammatamangono confinati nelllambiente
protetto dalla barriera ematoencefalica, invecdi méigni due perché i mediatori
vengono facilmente persi o allontanati dagli essudtee si liberano verso I'esterno della
lesione o diluiti e dispersi con le uringtocham & Scott 2008)

2.3.2 Deviazione a sinistra

I neutrofili a banda hanno dimensioni simili alldlale mature (10-15m di diametro)
ma presentano un nucleo poco indentato a formaadin_braccia quasi parallele e la
loro cromatina € meno condensata, per cui il nusi@olora meno intensamente
rispetto ai neutrofili maturi.

Un limitato numero di neutrofili a banda puo essé@evato anche in condizioni
fisiologiche.

Ancora non esiste un limite numerico universalmeizettato per stabilire la presenza
di una deviazione a sinistra significativa, matsotiente viene utilizzato come
riferimento un limite di 2000 neutrofili a bandar pe(villiers & Blackwood 2005).

L'aumento di neutrofili a banda e suggestivo datiiva risposta flogistica (la cui
eziologia puo essere di vario tipo, dall'infezioaledanno tissutale con necrosi, alla
neoplasia o alle malattie immunomediate), dal mdmehe questa compare in
relazione all'aumentato consumo di neutrofili gane quantita che come rapidita con
cui questo consumo avviene) richiamati dal sanglia sede di infiammazione.

Come descritto nel capitolo precedente, la deviezsinistra puo essere rigenerativa
0 degenerativa in relazione al numero di elememtaturi rispetto a quelli maturi.

La determinazione del tipo di deviazione rappresentdato di importante valore
prognostico, in particolare per la deviazione #$ia degenerativa che & considerata un
segno prognostico negativo.

L'estensione e la sede del processo inflammatoltie, che la sua eziologia,
influenzano ovviamente in modo significativo laetiica dei neutrofili e quindi la
comparsa di neutrofilia piu 0 meno marcata e diai#one a sinistra rigenerativa o
degenerativa.

Una ferita da morso che interessi i tessuti soteowi provochera ad esempio una
neutrofilia da leggera a moderata con variabilea®one a sinistra. Mentre in caso di
perforazione intestinale e conseguente peritowii#aa si determinera un consumo di
neutrofili nettamente maggiore che potrebbe cortammiobabilita superare la capacita
del MatNP, in questo caso si avra una deviaziogiaisira associata a valori
apparentemente normali dei neutrofili 0 a neutramen
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(Thrall et al. 2012)

2.3.3 Neutrofili Tossici

A fronte di un'aumentata richiesta di neutrofiliveello periferico il tempo di
maturazione midollare puo ridursi determinandodmparsa (oltre che di forme
immature) di alterazioni tossiche, questo avviem@atteristicamente in corso di gravi
infezioni batteriche e di anemia emolitica immundm&a.

| segni di tossicita neutrofilica sono riconosdibidme alterazioni morfologiche che
comprendono: presenza dei corpi dille (inclusioni citoplasmatiche di colore grigio-
bluastro costituite da aggregati di reticolo endspiatico), aumentata basofilia
citoplasmatica (perché risulta aumentato 'RNAp#ematico), vacuolizzazioni
citoplasmatiche causate dalla degranulazione a gelidita di integrita delle membrane
durante l'alterata maturazione, rigonfiamento rarele nuclei ad anello (che esprimono
alterazioni particolarmente gravi del processo diurazione).

La presenza di queste anomalie, oltre a essereiatsalla presenza di processi
inflammatori acuti, rappresenta spesso un segmgnpstico negativo. In particolare, é
stata osservata una correlazione positiva traderga delle manifestazioni tossiche, la
presenza di neutropenia e la prevalenza di degessiet al. 2005)

E' da tenere presente che alterazioni tossichgcsintrano anche in seguito
all'assunzione di alcuni farmaci e tossine, norogmertanto strettamente legate alla
presenza di processi inflammatori acuti.

Figura 2.3.3 - Neutrofilo tossico. Foto scattata @sso il laboratorio di Patologia Clinica Veterinara dell’Ospedale Didattico
Veterinario “Mario Modenato”, Universita di Pisa.

2.3.4 Monociti attivati

Sebbene questa alterazione non sia classicamemgalemta come indicatore di
flogosi, la presenza di monaociti attivati nel samgeriferico rappresenta, in teoria, una
forma di attivazione del sistema macrofagico pgttitamportante.

Infatti la trasformazione dei monociti in macrofagirmalmente avviene a livello
tissutale. In seguito a processi inflammatori, atiptto di origine infettiva, si puo
invece assistere alla comparsa di macrofagi cintiotée sono generalmente identificati
come “monociti attivati’. Si riconoscono facilmerger le grandi dimensioni e la
presenza di abbondanti vacuoli citoplasmatici s sfondo citoplasmatico basofilico.
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Figura 2.3.4 — Monocita attivato. Foto scattata preso il laboratorio di Patologia Clinica Veterinariadell’Ospedale Didattico
Veterinario “Mario Modenato”, Universita di Pisa.

2.3.5 Linfociti reattivi

La presenza di una piccola percentuale di linfoetittivi nel sangue periferico e
considerata normale, tuttavia le modificazioni mtfjiche e funzionali di queste
cellule sono ritenute associate a una stimolazimneunitaria sistemica, percio un loro
aumento percentuale nella popolazione linfocitata indicare uno stato di flogosi.

I linfociti reattivi possono essere di vari tipp&sso sono contraddistinti da un maggior
volume citoplasmatico con una colorazione intensaenbasofila dovuta allaumentata
presenza di poliribosomi (associata a incremenile dmtesi proteiche).

Quando il fenomeno reattivo da parte della popolaziinfocitaria & intenso e protratto,
si puo assistere alla comparsa di forme reattiasrpocitoidi caratterizzate da maggiori
dimensioni cellulari, basofilia citoplasmatica @genza di una zona perinucleare piu
chiara (che rappresenta I'apparato del Golgi).

Si possono inoltre trovare i linfociti granulargrdraddistinti dalla presenza di
granulazioni eosinofiliche all'interno del propegoplasma, spesso raggruppate in
un’unica regione perinucleare.

Figura 2.3.5 — Linfocita reattivo con granulazionicitoplasmatiche. Foto scattata presso il laboratoa di Patologia Clinica
Veterinaria del’Ospedale Didattico Veterinario “Mario Modenato”, Universita di Pisa.

2.3.6 Vari leucogrammi rilevabili in corso di infiammazione

» Neutropenia inflammatoria

Sebbene il classico marcatore di inflammaziondasreutrofilia (con eventuale
deviazione a sinistra) e da ricordare che in bagyeavita del processo inflammatorio
e talvolta anche del momento in cui vengono esedgianalisi rispetto all'insorgenza
della patologia, possono emergere pattern different

Considerando ad esempio che i neutrofili rispondamioo poche ore accorrendo nel
sito di flogosi, mentre la risposta midollare ingaepiu tempo, inizialmente si puo
riscontrare una neutropenia transitoria. Il momentcui viene effettuato il prelievo di
sangue rispetto all'evento lesivo (quando evidenteto) deve essere dunque valutato
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per meglio distinguere questo fenomeno da unastagoefficace e degenerativa del
sistema immunitario (normalmente associata a deriaz sinistra degenerativa).

* Neutrofilia inflammatoria acuta

Entro 6-8 ore dallo stimolo inflammatorio il midolbsseo risponde accellerando il
rilascio di neutrofili ed incrementandone la prodne, effetto quest'ultimo che si rende
evidente a livello del sangue periferico 2-4 giatapo l'insulto fogistico.

Il leucogramma infiammatorio acuto € generalmeatatterizzato da neutrofilia che
puo essere accompagnata da deviazione a sinigtcarpeno marcata in relazione alla
gravita del processo inflammatorio, con possibilmparsa di alterazioni tossiche dei
neutrofili.

Talvolta si puo sovrapporre un leucogramma dastres linfopenia ed eosinopenia.
(Douglas & Wardrop 2010)

In caso di deviazione a sinistra degenerativa Gitptiavia presentare una conta
neutrofilica normale o ridotta.

Neutrofilia infiammatoria cronica

Quando il processo inflammatorio si protrae, compaialterazioni nel midollo osseo
caratteristiche con espansione di ProNP, MatNP I8, Nr soddisfare la domanda
periferica di neutrofili. Si assiste quindi ad ureutrofilia generalmente matura (se
presente una deviazione a sinistra risulta comuntpgesta) e sSpesso si associa un
aumento del numero di monociti, sebbene le alteraz carico delle altre linee
leucocitarie risultino piuttosto variabili.

« Risposta leucemoide

Rappresenta una forma di inflammazione cronicarisposta prorompente del midollo
osseo, che induce una neutrofilia marcata (50-10®meutrofili/uL) caratterizzata
dalla concomitante presenza di forme immature thasestendere fino agli stadi di
mielociti e promielociti.

2.3.7 Leucogrammi non infiammatori

» Neutrofilia da adrenalina

Si tratta in realta di una “pseudo-neutrofilia’idi®gica e transitoria che si determina in
seguito a rilascio di adrenalina per paura, foct@tazione o in seguito ad esercizio
fisico molto intenso. L'adrenalina determina inflttspostamento dei neutrofili
marginati nel pool circolante, che e quello dallgueengono poi quantificati i neutrofili
con gli esami eseguiti sul campione di sangueuldjun aumento relativo del CNP
rispetto al MNP, senza |'effettivo incremento dehrero totale di neutrofili.

Si verifica entro pochi minuti dall'evento scatetea@ dura 20-30 minuti; generalmente
nel cane provoca una neutrofilia apparente liemederata (nel gatto € molto piu
evidente poiche il rapporto CNP/MNP ¢ 1/3) con radilt maturi. Puo essere associata
a linfocitosi.

Tale fenomeno si riscontra prevalentemente neiiclicoentre € piuttosto raro da
rilevare nei soggetti adulti.
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> Neutrofilia da stress o da corticosteroidi

Il cortisolo endogeno come i corticosteroidi esagksterminano un aumento del
numero di neutrofili nel sangue sia per incrementééscio dal SNP midollare
(neutrofilia vera), che per riduzione della lorpaeita di adesione all'endotelio vasale e
conseguente ridotta migrazione dei neutrofili ndPT Ne deriva una neutrofilia
caratterizzata da cellule mature e talvolta (spe&ate in seguito a trattamenti
corticosteroidei a lungo termine) con presenzeaedtnofili ipersegmentati.

In questo tipo di neutrofilia si associa tipicaneelat riduzione del numero di linfociti e

di eosinofili, in un quadro ematologico definitonee “leucogramma da stress”.

In seqguito a trattamento corticosteroide la neutaddi sviluppa entro 4-12 ore dalla

somministrazione del farmaco per ritornare ai vdlasali circa 24 ore dopwillard &
Tvedten 2012)

» Leucemia granulocitica cronica

Patologia neoplastica midollare caratterizzataellb ematologico da un‘imponente
neutrofilia per lo pit matura, il numero di neutlicgi muove in un ampio range
compreso tra 50 e 160 mila cellyle/di sangue.

2.3.8 WBC e valutazione dei neutrofili come marker di
infiammazione

Per poter effettuare una valutazione corretta dieftgmazioni riguardanti il patrimonio
leucocitario del paziente € quindi importante ¢esdme emocromocitometrico sia
sempre accompagnato dalla valutazione dello strestiatico, si devono conoscere i
diversi leucogrammi ed i relativi significati cloiper essere in grado di distinguere
quelli indicativi di infiammazione e poterne valigaindicativamente, la gravita.

La sola valutazione strumentale puo infatti esgesefficiente se non addirittura
fuorviante in certe situazioni.

I limiti della valutazione dei neutrofili come makdi infiammazione rimangono:

» sensibilita relativamente bassa, specialmente quinplatologie infiammatorie
riguardano: encefalo, midollo spinale, cute e basserinarie;

» bassa specificita, poiché i neutrofili partecipamche ai processi riparativi il
loro numero puo rimanere aumentato per tempi véireaiche quando lo
stimolo flogogeno &€ scomparso e la risposta di éasea si € esaurita,

» cinetica leucocitaria fortemente influenzata daitérmenti corticosteroidei e dai
corticosteroidi endogeni rilasciati in caso di stre di iperadrenocorticismo,

» inoltre varie condizioni patologiche alterano fonente la risposta del midollo
0sseo o la sopprimono del tutto:

o infezioni virali come la parvovirosi canina,

o sindromi mielodisplastiche,

o leucemie acute,

o terapie con farmaci citotossici o reazioni idiosasiche a farmaci di vario
tipo...
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2.4 Proteine di fase acuta

Le proteine di fase acuta vengono prevalentementetizzate dal fegato in risposta alle
citochine inflammatorie e i cambiamenti a caricted®ro concentrazioni plasmatiche
cominciano poche ore dopo l'esposizione dell'ogyaniad un insulto flogistico capace
di evocare una APR.

Per poter misurare le proteine plasmatiche presenti campione di sangue €
necessario separare la parte fluida da quella sogbata, procedura che viene fatta in
laboratorio mediante centrifugazione del campione.

Se il sangue, appena prelevato, viene messo ipravatta con anticoagulante si otterra
da esso il plasma; se invece viene messo in unafacsenza anticoagulante lo si
lascera prima coagulare e poi verra centrifugatmpienere il siero, che e la parte
fluida del sangue privata del fibrinogeno (cheadcstonsumato per la coagulazione).

Le proteine di fase acuta sono numerose e solitemvemgono misurate solo alcune di
esse, scelte sulla base di diversi fattori traatwihe la semplicita di misurazione ed i
relativi costi.

Si puo anche decidere di monitorare una sola ARPdaio che le diverse APPs (che
nel complesso fanno tutte parte della rispostask ficuta dell'organismo ad un
processo inflammatorio) presentano differenze 8wative sia per quanto riguarda la
misura delle variazioni nei relativi livelli plasitna rispetto ai valori basali, sia per
guanto riguarda la velocita con cui queste vari@zorealizzano e la loro persistenza,
la misurazione di diverse proteine contemporanegrfemisce maggiori informazioni
contribuendo a delineare un quadro clinico pituatgidto.(Ceron et al. 2005)

Il confronto delle risposte di diverse APPs potalmente puo aiutare il clinico a
distinguere tra stati patologici diversi ed apponggiori informazioni riguardo
I'evoluzione temporale della patologia.

A questo proposito un profilo “tipo” di APPs doviEbprevedere almeno
a) 1 APPs principale,
b) 1 APPs moderata,
c) 1 APPs negativa.

2.4.1 APPs principali

Le proteine di fase acuta positive consideratecgpali sono quelle caratterizzate da una
concentrazione sierica basale estremamente ba€saug/dL) il cui incremento, in

corso di inflammazione, varia molto e rapidameimtein range generalmente compreso
tra 100 e 1000 volte la loro concentrazione badédécane le APPs principali sono la
SAA e la CRP.

Esistono molti studi che hanno messo in comparazipreste due proteine per testarne
la sensibilita e la specificita come marker ddibgdsi acuta, ma i risultati non sono
sempre concordanti.

Diversi autori avevano concluso che la CRP fossmarker di flogosi migliore rispetto
alla SAA, sia per la maggior risposta evidenziatadrso di varie patologie, sia per la
rapidita con cui le sue concentrazioni siericheidinvano in seguito al trattamento
della patologia, per cui la riduzione della CRPrispondeva con gli effettivi
miglioramenti clinici dei pazienti e risultava urarker prognostico piu precoce della
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SAA (Jergens et al. 2003; Martinez-Subiela et al. 2T@8les et al. 2005; dbrowski et al. 2009)mentre uno
studio del 2011 rilevava che SAA aumentava in mgidanarcato rispetto alla CRP in
cani infettati sperimentalmente chaishmania infantupsebbene la risposta di CRP
risultasse comunque significatig@artinez-Subiela et al. 2018d altri autori, in seguito ad
uno studio retrospettivo che confrontava il comaorento delle due APPs in corso di
varie patologie suddivise in 6 gruppi piu il grupgiccontrollo, avevano invece
concluso che SAA fosse piu sensibile nel segnddapeesenza di processi infliammatori
sistemici rispetto alla CRP, poiché quest'ultimdiirersi casi aveva subito incrementi
modesti rimanendo su valori al limite di decisi@fiaica (Christensen et al. 2014)

Un lavoro del 2012 che indagava il comportamentalcline APPs in pazienti canini
con due tipi di neoplasie, mastocitomi o sarcorae@o gruppo riuniva casi di
fibrosarcoma, sarcoma dei tessuti molli, emangamsagn, condrosarcoma,
osteosarcoma, istiocitosi maligna e sarcoma scans@ndifferenziato) era risultato che
SAA non mostrava in nessun caso incrementi sigatificdei suoi livelli sierici rispetto
al gruppo di controllo, mentre la concentrazion€RiP era sempre significativamente
maggiore sia nei pazienti affetti da mastocitoma ichquelli affetti da sarcoma, rispetto
al gruppo di controllochase et al., 2012)

Ad ogni modo, CRP e SAA, sono entrambe consideatdi marker diagnostici di
inflammazione sebbene non infallibili. La loro cajpa diagnostica nel complesso puo
essere considerata sovrapponibile e le concentriadi¢ali proteine sono generalmente
in accordo con l'evoluzione e I'espressione clidielle malattie(Christensen et al. 2014)

2.4.2 CRP - Proteina C Reattiva

2.4.2.1 Metodi di misurazione e livelli plasmatici fisiologici

La CRP viene generalmente misurata utilizzando di@amunologici, utilizzando
anticorpi specifici per la CRP umana che crossiseago con quella canina, oppure
anticorpi specifici per la CRP canina. Le tecnidnhenisurazione consistono in
metodiche immunoturbidimetriche adattate ad analz biochimici automatizzati
(Eckersall et al. 19971)Metodiche ELISARikihisa et al. 1994)test di agglutinazione su vetrino
(Tagata et al, 1996)0 nuovi metodi basati sulla immunofluorimetriamé-resolved (TR-
IFMA) (Parra et al, 2006)

Per quanto riguarda i livelli plasmatici di CRPuthi soggetto sano, non esiste ad oggi
un intervallo di riferimento universalmente ricongo. Indicativamente, essendo una

APPs principale, la sua concentrazione in condiisiologiche non supera valori di
0,1 ug/dL, sara poi ciascun laboratorio a stabilirerdgrio intervallo di riferimento.

2.4.2.2 Fattori che possono influenzare la misurazione di CRP

Anticoagulanti
La misurazione della CRP su siero é stata comparqteella eseguita su vari

campioni di plasma ottenuti attraverso l'utilizzaversi anticoagulanti:
eparina, EDTA e sodio citrato.
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E' stato evidenziato che i valori della CRP ristdizo significativamente piu
bassi nei campioni contenenti sodio citrato rigpetjli altri e rispetto a quanto
misurato sul siero.

Tuttavia la sottostima della CRP non era tale adapmtare problemi per
I'interpretazione clinica dei risultatiMartinez-Subiela & Cerén 2005)

Emolisi

A seconda del metodo di misurazione adottato statoregistrati risultati
differenti:

1) Con tecnica ELISA il siero contenente emoglobiibera ha determinato una
stima aumentata della CRP, che tuttavia non & appale da interferire con
l'interpretazione clinica dei risultati;

2) Con metodo immunoturbidimetrico invece la stedla CRP in sieri con
valori di emoglobina pari a 80 mg/dL é risultatatia del 90%, questo dato e

ovviamente in grado di compromettere fortemenéelpretazione dei dati.
(Martinez-Subiela & Cerén 2005)

Lipemia

E' stata valutata utilizzando una tecnica ELISAlpanisurazione della CRP.
La presenza di lipemia determina un aumento deiteasdi CRP che non risulta

tuttavia cosi elevata da influenzare l'interpretagiclinica dei risultatimartinez-
Subiela & Cerdén 2005)

Bilirubinemia

Valutata anch'essa con la tecnica ELISA, doveeiiosbilirubinemico determina
una stima ridotta della CRP, senza tuttavia al@drpunto tale da cambiare
I'interpretazione clinica dei risultatiMartinez-Subiela & Cerén 2005)

2.4.2.3 Variazioni della CRP in corso di patologie infiammatorie

La CRP é stata oggetto di ricerca mediante numé&resii sperimentali che ne
osservavano la risposta in seguito ad esposiziegk @imali a vari stimoli flogogeni
(ferite chirurgiche, iniezione di sostanze irrifagxtc..) e studi che valutavano numerose
condizioni patologiche naturalmente contratte eelative variazioni nelle
concentrazioni di CRP.

Si é osservato molto spesso che essa rappreseataeitente indicatore di flogosi,
sebbene i tempi di risposta e I'entita del suolramento possano variare, sia in
relazione al tipo e all'intensita dello stimologdhfattori individuali non meglio
identificati (poiché all'interno di un gruppo atfetalla stessa patologia si possono
rilevare notevoli differenze nelle concentrazionC@RP raggiunte tra i diversi pazienti).

Un interessante lavoro del 2013 ha valutato laogtpdella CRP su 3 gruppi di cani
sottoposti a diversi tipi di intervento: ovaristetieamia laparotomica (trauma chirurgico
di maggiore intensita), ovaristerectomia laparogmofirauma chirurgico di media
intensitd), e vasectomia dei dotti deferenti (trawhirurgico di minore intensita).

La CRP era stata misurata prima dell'interventoieapl — 8 — 12 — 23 e 27 ore post
intervento, osservando che l'incremento di CRRenglato positivamente con il grado
di intensita del trauma chirurgico, con una diffez@ significativa tra le concentrazioni
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raggiunte nei diversi guppi. In tutti e tre i cagicco di concentrazione della CRP
veniva raggiunto alla 23° ora post interventglgaard-Hansen et al. 2013)

Nakamura et al. nel 2007 hanno eseguito uno stetliospettivo su un‘ampia gamma di
casi con relative diagnosi di patologia, per andaverificare i livelli plasmatici della
CRP nelle diverse malattie infiammatorie e non.

Sulla base delle concentrazioni di CRP hanno sephagatologie in due gruppi: nel
primo vi hanno inserito quelle in cui la CRP mog#&anel complesso, incrementi
significativi e talvolta anche molto elevati; nekkendo hanno inserito invece le
patologie dove la CRP non risultava aumentataezdan modo non signficativo.

All'interno del primo gruppo le malattie in cuiGRP risultava elevata in tutti i pazienti
erano:

» piometra min 3,5 max > 20 (mg/dL)
» pannicolite nodulare sterile min 10 max > 20 (nbg/d

» pancreatite acuta min 6,1 max > 20 (mg/dL)
» poliartrite idiopatica min 1,7 max > 20 (mg/dL)
» emangiosarcoma min 3,1 max 16 (mg/dL)

Mentre nelle altre patologie:

adenocarcinoma nasale

anemia emolitica immunomediata
colangiocarcioma

leucemia linfoblastica acuta
istiocitosi maligna
bronchite/polmonite

linfoma

mesotelioma maligno
demodicosi

epatite cronica

tamponamento cardiaco
sindrome mielodisplastica
adenocarcinoma intestinale
trombocitopenia immunomediata

YVVVYVYYVYYVY
YVVVYVYYVYYVY

erano presenti anche pazienti dove la CRP effetédrde non mostrava incrementi
significativi, come nei casi (35 cani) con diagndisanemia emolitica immunomediata
(AEI), dove i dati riportavano valori di CRP da & 20 mg/dL con una mediana di 6,5
mg/dL, o nei casi di linfoma (127 cani) che preagaho stessi valori minimi e massimi
ed una mediana di 3,5 mg/dL.

Tuttavia la percentuale di pazienti colpiti da AfBe mostravano valori superiori al
limite di riferimento (0,95 mg/dL) era 86%, cor2% dei pazienti che presentava
livelli di CRP >a 10 mg/dL; e per quanto riguardasi di linfoma i pazienti con livelli
superiori al limite di riferimento erano il 72%geelli con valori > a 10 mg/dL il 21%.
Per cui, nel complesso, queste malattie risultavariemente associate alla presenza di
elevati incrementi della CRP.

Nel secondo gruppo invece, comprensivo delle pgielm cui CRP non risultava
subire incrementi signficativi, erano presenti @isi

rinite/bronchite

bronchite allergica

megaesofago

insufficienza della valvola mitrale
shunt portosistemico

epilessia

sublussazione atlanto-assiale
ernia con protrusione discale
tumori cerebrali

idrocefalo

meningoencefalite necrotizzante urolitiasi

collasso tracheale leiomiosarcoma
endrocrinopatie (ipotiroidismo, iperadrenocortictsrdiabete mellito)

YVVVVVVVY
VVVVVVYVYY

51



E' stato cosi osservato che CRP risulta inefficeteilevare processi inflammatori a
carico del SNC e in generale le patologie neurclogi

Non mostrando incrementi significativi neancheasidi ernia con protrusione del
disco della colonna vertebrale, e stato suggeh&a@RP possa essere utile nel
distinguere forme artritiche vertebrali da patoéodel midollo spinale in pazienti con
zoppia e dolore riferito alla colonna vertebrale.

Per quanto riguarda i processi infiammatori a cadelle vie aeree, in questo studio é
emerso che le patologie che interessano le vie gecfonde sono correlate ad aumenti
significativi dei livelli di CRP piu facilmente djuelle che interessano le vie aeree
superficiali.

Il comportamento della CRP in corrispondenza dologie neoplastiche risulta invece
fortemente legato alla diffusione della neoplasiatti in tumori localizzati come il
leiomiosarcoma CRP difficilmente appare aumentatamura et al. 2008)

L'osservazione che CRP non sembra influenzata datlaa della neoplasia, ma dal suo
comportamento, e supportata anche da altri laGaspi et al. (1987) avevano rilevato
che le concentrazioni di CRP erano piu alte ingrazicon tumori mammari che
presentavano lesioni disseminate rispetto a qoetlilesioni localizzate o benigne,
osservazione confermata con un ulteriore lavor®@6D da Tecles et al. dove CRP
risultava significativamente aumentata solo neigrgzche presentavano metastasi,
oppure masse tumorali aventi diametro maggiorean® ulcerazioni.

Nelle neoplasie ematologiche Tecles et al. (2008{izzavano che la risposta delle
APPs (tra cui la CRP) fosse influenzata dallo stéitoco del paziente, lo stadio del
processo neoplastico e probabilmente dai fenoméaimmatori secondari all'insulto
tissutale determinato dal processo neoplasticates

Il comportamento della CRP nel corso di neoplagjaiadi interessante anche per
quanto riguarda il suo valore prognostico e perahitoraggio delle terapie
chemioterapiche eventualmente intraprese. Laveriig@ntali eseguiti su cani con
linfoma multicentrico hanno infatti evidenziatodpiccata sensibilita e precocita della
CRP nel rilevare la remissione del tumore in risp@dla chemioterapia o I'eventuale
recidiva, con una forte correlazione negativa trzelli sierici di CRP e i tempi di
sopravvivenza dei pazientierlo et al. 2007; Valentini & Melis 2009)

Per quanto riguarda la risposta agli agenti infedtistato osservato che il
comportamento della CRP puo variare in relaziordharsi tipi di patogeni con cui
I'organismo entra a contatto.

Comparando le risposte di tale proteina ad infegperimentalmente indotte con
agenti batterici e protozoari, si osserva che nei@caso i picchi di CRP vengono
raggiunti in 24/48 h post-infezione, mentre nelos&o | tempi di reazione sono molto
variabili e tendenzialmente lunghi (vedi Tabelld)2.
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Agente Incremento della| Tempo di raggiungimento del picco di Fonte

patogeno CRP concentrazioa

Bordetella Da23xa95x Picco a 24/48 g post-infez. Yamamoto et

bronchiseptica al. 1994

Proteus Da 12 xa 28 x |Picco a 48 h post-infez. Seo et al. 2012

mirabilis

(cistite)

Micrococcus 32 X Picco a 24/48 g post-infez. Anziliero et al.

luteus 2013

(inattivato)

Pseudomonas | 80 X Picco a 24 h post-infez. Chaprazov &

aeruginosa (incremento significativo dalla 4° ora post-infez Borissov 2009

Trypanosoma Da 12 x a > 22 x|Picco a circa 7 gg post-infez. Ndung'u et al.

brucei 1991

Ehrlichia canis | Da 3,3 xa 6,5 x | Picco tra 4 e 6 gg post-infez. Rikihisa et al.
1994

" " [CRP] comincia a > Picco tra 15 e 42 gg post-| Shimada et al.

tra 4 e 16 gg post- | infez. 2002
infez.

Leishmania 5Xx [CRP] comincia a > Picco a circa 3 mesi post-| Martinez-

infantum 1 mese post-infez. |infez. Subiela et al.
2011

Tabella 2.1 — Risposta della Proteina C Reattiva (RP) ai diversi agenti patogeni

Una spiegazione per la notevole differenza nel acotamento della CRP associata ai
diversi agenti infettivi puo essere attribuita allferenze nei rispettivi cicli biologici e
nella patogenesi delle relative malattie.

Infatti i microrganismi che si comportano come &t extracellulari sono riconosciuti
precocemente dalle cellule sentinella, con attazidella prima linea di difesa del
sistema immunitario innato e induzione di una rapidposta della CRP mediata dalle
citochine inflammatorie.

Invece i microrganismi che si “nascondono” all'mi delle cellule, specialmente
Leishmania infanturche si replica lentamente all'interno dei macrotag dei tempi di
pre-patenza molto lunghi, determinano la comparsaa risposta della CRP piu
tardiva rispetto all'inoculazione del patogenorelenzialmente piu moderata, con
incrementi della concentrazione di CRP minori rigpai valori raggiunti in corso di
infezioni batteriche o a seguito di infezioneTdgpanosoma brucei

Nello studio di Martinez-Subiela et al. relativéiafezione sperimentale con
Leishmania infantursomunque si registravano incrementi progressivlideili di

CRP a partire dal 1° mese post-infezione, talieneenti sono diventati significativi
intorno al 2° mese ed hanno raggiunto il picco nmassl 3° mese post-infezione,
momento che corrisponde all'inizio della terapia atbopurinolo. Nello stesso studio
viene fatto notare che i sintomi clinici sono comgpal 4° mese post-infezione.

Nelle infezioni caratterizzate da un repentino @meento della CRP essa risulta anche
un ottimo parametro per il monitoraggio della téasgntimicrobica, poiché e in grado
di segnalare tempestivamente l'efficacia del faoraxsi come l'insorgenza di
complicazioni.

In un lavoro su cagne sottoposte ad interventstdrectomia per il trattamento
chirurgico di piometra, la CRP ha manifestato wtgiin tutte le pazienti 24 h dopo
I'intervento ed € andata diminuendo progressivaeiesuoi livelli sierici nelle cagne
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senza complicazioni post-operatorie, mentre nejystiigin cui si e verificata una
contaminazione della ferita dacoli (80%) o déStaphylococcus sp20%) ha
manifestato un nuovo picco al 4° giorno post-indae. In seguito alla variazione della
terapia con un diverso antibiotico i valori di CR&no immediatamente ripreso a
calare e al 17° giorno post intervento erano divoua livelli basali.

In corso di parvovirosi € stata riscontrata pitt@aina correlazione tra i livelli sierici
crescenti di CRP e la probabilita di morte.

Secondo un lavoro del 2010 che metteva in compamaZLRP, Cp, Hp e albumina, la
CRP era quella maggiormente sensibile nel prebdedesso dei pazienti; valori
superiori a 92,4 mg/L risultavano infatti avere weasibilita del 91% come marker di
prognosi infaust&ocaturk et al. 2010)Ma in un ulteriore studio sperimentale dello stesso
anno e stato messo in evidenza che il valore psigmmodella CRP acquisisce un rilievo
nettamente maggiore se inserito nell'ambito di wmitoraggio seriale, poiché una
valutazione puntiforme puo non essere significatNel presente studio infatti alcuni
pazienti che all'ammissione presentavano conceotiadi CRP relativamente basse
sono poi deceduti, mentre altri con valori moltevalti hanno risposto positivamente
alle terapie e sono sopravvisSgtila Gutierrez 2010)

Un lavoro successivo riferisce che la sensibilila specificita della concentrazione di
CRP nel distinguere i pazienti che sarebbero sefssuti e quelli che sarebbero
deceduti nelle 24 ore successive all'ammissiongoenapettivamente dell' 86,7% e
78,7%(McClure et al. 2013)

Nelle patologie infettive il cui esordio non e déeazzato da processi inflammatori
sufficienti ad evocare una risposta della CRP rsglili iniziali, questa si dimostra
tuttavia elevata quando I'agente patogeno raggiundello di infestazione
consistente all'interno dell'organismo.

CRP puo quindi rappresentare anche in queste mtuam utile marker di controllo per
il monitoraggio della terapia specialmente se datmad altre APP@hartinez-Subiela &
Ceron 2005)

Importante tenere ben presente che CRP e un mafle@nmatorio aspecifico e molto
sensibile nei confronti di altre patologie, quiediondamentale prendere in
considerazione l'eventuale presenza di altre cdiuséiammazione che si possono
sovrapporre alla malattia diagnosticata e sott@padtattamento, nel caso in cui le
analisi di controllo rivelino un aumento della centrazione sierica di CRP.

Un lavoro di tesi del 2010 ha inoltre studiatodamento della CRP in pazienti canini
con insufficienza renale. E' emerso che negli 4Rt 1 e 2 i valori di CRP
mostravano variazioni analoghe a quelle del grupmontrollo dove valori di CRP
superiori al normale intervallo di riferimento peéo essere attribuiti ad un qualsiasi
processo inflammatorio concomitante alla patologiale. Mentre negli stadi IRIS 3 e
4 la concentrazione di CRP subiva un aumento ceresidle e stabile divenendo quindi
significativa.

| valori di CRP si muovevano indipendentemente wigligdella creatinina.

E' stata riscontrata una correlazione negativalivelli di CRP ed i giorni di
sopravvivenza dei pazienti IRIS 3 e 4, concluderitmessa rappresenta un marker
tardivo di insufficienza renale che puo essere ytdr emettere una prognosi negli stadi
piu avanzati della malattiaredeschi 2010)
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2.4.2.4 Condizioni che possono influenzare le concentrazioni
plasmatiche di CRP

>

Eta

Gli studi riguardanti I'influenza dell'eta sulleoggine di fase acuta sono scarsi,
tuttavia per quanto riguarda la CRP un lavoro gigse del 2001 aveva
rilevato una risposta significativamente ridottasoggetti di 1 mese di eta
rispetto a soggetti di 3 e 18 mesi, ai quali easasindotta una reazione

inflammatoria mediante iniezione intramuscolareli) di trementina(Hayashi et
al. 2001)

In uno studio successivo e stata valutata I'evénfu@senza di differenze nelle
concentrazioni sieriche di CRP in cani sani dicetdpresa tra 3 e 72 mesi di

eta, ma i risultati non hanno evidenziato variazggnificative. (Kuribayashi et al.
2003)

Gravidanza

E' riportato che la CRP subisce delle variazioraarso di gravidanza.

Alcuni autori riferiscono di un aumento nel pericotompreso tra 21 e 55 giorni
dopo l'ovulazione, dove CRP raggiunge livelli dir8@/L (Eckersall et al. 1993) .
Altri riportano variazioni nelle concentrazioni@RP in un periodo compreso
tra 30 e 45 giorni post-ovulazione, con incremeatnpresi tra 70,2 e 90,4
png/ml (per una media di 77,5 +/- 7,1 pg/nutjribayashi et al. 2003)

Tuttavia Ulutas et al. in uno studio successivo smmo stati in grado di rilevare
variazioni significative nei cani osservati nellanpa e nella seconda meta della
gravidanza.

Non hanno inoltre riscontrato alterazioni signifiea durante le varie fasi del
ciclo estrale e durante lI'anestro, dove i valoCRIP si sono mantenuti tra 0,8 e
2,09 pg/mlulutas et al. 2008)

Obesita

L'obesita rappresenta I'eccessiva espansionesseitteadiposo bianco rispetto
alla massa corporea, condizione che predispomesalijenza di varie patologie
oltre che determinare uno stato di inflammaziomaica di basso grado, dovuta
alla capacita degli adipociti di secernere attivateeina vasta gamma di
proteine chiamate genericamente adipochine, trarathe citochine pro-
inflammatorie e alcune APPs.

E' stata infatti dimostrata I'espressione genidla @&RP e dell'Hp nel tessuto

adiposo canino e tali APPs possono essere pradiagieadipociti stessikisele et
al. 2005)

Tuttavia secondo alcuni autori nella specie cargnatrariamente a quanto
avviene nell'uomo, i cani obesi presenterebberceautnazioni di CRP inferiori
rispetto a soggetti normopeseiga et al. 2008)ma un lavoro successivo smentisce
guesta conclusione, dimostrando invece che la @RRne ad altre proteine) e
positivamente correlata alla massa di tessuto adip@nco e che, sottoponendo
a dieta 26 cani obesi, assieme alla perdita di peseidenziava una riduzione
dei livelli di CRP.(German et al. 2009)

Ulteriore conferma di una correlazione positivadbesita e valori di CRP arriva
da uno studio del 2011 dove sono state comparaispleste di fase acuta
conseguenti ad un'infezione indotta @aphylococcus intermediussservando
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che la CRP mostrava incrementi piu rapidi ed elenaltgruppo di cani obesi
rispetto a quello dei cani normope&iavov et al. 2011)

Glucocorticoidi

In passato alcuni autori avevano affermato cheR® @Gon viene influenzata
dalla somministrazione di prednisolone a differedzquanto accade con i
leucociti (vamamoto et al. 1994; Martinez-Subiela et al. 3pddttavia studi piu recenti
hanno dimostrato che i glucocorticoidi esercitana significativa influenza
sulla risposta della CRP in corso di inflammazione.

Un lavoro del 2006 effettuato su un gruppo di dfetti da poliartrite
idiopatica descriveva come, in seguito alla somstiazione di corticosteroidi,
le concentrazioni di CRP calassero drammaticaniaritgti i soggetti gia dopo
pochi giorni dall'inizio del trattament@hno et al. 2006)

Nel 2009 in uno studio riguardante cani affettigradrenocorticismo, con e
senza concomitanti processi infiammatori, era statato che CRP manifestava
una risposta moderata in corso di sepsi nei pazientiperadrenocorticismo,
nettamente inferiore a quanto avveniva nei canifaamionalita surrenalica
normale. Gli autori supportavano quindi l'ipotese¢ corticosteroidi fossero
capaci di inibire la risposta di tale proteina, gaigndo che un aumento di CRP
moderato in questi soggetti debba far sospettanealigrave infammazione
sottostante(Caldin et al. 2009)

Un altro lavoro dello stesso anno ha rilevato cheorso di anemia emolitica
autoimmune la concentrazione media di CRP al moongeita diagnosi era
significativamente maggiore nei soggetti che nogvamo ricevuto
corticosteroidi:

- 191,2 +/- 101,2 pg/mL nei soggetti che non avevarevuto
corticosteroidi;

- 115,3 +/- 58,5 pg/mL nei soggetti che avevanewuto trattamento
corticosteroide.

Inoltre e stata osservata una correlazione negatiinumero di trattamenti
corticosteroidei ricevuti prima della diagnosi eeacentrazioni di CRRuitchell
et al. 2009)

Tali risultati suggeriscono che i corticosteroigi sndogeni che esogeni sono in
grado di sopprimere la risposta della CRP riducaedyindi le concentrazioni
plasmatiche in corso di inflammazione.

2.4.3 APPs moderate

Le APPs moderate del cane sono: Aptoglobina (HeulBplasmina (Cpla-
glicoproteina acida (AGP) e Fibrinogeno (Fb).
Le APPs moderate sono normalmente presenti inloiaan valori basali molto piu

elevati rispetto alle APPs principali, per cuidtd incremento e relativamente moderato

(2-10 volte le loro concentrazioni basali) sebbienermini quantitativi esse

raggiungano valori considerevoli, tanto da detearerspesso un incremento anche

nella concentrazione delle proteine totali.
Come marker di flogosi in passato veniva infatiliz#ata la determinazione della

concentrazione delle proteine totali ed il rapp@itmumina/globuline, dove un aumento

della prima associato ad una riduzione del secspdo indicativi di una risposta di
fase acuta in atto; tuttavia questi dati sono tooppco specifici e meno sensibili
rispetto alla misurazione nel dettaglio di deterténAPPs.
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In linea generale le APPs moderate cominciano atkatare la loro concentrazione
plasmatica a circa 8-10 h rispetto allo stimoleamfmatorio con raggiungimento del
picco di massima concentrazione 2-3 giorni dopogo@nto riguarda il fibrinogeno é
riportato che incrementi significativi dei suoi @elsono rilevabili gia alla 6° ora
successiva ad un'infezione sperimentalmente indoti&taphylococcus aureuson
picco al 3° giorno post-infezioreapryanova et al. 2013)

Il decremento in caso di guarigione risulta pittéernispetto alle APPs principali, con
ripristino dei livelli basali tardivo rispetto alfane del processo flogistico.

2.4.4 Fibrinogeno

Il fibrinogeno e stato per anni la proteina di fasata piu ampiamente utilizzata nella
pratica clinica perché ben conosciuta e facilmeantdizzabilgMartinez-Subiela et al. 2001)
cosi come la velocita di eritrosedimentazione (\/[p&yametro al quale si faceva
riferimento come marker aspecifico di patologiaito; la VES é infatti influenzata
dall'aumento della viscosita del sangue che ¢ lkedaralla concentrazione delle proteine
plasmatiche nel sangue ed in particolare all'auméel fibrinogeno, che durante la fase
acuta rappresenta la APP quantitativamente pred@om@(Gruys et al. 2005)

2.4.4.1 Metodi di misurazione e livelli plasmatici fisiologici

Esistono diversi metodi per dosare il fibrinogeaoalisi gravimetriche, metodi
elettromeccanici e metodi turbidimetrici, dosageji‘dntigene “fibrinogeno” mediante
tecniche immunologiche e metodi funzionali che tsno la capacita di coagulazione
del plasma.

Il piu diffuso e comunemente utilizzato € il tengiccoagulazione indotto dalla
trombina (“tempo di trombina”) modificato seconddlduss”. Questo metodo si basa
sulla velocita di formazione del coagulo in un ptascitrato diluito e al quale viene
aggiunta una soluzione ad alta concentrazionedilima. Utilizzando campioni
standard di plasma con quantita note di fibrinogerene realizzata una curva di
riferimento (standard) attraverso la quale divgrttepossibile stimare la quantita di
fibrinogeno presente nel plasma da analizzarelaziane al tempo impiegato per
coagulare.

Il tempo di coagulazione (Tchusd € inversamente proporzionale alla concentrazithne
fibrinogeno.

Il TTclaussviene misurato in secondi, ma i valori della coricagione di fibrinogeno
sono letti attraverso la curva standard e ripomatinita di misura quali mg/dL o
HMol/L. (Stocham & Scott 2008)

L'elevata concentrazione di trombina consente dubare I'effetto di inibizione della
coagulazione esercitato da eventuali terapie epphenmentre la presenza di sodio
citrato e la diluizione del campione riducono leenferenze in caso siano presenti
prodotti di degradazione della fibrina (FDPS).

E' da tenere presente che la concentrazione dhdidpeno diminuisce lievemente dopo
che il campione é stato stoccato per 48 ore a textyya ambientgurlanello et al. 2006)

Il fibrinogeno in condizioni fisiologiche rappregarl 4-5% delle proteine plasmatiche

totali e la sua velocita di sintesi a livello epatiin condizioni fisiologiche, &
direttamente regolata dalla fibrinogenemia, in moke la concentrazione plasmatica di
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fibrinogeno sia mantenuta entro valori approssiviaatiente compresi tra 200 e 400
mg/dL.

2.4.4.2 Variazioni della concentrazione plasmatica di fibrinogeno

Le condizioni che determinano un aumento della entrazione di fibrinogeno sono:

» Infiammazione/Infeziore
durante un processo infammatorio acuto il fibrieng si comporta da APP
positiva moderata, reagisce quindi con un innalzdmeei suoi livelli
plasmatici relativamente lento, che inizia alcure aopo l'insulto flogistico (da
6 a 10 ore) e prosegue gradualmente fino a raggrernppicco di
concentrazione 2 o 3 giorni dopo.
L'intensita del suo incremento puo variare da P adlte in relazione al grado di
inflammaziongMurata et al. 2004).

» Gravidanza
(nei primi 28-37 giorni)Sodikoff — Medicina di laboratorio del cane e datto)
» Glucocorticoidi
(endogeni in caso di iperadrenocorticismo, 0 esogeraso di terapie
corticosteroidee)
» Diabete mellito
» Glomerulonefrite
(sindrome nefrosica, associata a ipercolesterolenpaalbuminemia)
» Insufficienza cardiaca congestizia

(Kittrell & Berkwitt 2012)
> Avvelenamento da rodenticigiheafor & Couto 1999)

Si puo inoltre avere un falso aumento dei valofiliinogeno in caso di
emoconcentrazione.

Mentre decrementi della concentrazione di fibrimagpossono essere determinati da:
» Coagulazione intravasale disseminata (CID)
» Sanguinamento e coagulazione localizzata
» Insufficienza epatica
>

Avvelenamento
(il veleno di Crotalus adamanteus determina ipofiiyenemia perché degrada

la molecola)
(Meyer & Harvey 2007)

Molti autori, indagando il comportamento del filwgeno rispetto alle APPs principali,
descrivono che in seguito ad uno stimolo flogoggeiweralmente si assiste ad un rapido
incremento delle APPs principali seguito da un anutmeiu graduale del fibrinogeno

che mantiene livelli plasmatici elevati piu a lungaittavia in uno studio del 2011

(Slavov et al.)dov'era stato analizzato il comportamento di CHiB & risposta ad
un'infezione sperimentale &aphylococcus intermediusb raggiungeva il picco al 2°
giorno post-infezione per poi decrescere i suallisierici nei giorni successivi
divenendo piu basso rispetto ai normali intendilliferimento al 14° giorno e durante
guesto arco di tempo CRP era sempre rimasta notewndé elevata.

58



Nel presente studio non era stata prestata attemziguesto risultato, poiché l'interesse
verteva piu sul confronto delle variazioni nellancentrazione di APPs in due diverse
popolazioni di cani (cani obesi, che mostravanpasse delle APPs piu marcate rispetto
ai cani normopeso).

Ma appare evidente che il decremento delle corazptri di fibrinogeno dal 3° giorno
post-infezione, associato a valori di CRP estrenmaenalti, riflettevano molto
probabilmente un aumentato consumo del fibrinogesociato alla patologia infettiva
in corso, supportando un'ipotesi di CID.

Infatti in corso di un processo inflammatorio, cliger sé determina un aumento della
produzione epatica di questa proteina, l'incrempotovenir mascherato da un
eventuale CID; come viceversa una condizione di €2 di per sé determina una
riduzione del fibrinogeno plasmatico) puo essersaherata da una sua aumentata
produzione in risposta ad un processo inflammatorio

Nel caso dello studio preso ad esempio, la valotezdel solo fibrinogeno non sarebbe
stata utile a valutare I'evoluzione del procesfianmmatorio/infettivo in atto (sarebbe
anzi stata fuorviante), ma l'osservazione del grainento in associazione ai valori
elevati di CRP aveva fornito un'importante informoaz aggiuntiva, rispetto alla sola
valutazione della CRP.

E' quindi fondamentale ricordarsi che la concembree di fibrinogeno nel plasma
riflette sempre il bilancio tra produzione e conguBtocham & Scott 2008 questo
dev'essere tenuto ben presente nell'interpretazioniea dei risultati.

2.4.5 APPs negative

Sono le proteine che riducono la loro concentraziglasmatica per piu del 25%
durante la risposta di fase acuta di un processmmatorio e sono l'albumina, la
transferrina, la transtiretina (TTR o prealbunjta-lipoproteina (HDL) ed altre
ancora di importanza minore.

La piu conosciuta € indubbiamente I'albumina clesiporta come una proteina a
lenta reazione, poiche avendo un'emivita relativémiinga la sua concentrazione
plasmatica scende in modo graduale e l'ipoalbummeirende evidente diversi giorni
dopo l'inizio del processo flogistico.

La transferrina & anch'essa descritta come APRinagaa nella pratica clinica la sua
determinazione viene sostanzialmente impiegataadatare il metabolismo del ferro.
Le altre proteine sono state oggetto di studidtie apecie dimostrando di avere una
reazione piu rapida e risultando quindi dei markdtogosi piu precoci dell'albumina e
potenzialmente migliori. Ma la loro fisiopatologgecinetica non € ancora stata
completamente chiarita negli animali domestici enduattualmente non sono
utilizzabili nella pratica clinica di queste specie

2.4.6 Albumina

L'albumina é la proteina piu abbondante nel plashmpdotta dal fegato ed ha
un‘emivita plasmatica di circa 10 giorni. E' resgaivile del 75-80% della pressione
colloido-oncotica e una riduzione di essa stimdlajgatociti alla produzione e
liberazione di albumina.

La sua sintesi appare inoltre influenzata dalliaidi vari ormoni, come insulina, GH,
ormoni tiroidei e glucocorticoidi sebbene il medsamo con cui essi agiscono non sia
ancora stato chiarito in medicina umag@nsen & de Sain-van der Velden 2004)
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2.4.6.1 Metodi di misurazione e livelli plasmatici fisiologici

La concentrazione dell'albumina puo essere mismmatiiante test colorimetrici oppure
successivamente all'elettroforesi delle protein@edero I'albumina viene spesso
sottostimatagwillard & Tvedten 2012)

Per quanto riguarda i metodi colorimetrici vieneithta la capacita dei coloranti di
legarsi specificatamente all'albumina variandcesesbrbanza, cosi per mezzo di
spettrofotometri, analizzatori automatici o sistelinthimica secca viene analizzata la
soluzione colorata che ne deriva, fornendo unamaiguantitativa della concentrazione
sierica di albumina.

Il colorante piu comunemente utilizzato € il vedidromocresolo, BCG (bromocresol
green).

L'accuratezza di queste misurazioni &€ adeguatarito che i valori della
concentrazione di albumina rientrano nel rangdéfelimento, infatti quando essi si
discostano l'accuratezza si ridu@@neko et al. 2008)

Nel cane i livelli fisiologici di albumina nel plasa sono indicativamente compresi tra
2,5-3,5 g/dL(sodikoff 1997)0 tra 2,5-4,5 g/dlsecondo altri autormeyer & Harvey 2007) di

fatto poi ogni laboratorio stabilisce il propridenvallo di riferimento.

2.4.6.2 Fattori che possono influenzare la misurazione dell'albumina

L'utilizzo di sieri lipemici, emolitici o ittericpud potenzialmente interferire con i
metodi colorimetrici utilizzati per la determinam®di vari analiti.

Per quanto concerne la misurazione dell'albumiséat® appurato che la lipemia
provoca una sovrastima di albumina (cosi come deibarrazione delle proteine totali).
Anche I'emolisi interferisce significativamente darmisurazione dell'albumina,
tuttavia i valori riscontrati in un lavoro del 20ti8ntravano nei limiti CLIA (limiti di
tolleranza stabiliti dal Clinical Laboratory Imprewent, per ritenere accettabile I'errore
dato da un certo metodo di misurazione per un ghé@to analita)(acomini 2014)

2.4.6.3 Variazioni dell'albumina in corso di patologie infiammatorie

Durante un processo inflammatorio la sintesi epadicalbumina diminuisce, questo fa
si che si renda disponibile un'importante quotandininoacidi per la sintesi delle APPs
positive. (Paltrinieri 2007)

La riduzione della concentrazione plasmatica dilalina € generalmente lieve o

moderata e si rileva a qualche giorno dall'inizeb gtocesso inflammatori@eyer &
Harvey 2007) .

Tuttavia in base alla gravita del fenomeno flogistiocale, I'edema che si determina
puo essere tale da contribuire alla riduzione dallecentrazione plasmatica di
albumina(kaneko et al. 20083he si realizzara in tempi piu brevi.

Nel corso di un' infezione sperimentalmente indotta iniezione sottocutanea di

colture in brodo dBtaphylococcus aureus stato misurato un profilo delle proteine
plasmatiche in cui erano inclusi albumina e fibgaono nei soggetti infettati e in quelli
del gruppo di controllo.

| prelievi sono stati eseguiti a 6 ore — 1 giorndgg — 3 gg — 7 gg — 14 gg — 21 gg post-
infezione.
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E' stato osservato che la riduzione dell'albumimardava significativa al 3° giorno
(mentre il fibrinogeno si era mosso gia dalla & post-infezione) e si manteneva
ridotta fino alla misurazione del 14° giorno.

| valori, a inizio esperimento, del gruppo infett&rano del tutto simili ai valori rilevati
nel gruppo di controllo ed esprimevano una mediz6g8 +/- 1,5 g/L, mentre i valori
medi in corso di ipoalbuminemia da APR sono stati:

‘3° giorno post-infezione  7° giorno post-infezione \14° giorno post-infezione \
33,6+~ 1,6 g/L 32,2 +/- 1,4 g/L 32,4+-0,9 glL |

Tabella 2.2 — Valori di Albumina in cani infettati sperimentalmente cornStaphylococcus aureus
(Zapryanova et al. 2013, modificato)

In un lavoro precedente, in seguito ad inieziommuscolare di olio di trementina, &
invece segnalato un decremento pari a circa il B8@4alori basali di albumina e tali

livelli di ipoalbuminemia erano stati raggiunti&fl giorno post-iniezionegyamashita et al.
1994)

In un altro studio che indagava la risposta deltggine sieriche in corso di babesiosi
contratta naturalmente, sono stati suddivisi i easi clinici in tre gruppi caratterizzati
da diversi gradi di gravita e complicazione dellaattia, a cui corrispondevano livelli
medi differenti nella concentrazione di albumindaalore medio del gruppo di
controllo equivaleva a 36,72 g/L.

Gruppo 1: Gruppo 2: Gruppo 3:

malattia moderata malattia grave malattia complicata

Anemia da lieve a moderata (H( Anemia grave (Hct < 15%). | Associazione di uno o piu delle

20-30%). Nessun segno clinico Nessun segno clinico né seguenti complicazioni: sintomi

né biochimico di altre malattie | biochimico di altre malattie ~ neurologici, insufficienza renale acuta,

concomitanti concomitanti sindrome respiratoria acuta, shock

) ’ ipotensivo, emoconcentrazione, anemia

emolitica immunomediata.

\Albumina: 32,24 g/L Albumina: 24,15 g/L Albumina: 29,46 g/L

Tabella 2.3 — Valori di Albumina in cani infettati naturalmente conBabesia canis
(Lobetti et al. 2000, modificato)

2.4.6.4 Condizioni che possono influenzare la concentrazione
plasmatica di albumina

Le altre possibili cause di una riduzione patolagiella concentrazione di albumina,
oltre alla risposta di fase acuta di un procesBanmmatorio, sono molte e si possono
suddividere sulla base del meccanismo con cuissaifica:

» ridotta produzione
- epatite o insufficienza epatica (atrofia, fibrasrrosi, shunt porto-
sistemico)
- malnutrizione (dieta, endoparassiti)
- mal-digestione/malassorbimento
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» aumentata perdita
- emorragie
- sindrome nefrosica
- enteropatie proteino-disperdenti
- malattie cutanee essudative (ustioni, abrasioni)

> ridistribuizione
- aumento della permeabilita capillare con passadigalbumina nel terzo
spazio (vasculite, peritonite, pleurite)

Da tener presente che talvolta queste situaziggussono sovrapporre, quindi durante
un processo patologico si puo avere la riduzioi@ dencentrazione plasmatica di
albumina dovuta alla combinazione di piu meccaniiversi. Nell'infiammazione
stessa, come gia accennato, il meccanismo prircgabstante e il decremento della
sua produzione epatica, ma questo puo essere @ssadiuna aumentata perdita se
I'insulto flogistico ha causato fenomeni essudathportanti, come anche nel caso in
cui esso abbia provocato fenomeni emorragici.

Anche in corso di disordini endocrini si puo detarane un abbassamento delle
concentrazioni plasmatiche di albumina, sebbenedcanismi alla base di questa
riduzione non siano ancora stati chiariti e diperaprobabilmente sia da una minor
produzione che da un‘aumentata perdita.

Questo si verifica ad esempio nei cani affettimaadrenocorticismo dove
un‘ipoalbuminemia da moderata a grave e riportltd 76 - 39% dei pazienti. Le
cause sembrano legate al deterioramento dellsssgigeper mancata assunzione di
alimento (pazienti anoressici) che per problenastiorbimento intestinale, oltre che a
perdite gastro-intestinali e renali di albumina.

(Klein & Peterson 2010)

Per quanto riguarda l'iperadrenocorticismo invesalga che, laddove non siano
presenti concomitanti processi inflammatori (ché&ilcaso determinano una riduzione
della concentrazione di alboumina come rispostask facuta), i livelli di albumina non

siano significativamente alterati.
(Caldin et al. 2009)

Le influenze fisiologiche sui livelli di albumin@so determinate da:
» eta: i cuccioli hanno valori di proteine totali ggasse con concentrazione di
albumina piu elevate rispetto agli adulti;
» gravidanza e lattazione: durante le quali I'albwarértendenzialmente ridotta per
fenomeni di emodiluizione fisiologica;
« stress fisici: come in corso di febbre, ipertermigotermia che sono associate
ad incremento dell'attivita surrenalica con aumelgicturnover delle proteine,

che provoca una riduzione dei valori di proteinaliee di albumina.
(Kaneko et al. 2008)

Inoltre devono essere tenuti presenti altri fattorali:

» Emodiluizione in seguito a terapie fluidiche, chi falsatamente ridurre la
concentrazione di albumina simulando un‘ipoalbumiag

» Terapie corticosteroidee.
Il lavoro di Mitchell et al. del 2009 evidenzia cenm pazienti affetti da anemia
emolitica immunomediata, le concentrazioni di alinarsiano piu basse nei

soggetti trattati con corticosteroidi (con valomdndi 31,8 +/- 5) rispetto a
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quelli non trattati con corticosteroidi (che preseano valori medi di 34,1 +/-
3,1)

Non esistono condizioni fisiologiche o patologicomosciute che determinano un
incremento reale della concentrazione plasmatiedbdimina, quindi I'unico fattore che
deve essere tenuto presente e I'emoconcentrazisidrdtazione) che se presente puo
mascherare una condizione di ipoalbuminemia.

2.4.6.5 Valutazione dell'albumina rispetto alle globuline

Le alterazioni della concentrazione di albuminpagsono meglio interpretare se
valutate parallelamente alla concentrazione détlbugine:

Ipoalbuminemiaassociata a

> aumento delle globuline
inflammazione, mieloma multiplo, malattie linfopiferative.

> globuline normati
puo dipendere da nefropatia proteino-disperdepi@o@atia, malnutrizione,
perdita di albumina attraverso essudati o trasudadificati,
ipoadrenocorticismo;

> riduzione delle globulire
e indicativa di emorragia grave o recente, ipetadiane, patologia proteino-
disperdente;

Mentre se l'albumina risulta aumentata si tratith@moconcentrazione o di un errore di
laboratorio.

Infine se I'albumina risulta normale, un aumentitadsoncentrazione di globuline deve
far sospettare la possibilita di un'ipoalbuminemescherata da emoconcentrazione.

2.5 Ferro

2.5.1 Metodi di misurazione e livelli plasmatici fisiologici

I metodi pit comunemente impiegati per la misuragidel ferro sierico prevedono
procedure colorimetriche basate sulla formaziormdiplessi colorati ferro-
cromogeno, che vengono poi quantificati.

Il ferro viene rilasciato dalla transferrina graa una forte acidificazione del campione
(indotta con l'aggiunta di acido solforico, clofadr o tricloroacetico (che
contemporaneamente determina la precipitazione getiteine).

Il Fe** & ridotto a F& per aggiunta di acido ascorbico, acido tiogliamlitirazina o
idrossilamina, e viene complessato con un cromogheaontiene il gruppo reattivo —
N=C—-C=N-. | cationi metallici sono chelati trauielatomi di azoto formando cosi un
prodotto di reazione colorato.

L'assorbanza del cromogeno alla sua caratteristicghezza d'onda e proporzionale alla
concentrazione di ferro.

Questo tipo di analisi pud essere eseguita manuddmattraverso kit commerciali o per
mezzo di analizzatori automatizzati.
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Esistono poi altri metodi per la misurazione detdesierico, quali radiometria e
spettrofotometria di assorbimento atomico (ma swavsamente utilizzati nella pratica
clinica) e la coulometria che é caduta in disuschgbla strumentazione da tempo non
viene piu prodottabouglas & Wardrop 2010)

| valori fisiologici della sideremia oscillano eatun range piuttosto ampio e gli
intervalli di riferimento possono variare notevolmeda un laboratorio ad un altro.
Alcuni autori riportano ad esempio un intervall®di122ug/dL (Aguggini) mentre altri
un intervallo di 33-147.g/dL (Kaneko et al. 2008)nella realta dei fatti i valori stabiliti da
ogni laboratorio possono esprimere differenze anpar elevate.

2.5.2 Fattori che possono influenzare la misurazione del ferro
sierico

Il ferro € un elemento ubiquitariamente presentkangbiente, motivo per cui € molto
importante evitare ogni possibilitd di contaminazael campione da esaminare,
prestando attenzione anche alla strumentazionezatid che deve essere costituita da
materiale inerte e sterile.

Riguardo alla qualita del siero e segnalata laipi$a di interferenza in caso di
marcata emolisi, non per il ferro contenuto nelbgiobina libera (poiché i metodi di
misurazione del ferro sierico non sono in graddisisociare il ferro legato
all'emoglobina mediante l'acidificazione del canmgipma per l'interferenza ottica,
poiché il potere di assorbanza dell'emoglobin@giappone a quello del ferro legato al
cromogeno.

2.5.3 Variazioni della sideremia in corso di patologie
infiammatorie

In corso di inflammazione (sia di origine infettighe non) la sideremia subisce un
decremento.

Che l'abbassamento del ferro sierico nella spesiea si verifichi come conseguenza
di infezioni batteriche € stato ampiamente conféonagtraverso vari esperimenti
condotti inoculando colture pure e misteedtoli e S.aureuse tossine batteriche
purificate (che suscitavano pero una rispostaimrey e la riduzione della sideremia
come conseguenza di condizioni inflammatorie dirahon infettiva é stata
ripetutamente provata mediante iniezioni intramlescdi olio di trementina che
inducevano ascessi asettici ed in concomitanza&btg la concentrazione sierica di
ferro calava bruscamente raggiungendo il livelloimb tra le 24 e le 48 ore

dall'iniezione, dopo di che si assisteva ad undugt risalita della sideremigartwright
et al. 1945; Greenberg et al. 1946)

Facendo ancora riferimento a studi sperimentafj@siesui cani, il verificarsi di una
transitoria iposideremia e stata riscontrata ameiseguito ad iniezioni intramuscolari
di formalina (considerata uno stimolo infammatanoderato) e di istamina,
all'induzione di shock anafilattico per somminigicme endovenosa ripetuta 2 volte di
siero equino ed in seguito alla frattura di femorevocata sotto anestesia.
L'iposideremia si verificava inoltre in rispostaazioni intramuscolari di adrenalina
ed effetti simili erano stati riscontrati dopo somistrazione di ACTH e di un estratto
di corteccia surrenalicecartwright et al. 1950)
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Il meccanismo con cui l'iposideremia si verificke@ato all'attivita dell'epcidina,
sintetizzata dal fegato, la cui espressione gemicaenta in modo considerevole sotto
stimolazione delle citochine inflammatorie, in peotare dell'lL-6.

L'epcidina agisce limitando la fuoriuscita di fedtalle cellule e favorendone invece
l'immagazzinamento sottoforma di molecole di ferat soprattutto da parte degli
epatociti e dei macrofagi coinvolti nell'emocatéer&ssa riduce inoltre I'assorbimento
intestinale di ferro.

Diminuisce cosi la quota di ferro presente nelmpk$egato alla transferrina e in
generale la disponibilita di ferro per i processgitamolici dell'organismo, che in caso di
inflammazione cronica si concretizza nella compdissnemia microcitica ipocromica,
cosiddetta anemia infiammatoria.

Gia nel 1946 era stato osservato che in corsdidnimazione cronica si trovavano
maggiori quantita di ferro immagazzinate nel fegateella milza e che I'aumento di
ferro in questi organi corrispondeva alla quarditéerro non utilizzato per la sintesi
dell'emoglobina. La somministrazione endovenodardo radioattivo contribuiva solo
in minima parte allaumento dei depositi di fered fegato e nella milza, mentre non

aveva effetti sulla produzione di emoglobina.
(Greenberg et al. 1946)

Riguardo al comportamento biologico dell'epcidiregé effetti dell'infiammazione
sulla sideremia, sono presenti in letteratura diveudi sperimentali sul topo e
sull'uomo, dove i soggetti sottoposti ad insultami$tico riportano in breve tempo un
considerevole aumento dell'espressione genicacttliep seguita da una significativa
riduzione dei livelli sierici di ferro.

Ad esempio Nicolas et al. nel 2002, iniettando diitrementina nel cuscinetto adiposo
interscapolare di topi da laboratorio, hanno evzaio che I'espressione genica
dell'epcidina aumentava di 2 volte a 6 ore dallftwzsflogistico, raggiungendo un
incremento di 6 volte a 16 ore. La riduzione delli sierici di ferro veniva registrata a
16 ore dall'iniezione ed il suo decremento erablB rispetto ai valori basali. Gli
stessi autori riferiscono di un drammatico incretoerell'espressione genica
dell'epcidina in topi con reazione infammatoriaagkenovirus 1 giorno dopo
l'infezione, ma i dati di questa osservazione raroglisponibili.

Nell'uomo, sia l'infusione diretta di IL-6 che giaetli LPS di Escherichia coli (che
provoca l'induzione di IL-6 endogena in 3 ore) songrado di determinare un marcato
incremento dell'epcidina urinaria entro 6 ore, gegialla riduzione della sideremia del

34% nel primo caso e di 2,5 volte rispetto ai vdbasali nel second@iemeth et al. 2004;
Kemna et al. 2005)

Piu recentemente e stato condotto un lavoro sp#ais canina, nel quale 5 cani sono
stati sottoposti a ripetute iniezioni sottocutadeelio di trementina (ogni 3 giorni per
un periodo di 45 giorni) allo scopo di provocar® wtato di inflammazione cronica tale
da indurre la comparsa di anemia inflammatoria.

Durante questo studio sono stati monitorati varapeetri, tra cui quelli eritrocitari, la
CRP come marker inflammatorio che confermassealo sl inflammazione in atto, il
ferro sierico e I'espressione di epcidina-mRNA.

E' risultato che l'espressione genica di epcidinsaementata gia dopo la prima
iniezione di trementina e che anche la concentnazib ferro aveva subito un forte
decremento nei giorni immediatamente successittg\ia la sideremia ha dimostrato
un ritorno ai livelli normali al 4° giorno per paprendere a calare in modo piu graduale
nel successivo periodo di studio, raggiungenddliisgnificativamente ridotti al 14°
giorno. Le analisi hanno quindi dimostrato un treedativo della concentrazione
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sierica di ferro fino al 45° giorno, successivaneegitquale il trend é tornato positivo.
L'ultima misurazione fatta a 56 giorni dall'iniziello studio (11 giorni dopo l'ultima
iniezione di olio di trementina) mostra una sideigeth poco inferiore ai valori che
erano presenti al giorno 0, con una differenza abtto dei livelli di significativita.

| parametri eritrocitari misurati ogni 14 giornirireo evidenziato I'effettiva comparsa di
una moderata anemia caratterizzata dalla riduziloMCV, Hb e MCHC che si &
mantenuta non rigenerativa fino al 45° giorno, meeatla misurazione del 56° ha
dimostrato un miglioramento dei vari parametri amente alla comparsa di una
risposta rigenerativa con il 2,6% di reticoloqitihikazawa, Nakazawa, et al. 2013)

2.5.4 Condizioni che possono influenzare la concentrazione
plasmatica di ferro

. Variazioni circadiane della sideremia

E' stato osservato che i livelli sierici di ferran® soggetti a fluttuazioni circadiane che,
secondo un lavoro recente, determinano concentrigziio elevate la mattina rispetto
alla sera cosi come avviene nell'uomo. Il lavoric2@4 3 di Chikazawa et al. ha infatti
studiato le variazioni giornaliere della sideremi® cani sani, eseguendo 4 misurazioni
a orari prestabili della giornata.
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Figura 2 — Variazioni circadiane delleoncentrazioni sieriche di ferro
(Chikazawa, Hori, et al. 2013, modifida)

Le fluttuazioni delle concentrazioni sieriche direnei diversi soggetti sono apparse
concordi, dimostrando i massimi livelli di ferrdeaB:00 AM con una concentrazione
media di 212,2 pug/dL e i minimi livelli di ferrolal4:00 PM con una concentrazione
media di 139,2 pg/dL.

A titolo di conferma, la valutazione della siderargistata poi ripetuta negli stessi

soggetti un giorno diverso, agli orari 8:00 AM @@ #PM, riscontrando risultati simili.
(Chikazawa, Hori, et al. 2013)

Tuttavia uno studio eseguito nel 1987 con lo satiperificare la correlazione tra i

livelli sierici di ferro e quelli del cortisolo endeno, aveva ottenuto risultati opposti
rilevando le piu basse concentrazioni di ferro attmo (ore 7:00 AM) con una media
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di 147 +/- 9 pg/dL e le piu alte nel primo pomei@(pre 3:00 PM) con una media di
164 +/- 9 pg/dL(Harvey 1987)

Pertanto, la valutazione delle fluttuazioni cireadé del ferro sierico sarebbe certamente
un elemento da tenere in considerazione per unaqourata interpretazione dei dati
nella pratica clinica, ma le informazioni dispotin letteratura sono ancora troppo
scarse e risultano discordanti.

Eta

| cuccioli possono avere livelli piu bassi di ferrspetto ai cani adulti.

L’influenza dell’eta e del sesso su alcuni paraingl profilo biochimico e stata
indagata nel 2006 con un lavoro su sieri ottenaitt@hi doberman in eta compresa tra 2
e 36 mesi. Per quanto riguarda il ferro non e statantrata alcuna influenza del sesso
sulle sue concentrazioni sieriche, mentre € sii@igata una correlazione positiva tra eta
e sideremia.

Suddividendo i campioni di siero in 4 gruppi in &adl'eta dei soggetti e risultato
quanto segue:

ETA’ Da2ab6 Da7al2mes Dal3a?24 Da 25 a 35
mesi mesi mesi
CONCENTRAZIONE

MEDIA DI FERRO 79,89 124,04 127,07 136,26
SIERICO INpg/dL

Tabella 2.4 — Concentrazioni sieriche di ferro in elazione all’eta
(Mundim et al. 2006, modificato)

Glucocorticoidi

I glucocorticoidi sono capaci di determinare unidlage significativo incremento del
ferro sierico.

Dosaggi immunosoppressivi di prednisone (2 mg/kly provocano un aumento dei
livelli di ferro sierico in 24 ore. La somministiane protratta per diversi giorni (da 3 a
7 giorni) & associata all'incremento progressiMtedmncentrazioni plasmatiche di
ferro, che in 48 ore generalmente risultano rad@aepinterrompendo la
somministrazione di glucocorticoidi si assisteitarno della sideremia ai valori iniziali
dopo circa 3 giorniHarvey 1987; Adamama-Moraitou et al. 2005)

Anche la somministrazione di glucocorticoidi a dgiggaantinfiammatori (0,5 mg/kg
bid) provoca un aumento della sideremia rapidovedkeate, seppure i valori raggiunti
giorno per giorno risultino inferiori rispetto aejli ottenuti con dosaggi

immunosoppressivi di glucocorticoidi.
(Adamama-Moraitou et al. 2005)

Alcuni autori ritengono che anche il cortisolo egdno ai livelli fisiologici sia in grado
di influenzare la sideremia provocandone fluttuaz@rcadiane positivamente correlate
con i livelli di glucocorticoidi(Harvey 1987)

Non sono disponibili informazioni in merito all'efto di eccessivi livelli di
glucocorticoidi endogeni (come puo avvenire in cdisstress o di morbo di Cushing)
sulla sideremia.
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PARTE SPERIMENTALE
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3 INTRODUZIONE ALLA PARTE SPERIMENTALE

Per la parte sperimentale di questa tesi € stattasyn’indagine retrospettiva su alcuni
marker inflammatori della specie canina, attingeaddati delle analisi di laboratorio
eseguite in un arco di tempo di circa 3 anni, préldsiboratorio di Patologia Clinica
Veterinaria dell'Ospedale Didattico Veterinario “MaModenato” del Dipartimento di
Scienze Veterinarie, Universita di Pisa, e racewtidatabase del software OCIROE;
questi dati sono stati analizzati da un punto sliavstatistico.

I marker inflammatori che sono stati oggetto ddgiusono:

* Proteina C Reattiva (CRP)

e Fibrinogeno (Fib)

e Albumina (Alb)

e Ferro (Fe)

* Numero totale dei leucociti (WBC)
* Neutrofili segmentati (NeuSeq)

* Neutrofili a banda (Band)

Inoltre, sono state considerate alcune alterazielé cellule leucocitarie osservabili al
microscopio durante I'esecuzione della formuladetitaria:

* Neutrofili tossici (Neu TOX)
* Monociti attivati (Mon ATT)
» Linfociti reattivi (Linf REA)

Premesso che la CRP nel cane, proteina di fasa pouatipale estremamente sensibile
e con emivita molto breve, puo essere considdratarker inflammatorio di elezione
per diagnosticare la presenza di una patologiarmfiatoria acuta, per lo svolgimento
del presente lavoro é stata utilizzata come parandétcriminante per identificare la
presenza o assenza di un processo infammatorio aeucampioni presi in esame.

Lo scopo generale di questa tesi era quello diwoedin’indagine statistica su ampia
scala, su tutti i marker ematobiochimici sopramenati.

Nello specifico, alcuni degli obiettivi prefissathno stati:

- Valutare se sesso, razza o eta influiscono sutlegbenza di malattie
inflammatorie;

- Analizzare la relazione esistente tra i diversikear

- Studiare come si comporta la CRP quando i suorivalperano I'intervallo di
riferimento, stabilendo con quale frequenza vengagiunti determinati livelli
di incremento;

- Confrontare come Fib, Alb, Fe, WBC, NeuSeg e Baatibwo rispetto ai loro
intervalli di riferimento, in relazione alla presgandi inflammazione e ai diversi
valori di CRP;

- Stimare I'accuratezza di Fib, Alb, Fe, WBC, Neu&dgand come singoli
marker di infammazione e le loro rispettive seilsébe specificita per valori
che si discostano dai limiti di riferimento.
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4 MATERIALI E METODI

4.1 Materiali

Il lavoro € stato svolto presso il laboratorio di#togia Clinica Veterinaria (PCV)
dell'Ospedale Didattico Veterinario “Mario Modenatiel Dipartimento di Scienze
Veterinarie dell'Universita di Pisa.

4.1.1 Strumenti e metodiche per la misurazione dei diversi
parametri nel laboratorio di PCV

Il laboratorio dispone dello strumento “Liasys”rtid@o dalla ditta Ass&l (Roma), un
analizzatore da banco automatico a caricamentoncanper analisi cliniche di tipo
chimico, controllato da un computer attraverso um specifico software di
funzionamento. Esegue le analisi biochimiche bassirgill un principio di lettura
spettrofotometrica, eseguendo reazioni End Paagioni Cinetiche, Fixed Time,
differenziali e bicromatiche, ed utilizzando raggiuce con una lunghezza d’onda
variabile dai 340 nm ai 620 nm.

L'analizzatore “Liasys” € utilizzato per la misui@ze di molti analiti, tra cui la CRP,
I'Alb ed il Fe.

| reagenti con i rispettivi controlli e calibratayon sono necessariamente forniti dalla

stessa ditta del macchinario.
(De Rienzo 2012)

* MISURAZIONE DELLA PROTEINA C REATTIVA

Per la determinazione della CRP viene utilizzatong&todo immunoturbidimetrico della
ditta Aptec Diagnosti€sper la CRP sierica umana che risulta adatto apeh& specie
canina. Questo metodo di misurazione é stato walictan il lavoro di tesi di De Rienzo
nel 2012.

Il reagente utilizzato contiene anticorpi policlbrth capra anti CRP umana. Quando
questo reagente viene posto a contatto con un campli siero canino contenente CRP,
si formano complessi insolubili antigene/anticoghe sono alla base della reazione
immunoturbidimetrica.

La reazione e di tipo End Point con incubazion®' di temperatura ambiente e la lettura
viene eseguita con una lunghezza d'onda di 340amtnaccacqua distillata.

* MISURAZIONE DELL' ALBUMINA

La misurazione dell'albumina viene eseguita attiavein metodo colorimetrico con
Bromocresolo della ditta S€ac

L'albumina in ambiente acido, tamponato a pH 3/@ga la verde bromo cresolo
(BCG) formando un complesso di colore verde-blintensita di colore sviluppata,
risulta direttamente proporzionale alla quantitaldumina presente nel campione. La
reazione e di tipo End Point con un tempo di inzidoze di 60" a temperatura
ambiente. La lettura viene fatta utilizzando unaghezza d'onda di 628 nm e contro
bianco reattivo.
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* MISURAZIONE DEL FERRO

Per determinare la concentrazione sierica di feigoe utilizzato il metodo
colorimetrico con Cromazurolo fornito dalla dittagef.

Il ferro presente nel campione da analizzare, ag@Ho, viene liberato dalla
transferrina. Il ferro trivalente e quello bivalemteagiscono con il cromazurolo B
(2,6-Dichloro-4-hydroxy-3,3dimethylfuchsone-5,5-diomylicacid e |l
Cetiltrimetilammonio bromuro (CTMA), formando unraplesso ternario colorato in
blu. L'intensita di colore risulta direttamente paszionale alla quantita di ferro
presente nel campione. Il tempo di incubazione2 di37°C oppure 5' a temperatura
ambiente, la reazione e di tipo End Point. L'asmozh della soluzione viene letta ad
una lunghezza d'onda di 623 nm.

| tipi di campione utilizzabili sono siero frescomemolizzato o plasma con eparina.

* MISURAZIONE DEL FIBRINOGENO

Il Fib viene misurato mediante I'analizzatore awtioo di coagulazione “DestinyPlus”
fornito dalla ditta PRISMA& (Milano).

L'analizzatore utilizza il metodo Clauss (tempardmbina modificato secondo Clauss)
che si basa sulla velocita di formazione del coagulando nel campione di plasma
citrato da analizzare viene aggiunta una soluzamhalta concentrazione di trombina.
La reazione dipende dalla concentrazione plasmdtiEé e questa viene determinata
utilizzando come riferimento la curva standard'dedlizzatore che mette in relazione i
tempi di coagulazione (Tclausg con le relative concentrazioni di Fib.

Da ottobre 2014 la curva di calibrazione dellomsiento e stata allungata. Prima di
questa data I'analizzatore non rilevava oltre lbvadi 999 mg/dL, invece dopo tale
intervento pud misurare valori molto superiori ®Q5ng/dL.

+ ESAME EMOCROMOCITOMETRICO STRUMENTALE

Il laboratorio PCV disponde dell'analizzatore erfw@jizo “IDEXX ProCyte DX della
ditta IDEXX Laboratorie® (Milano), che utilizza contemporaneamente tre dige
tecnologie per una maggiore accuratezza e compketdl'esame. Nello specifo queste
sono:

- la citometria a flusso laser, che fornisce unaadeucocitaria differenziale a
cinque popolazioni,

- la fluorescenza ottica, che fornisce la conta asaalei reticolociti, una conta
piastrinica accurata e un’ulteriore specificital’'aeklisi dei componenti della
conta leucocitaria,

- l'impedenza a flusso laminare, che esegue una eairtacitaria rapida e molto
accurata poiché grazie al flusso laminare le ceNaingono allineate una ad una
garantendo che ognuna di essa sia valutata in imddaduale.

Lo strumento e in grado di segnalare con elevataratezza la presenza di Band
guando presenti in numero superiore a 500/uL, mdirmmmprende nella formula
leucocitaria automatica. Quindi per avere la stitebloro valore assoluto € comunque

necessario procedere alla valutazione microscastia striscio ematico di sangue.
(Lubas et al. 2014)
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4.1.2 Intervalli di riferimento

Gli intervalli di riferimento utilizzati in questavoro di tesi sono i seguenti:

CRP: 0-0,30 mg/dL
Fib: 125 - 335 mg/dL
Alb: 25-4,1 g/dL
Fe: 90 - 180 pg/dL
WBC: 6-17 K/uL
NeuSegq: 3,69-11,9 K/uL
Band: 0-0,30 K/uL

4.1.3 Campioni

| campioni sono stati selezionati dal databaseaivare OCIROE del laboratorio
PCV:

e campioni di siero appartenti alla specie caninavalari di CRP uguali o
superiori a 0,30 mg/dL, che presentavano la conbeamga misurazione di Fib,
Alb e Fe e che erano associati ad un campione emnadn lo stesso codice di
laboratorio sul quale era stato eseguito un esanoem®mocitometrico
completo;

» campioni di siero appartenti alla specie caninavalari di CRP uguali o
inferiori a 0,29 mg/dL, che presentavano la contrapea misurazione di Fib,
Alb e Fe e che erano associati ad un campione emnain lo stesso codice di
laboratorio sul quale era stato eseguito un esamoem®mocitometrico
completo.

| campioni selezionati disponevano delle seguafdrmazioni segnaletiche del
rispettivo paziente: data di nascita, sesso e ra&dal numero di cartella clinica.

4.2 Metodi

4.2.1 Criteri per la selezione dei campioni

| dati utilizzati nel presente lavoro sono static@ti utilizzando il programma File
Maker®, attraverso la ricerca con parole chiaveRPE0,30” e “CRK0,29") all'interno
dell'archivio del sistema OCIROE e successivamesii@atti ed elaborati con |l
programma Microsoft Excel®.

| dati ottenuti appartengono ad un periodo cheal&#/05/2012 (data che corrisponde
alla prima misurazione effettuata sulla CRP in ¢uésboratorio) al 05/08/2015 (data in
cui € cominciata la parte sperimentale di questij te
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La ricerca e stata condotta su due gruppi paralleli

Nel primo la ricerca su File Maker® é stata imptsstzer ricavare tutte le schede
relative agli esami di chimica liquida, condottigazienti canini, in cui la CRP risultava
uguale o maggiore di 0,30 mg/dL.

Sono emerse 1122 schede, corrispondenti quind2a ddmpioni.

Estraendo i dati della ricerca su un file Exce? provveduto alla selezione dei
campioni che erano stati analizzati anche perAtbe Fe, eliminando tutti gli altri.
Inoltre sono stati controllati i dati relativi adgnalamento dei pazienti, eliminando i
campioni a cui erano associati dati incompleti conissione della data di nascita del
cane, del sesso o della razza.

Il passaggio successivo e consistito nella ricdegdi esami emocromocitometrici
associati a quelli ematobiochimici. Poiche ciascampione di un paziente, dal
momento della sua accettazione in laboratorio dinmomento della validazione dei
risultati, risulta associato allo stesso codicaboratorio, sono stati utilizzati i codici
associati ai campioni di questa ricerca per re@rpattall'archivio informatico OCIROE
I corrispettivi emogrammi.

Quando la ricerca, eseguita digitando il codickaloratorio nell'apposita casella del
programma File Maker®, dava esito positivo e sivapil file relativo all'esame
emocromocitometrico, venivano annotati i dati iglat WBC, numero assoluto di
neutrofili segmentati, numero assoluto di neutrafibanda e la segnalazione
quantitativa delle seguenti alterazioni cellulaeutrofili tossici, monociti attivati e
linfociti reattivi.

Quando invece la ricerca dava esito negativo,nigiane in oggetto veniva scartato.
Inoltre sono stati scartati anche quei campiomiunera associato un esame
emocromocitometrico strumentale senza la valut&ziortroscopica dello striscio,
poiché la formula leucocitaria che propone l'arzaiare ed il relativo calcolo dei valori
assoluti delle diverse popolazioni leucocitarie emufficientemente attendibile.

Infatti in caso di deviazione a sinistra lo struteemon € in grado di quantificare la
presenza dei neutrofili a banda (& solo in gradsednalarne la sospetta presenza) di
conseguenza, oltre a mancare un dato importanéénia del valore assoluto dei
neutrofili segmentati risulta inattendibile; infisenza la valutazione microscopica dello
striscio ematico vengono a mancare le informazielative alla presenza di alterazioni
cellulari (tossicita neutrofilia, attivazione debnociti e reattivita linfocitaria).

| campioni rimasti da questa selezione sono risw@tsere 1080.

Per il secondo gruppo la ricerca su File Maker@aéasmpostata per ricavare tutte le
schede relative agli esami di chimica liquida cdtidw pazienti canini, in cui la CRP
risultava uguale o minore di 0,29 mg/dL, ottenendme 784 schede, corrispondenti a
784 campioni. | passaggi successivi sono statidesieni affrontati con il gruppo
precedente, ovvero lo scarto dei campioni che mgpodevano delle analisi di Fib, Alb
e Fe, il recupero dei dati relativi al leucogranaagli esami emocromocitometrici
completi corrispondenti allo stesso codice di labanio e I'eliminazione dei campioni
che non erano associati a tale tipo di analisi.

Sono quindi rimasti 757 campioni.

4.2.2 Elaborazione dei dati e metodi statistici

Dopo la selezione dei campioni i dati raccolti setati elaborati mediante il
programma Microsoft Excel® versione 2007 e sucgassente analizzati con il
programma statistico MedCalc® versione 14.8.
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All'interno dei due gruppi di campioni e stato widuato il numero reale di pazienti
presenti, tramite il numero di cartella clinicaaifato tra i dati del paziente.

Il numero reale dei pazienti differiva da quello da@mpioni poiché in molti casi lo
stesso paziente era stato sottoposto ad analisobimehimiche piu di una volta.

Sul numero reale dei pazienti e stata calcolapadaalenza di malattie inflammatorie
all'interno della popolazione esaminata in questidis.

La parte del lavoro statistico riguardante sessxzea € stata anch’essa eseguita sul
numero reale dei pazienti, mentre la parte suoczskllo studio e stata eseguita sulla
totalita dei campioni.

| dati riguardanti il sesso sono stati organizaatina tabella di confronto creata sul
programma Microsoft Excel® e trasferiti nel programstatistico MedCalc® con cui é
stato esequito il test del Chi Quadrato per vatusar le distribuzioni messe a confronto
tra i due gruppi (inflammatorio CRP0,30 mg/dL e non infammatorio CRF0,29
mg/dL) presentassero differenze significative dgunto di vista statistico.

Lo stesso procedimento e stato utilizzato perzeea

Essendo presente un elevato numero di razze clel@va pochi soggetti, per
I'esecuzione del test del Chi Quadrato sono stesepin considerazione soltanto quelle
in cui, in almeno uno dei due gruppi (inflammatd@BP> 0,30 mg/dL e non
inflammatorio CRX 0,29 mg/dL), era presente un numero minimo didgystti.

Sui dati relativi al numero totale di campioni &l in questo studio, € stata calcolata
I'eta di ogni soggetto rispetto alla data del camamento, poiché per stabilire I'eta dei
pazienti era necessario relazionarsi alla datamdievo e in molti casi lo stesso
paziente era stato sottoposto ad analisi in eterditti.

Sono state stabilite 5 fasce di eta: < 4 mesil2 mesi, > K 3 anni, > X 7 anni, > 7
anni; in base alle eta calcolate per ciascun camepilb entrambi i gruppi sono state
conteggiate le prevalenze di soggetti con GRF29 e CRP 0,30 mg/dL nelle diverse
fasce di eta e i numeri ottenuti sono stati rigoiteuna tabella di confronto.

Anche in questo caso € stato eseguito il test deQQDadrato per valutare se le
distribuzioni messe a confronto tra i due presaetasdifferenze significative da un
punto di vista statistico.

Sulle prevalenze ottenute riguardo all’'eta dei stiygnclusi nei due gruppi, € stato poi
calcolato il rischio relativo di insorgenza di patgie inflammatorie per ciascuna fascia
di eta.

Per quanto riguarda lo studio dei parametri biodatiimleucocitari presi in esame,
innanzitutto sono stati osservati i valori massenminimi di ciascun marker (CRP, Fib,
Alb, WBC, NeuSeg, Band) tramite ordinazione dei dak programma Microsoft
Excel®.

In alcuni casi erano presenti valori che risultavassere inverosimili o poco probabili
di essere reali, motivo per cui si &€ deciso di efladi.

Inoltre per quanto riguarda il Fib, sono stati adlati i dati che presentavano il valore
“999”, poiché tale valore non esprime un dato nuooema rappresenta un dato
categorico (infatti era il valore massimo misuralhll’analizzatore fino a ottobre
2014, periodo dopo il quale e stata allungata taacdi calibrazione)

| dati sono quindi stati riportati su MedCala®l e stata eseguita una statistica
riepilogativa su ciascun marker di entrambi i griypftenendo per ognuno di essi: il
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valore minimo, il valore massimo, la media aritroatila mediana, la deviazione
standard, i percentili, il coefficiente di asimnatil coefficiente di curtosi e il risultato
del test di Kolmogorov-Smirnov (che verifica larua di distribuzione dei dati).

Sui dati di ciascun marker é stata indagata leetazione esistente con ogni altro
parametro, eseguendo un’analisi di correlazionepawametrica con il test dei ranghi di
Spearman e ottenendo cosi il coefficiente di camehe di Spearman ed il valore di
significativita.

La forma della relazione funzionale tra la CRPialgjti marker ematologici é stata
analizzata con il test della regressione multiplgostando la CRP come variabile
indipendente e Fib, Alb, Fe, WBC, NeuSeg e Bandecwariabili dipendenti. Il test ha
fornito il coefficiente di determinazione’Rorretto e, per ogni variabile indipendente il
relativo livello di significativita.

Successivamente i dati sono stati di nuovo elabooatil programma Microsoft
Excel®, creando diversi sottogruppi basati sudknvalli di riferimento dei vari marker
inflammatori a confronto.

Per la CRP sono state definite delle “fasce dienmnto” basate sull’entita
dell'innalzamento dei suoi valori all'interno delugpo infammatorio (CRE 0,30
mg/dL):
- 2x =intervallo 0,30 - 0,60 mg/dL,

- 4x =intervallo 0,61 - 1,2 mg/dL,

- 8x =Intervallo 1,21 - 2,4 mg/dL,

- 12x =intervallo 2,41 - 3,6 mg/dL,

- 30x =interavallo 3,61 - 9,1 mg/dL

Mediante il conteggio dei campioni ordinati in arelicrescente per i valori di CRP si
sono ottenute le frequenze di distribuzione assalat campioni nelle diverse fasce di
incremento.

Per studiare la distribuzione degli altri parametib, Alb, Fe, WBC, NeuSeg e Band,
sono state definite le seguenti classi di distridoe:
“basso” : classe in cui sono stati raggruppatnnpeni che presentavano valori del
parametro in esame al di sotto del suo intervall@erimento,
- “normale”; classe in cui sono stati raggruppatiinpioni con valori del parametro
in esame all'interno del normale intervallo di rifeento,
- “alto”: classe in cui sono stati raggruppati i caomp con valori del parametro in
esame al di sopra dell'intervallo di riferimento.
Studiando un parametro alla volta e procedendo qoime, sono state ricavate le
frequenze assolute di distribuzione nelle 3 cl&&sio per quanto riguarda i Band le
classi utilizzate sono state 2: “normale” e “altddl momento che il limite inferiore
dell'intervallo di riferimento € 0 e non esiste il la possibilita di avere valori “bassi

Nel dettaglio, I'indagine € stata condotta in dasi.f

1) La prima é stata eseguita sui due gruppi principgiemmatorio (CRP> 0,30
mg/dL) e non inflammatorio (CRP0,29 mg/dL).
| dati delle frequenze assolute sono poi stati editvin valori percentuali per
poter meglioconfrontare i risultati. Nel confrorttei risultati &€ stato calcolato il
rapporto tra i valori percentuali delle frequenzdidtribuzione ricavate nei due
gruppi: un rapporto maggiore corrisponde ad unagwaglifferenza tra le
frequenze espresse nella classe di distribuzioeeame.
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2) La seconda invece é stata eseguita sui sottogcoggii in base alle fasce di
incremento della CRP. Per ogni fascia di incremensmno quindi osservate le
frequenze di distribuzione degli altri parametti@elassi
“basso”/“normale”/“alto”, ottenendo uno studio mattagliato delle
distribuzioni dei vari parametri in relazione alaradella CRP. Anche in questo
caso le frequenze assolute sono state convertiteqnenze percentuali ed e
stato calcolato il rapporto tra i valori delle ftespze messe a confronto.

Successivamente, e stata focalizzata I'attenziale sole “classi infiammatorie”,
ovvero sulle classi che, in corso di inflammaziaagpresentano I'alterazione tipica per
ciascun parametro. Quindi per Fib, WBC, NeuSegmdBastata osservata la classe
“alto”, mentre per Alb e Fe é stata osservatadasg “basso”.

Con questo criterio, rielaborando i dati con ilgn@mma Microsoft Excel®, sono stati
selezionati diversi sottogruppi all'interno di gweihfiammatorio (CRP 0,30 mg/dL) e
non infammatorio (CRR 0,29 mg/dL), provando a combinare la presenzédi p
alterazioni inflammatorie contemporaneamente ereasdo il numero di campioni che
presentava le alterazioni selezionate.

Nello specifico i sottogruppi indagati sono stati:

* FibaltoeAlb * Fib alto e Fe * Alb bassa e Fe basso
bassa basso
* Fib alto, Alb « WBCaltie  WABC alti e Band alti
bassa e Fe basso NeuSeg alti
* NeuSeg alti e * WABC alti, * Fib alto, Alb bassa, Fe
Band alti NeuSeg alti e basso, WBC alti, NeuSeg
Band alti alti e Band alti

Dalla frequenza assoluta emersa per ciascun sogpgre stata calcolata quella
percentuale rispetto al numero totale di campi@higduppo principale di appartenenza.
Infine i valori delle frequenze assolute di ciassoittogruppo, emersi dai campioni del
gruppo inflammatorio (CRP 0,30 mg/dL) e da quelli del gruppo non inflammator
(CRP< 0,29 mg/dL), sono stati messi a confronto caladdere il rapporto.

Con procedimento analogo, dai due gruppi princifgafiammatorio CRP 0,30 mg/dL
e non infammatorio CRR 0,29 mg/dL) sono stati selezionati solo i campidre non
presentavano alcuna alterazione dei parametridfih Fe, WBC, NeuSeg e Band,
quindi quelli in cui tali parametri rientravanotiutella classe “normale”.

| campioni cosi estratti dai due gruppi princigatifiammatorio CRP- 0,30 mg/dL e
non infammatorio CRR 0,29 mg/dL) sono stati conteggiati ottenendodgjfienza
assoluta, poi e stata calcolata quella percentisgdetto al numero totale di campioni
del gruppo principale di appartenenza.

Infine, nei campioni estratti dal gruppo infammé@pé stata indagata la distribuzione
all'interno delle fasce di incremento della CRRepéndo per ciascuna di esse i valori di
frequenza assoluta.

Per una valutazione statistica di accuratezzajlsbitase specificita diagnostica dei
marker inflammatori Fib, Alb, Fe, WBC, NeuSeg e Baispetto alla CRP, i dati sono
stati prima organizzati sul programma Microsoft &&nel modo necessario a eseguire
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I'analisi statistica con curva ROC (Receiver-OpegaCharacteristic) sul programma
MedCalc®.

Al file relativo ai campioni del gruppo inflammaiore a quello del gruppo non
inflammatorio e stata aggiunta una colonna titoldtagnosi”. Per tutti i campioni del
gruppo inflammatorio (con CRP0,30 mg/dL) nelle celle della colonna “diagnosi” &
stato inserito il valore 1, indicativo di diagn@sisitiva di malattia inflammatoria. Per
tutti i campioni del gruppo non inflammatorio (cGRP< 0,29 mg/dL) nelle celle della
stessa colonna é stato inserito il valore 0, irtdioadi diagnosi negativa e quindi
assenza di malattia infammatoria.

Quindi i dati sono stati riuniti in un unico fileteasferiti sul programma MedCalc@&bn
il quale é stato eseguito il test della curva ROC.

Il test ha fornito la stima di sensibilita e sp&xi& diagnostica per tutti i valori dei
parametri confrontati con la CRP per la diagnogatblogia inflammatoria e i valori di
AUC come indice di accuratezza del test.

La presenza di alterazioni cellulari (Neu TOX, M®IT e Linf REA) era segnalata nei
dati di ciascun campione con i simboli -/+, +, 44+, ++++, indicativi dell'intensita
con cui tale alterazione era stata osservata abstopio. | simboli sono stati convertiti
in valori numerici da 1 a 5. Lassenza di alterazi® stata indicata con il valore 0.

Sul programma Microsoft Excel®, mediante I'ordirae dei dati per valore crescente
delle colonne corrispondenti ai diversi tipi diemizione, e stato cosi possibile contare il
numero di campioni (sia nel gruppo inflammatorio”CR0,30 mg/dL che in quello non
inflammatorio< 0,29 mg/dL) che presentava Neu TOX, Mon ATT o IREA,

ottenendo cosi la frequenza assoluta di tali aienanei due gruppi principali a
confronto (inflammatorio CRP 0,30 mg/dL e non infammatorio CRF0,29 mg/dL).
Nel dettaglio, e stata osservata anche la frequasstaluta dei diversi gradi di intensita
con cui le alterazioni erano state segnalate.

Sulla frequenza assoluta totale di ciascuna aitaraz stata poi calcolata la frequenza
percentuale rispetto al numero totale dei campdehgruppo di appartenenza.

Su questi valori € stato fatto un confronto calodtail rapporto delle frequenze
percentuali espresse nei due gruppi a confrontaipscuna alterazione cellulare.

Sui dati delle alterazioni cellulari associati atiddella CRP, é stata infine eseguita
I'analisi di correlazione per ranghi di Spearmae bl fornito per ciascun tipo di
alterazione cellulare il coefficiente di correlazgocon la CRP ed il relativo valore di
significativita.
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5 RISULTATI

Nel gruppo inflammatorio (CRP 0,30 mg/dL) sono stati inclusi 1080 campioni,
identificando 980 pazienti. Nel gruppo non infiaatorio (CRP< 0,29 mg/dL) sono
stati inclusi 757 campioni, identificando 668 patie

91 cani sono risultati presenti sia nel gruppcamimatorio che in quello non
inflammatorio.

La prevalenza apparente di malattie inflammatacigeasulla popolazione studiata € del
59%.

5.1 Distribuzione della popolazione in base al sesso

Sulla base del numero di pazienti sono stati consaggetti appartenenti alle seguenti
categorie di sesso: femmina intera (FI), femmieailstzata (FS), maschio intero (Ml),
maschio castrato (MC) (vedi Tabella 5.1).

Gruppo Fl FS MlI MC
Inflammatorio(CRP> 0,30 mg/dL) 263 187 493 37
Non InflammatoriqCRP< 0,29 203 119 333 13
mg/dL)

Tabella 5.1 — Distribuzione della popolazione deiuwk gruppi in base al sesso (frequenze assolute)lleeategorie Fl
(femmina intera) FS (femmina sterilizzata) MI (masaio intero) e MC (maschio castrato).

Di seguito il grafico in Figura 5.1 con le relatipercentuali.

Distribuzione dei pazienti nei due gruppi in base al sesso

50% 50%

B CRP =030

0
27% 30% B CRP <029
19% 18%

4% 2%

FI FS Ml MC

Figura 5.1 — Distribuzione della popolazione dei deigruppi in base al sesso (frequenze percentualiglle categorie Fl
(femmina intera) FS (femmina sterilizzata) MI (masaio intero) e MC (maschio castrato).

La distribuzione dei soggetti all'interno dei dugigpi € risultata essere omogenea, cio
esclude la presenzasklection biasovvero di un errore sistematico dell'indagine
statistica dovuto alla scelta di una popolaziostesiaticamente deviata.

Sui dati relativi al sesso e stato eseguito il destChi Quadrato ed il livello di
significativita é risultato P > 0,05 (ns).
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5.2 Distribuzione della popolazione in base alle razze

Sulla base del numero di pazienti sono state iddate 94 razze, oltre alla categoria
“Meticcio” che e risultata essere quella piu rappresentaté828 soggetti nel gruppo
inflammatorio (CRP> 0,30 mg/dL) e 178 soggetti in quello non infiamanet (CRP<
0,29 mg/dL).

In ordine decrescente le razze rappresentate fiareht i gruppi sono:

Labrador (73/55),Pastore Tedesc@52/28),Setter (45/27),Boxer (32/32),Golden
Retriever (26/23),Bassotto(22/20),Cocker Spaniel(22/18),Rottweiler (21/9),
Dobermann (17/11),Barboncino (16/14),Beagle(14/14),Bracco (14/6),Border
Collie (13/15),Springer Spaniel (13/7),Jack Russel Terrier(12/15),Breton (12/9),
Corso (12/4),Bovaro del Bernesg11/8),Shih Tzu (9/11),Pincher (9/5), Carlino
(9/4), Segugio(9/3), Maltese (8/5), Lagotto (8/4),Levriero (8/4), Weimaraner (8/4),
Pointer (7/6),Chihuahua (7/2), Yorkshire (6/6), Terranova (6/5), West Highland
White Terrier (6/5), American Staffordshire (6/4), Pechinesdg6/1), Cavalier King
Charles Spaniel(5/9),Bolognesg5/6), Pitt Bull (5/5),Akita Inu (5/3),Dogue de
Bordeaux (5/3), Schnautzer(4/4),Alano (4/2),Pastore Belga(4/2), Scotch Collie
(4/1),Bulldog Francese(3/7),Dogo Argentino (3/4), Pastore Maremmano(3/3),
Schnautzer Gigante(3/3), Spitz (3/3),Basset Hound(3/2), Bulldog Inglese(5/3),
Pastore Australiano(3/2), Welsh Terrier (3/2), Pastore della Brie(3/1), Siberian
Husky (2/3),Chow Chow (2/2),Barbone (2/1),Drahtaar (2/1),Leonberger (2/1),
Lupo Cecoslovaccd1/4), Montagna dei Pirenei(1/2), Terrier (1/2),Bichon Frisee
(1/1), Bobtail (1/1),Kelpie (1/1),Mastino Napoletano(1/1), Parson Jack Russel
Terrier (1/1),San Bernardo(1/1).

Le seguenti razze erano rappresentate solo ngbgrafjammatorio (CRP 0,30
mg/dL): Scottish Terrier (3), Bichon Avanese(2), Dalmata (2), Kurzhaar (2), Shar
Pei (2), Spinone lItaliano (2), Australian Cattle (1), Boston Terrier (1), Briard (1),
Hovaward (1), Mastiff (1), Mastino Francese(1), Petit Basset Griffon Vendeen(1),
Samoiedo(1).

Queste razze invece erano rappresentate solouggd@non infammatorio (CRP
0,29 mg/dL):Alaskan Malamute (4), Volpino (3), Pastore dell’Asia Centrale(2),
Basset de Gascogn@), Bearded Collie(1), Bull Mastiff (1), Bull Terrier (1),
Bulldog Americano (1), Cane da ferma a pelo durq1), Grifone (1), Manchester
Terrier (1), Mastino dei Pirenei(1), Pastore delle Alpi Apuane(1).

Per la valutazione dellomogeneita di distribuzienger I'esecuzione del test del Chi

Quadrato sono state scartate le razze in cui [@eapntanza era inferiore a 10 cani per
entrambi i gruppi.
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Distribuzione dei pazienti in base alla razza (min 10 soggetti)
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Figura 5.2 — Distribuzione della popolazione dei deigruppi in base alla razza (frequenze assolute)eprazze con minimo 10
soggetti in almeno uno dei due gruppi.

Il livello di significativita é risultato essere>P0,05 (ns).

5.3 Distribuzione della popolazione in base all’eta

Lavorando sui dati relativi al numero di campiaran le “etd” calcolate sulla data di

nascita del paziente rispetto alla data di ognigiamamento e la creazione di 5 classi di

distribuzione corrispondenti a 5 diverse fascetdi gono emersi i seguenti dati (vedi
Tabella 5.3.1)

ETA Inflamm. CRP> 0,30 mg/dL | Non Inf. CRP< 0,29 mg/dL
<4 mesi 8 7

>4<12 mesi 45 54
>1<3anni 78 106
>3<7anni 242 232

> 7 anni 707 358

Tabella 5.3.1 — Distribuzione della popolazione deiue gruppi in base all’eta (frequenze assolute).

Di segquito il grafico con le relative percentuali.

Distribuzione dei pazienti nei due gruppiin base all'eta
65%

BCRP =030 mCRP=029

1% 1%

<4 mesi 24 <12 mesi >1<3anni >3 <7 anni >7 anni

Figura 5.3 — Distribuzione della popolazione dei deigruppi in base all'eta (frequenze percentuali).
Eseguendo il test del Chi Quadrato é stato ottemutovello di significativita

80




P < 0,0001.

Lo studio del rischio relativo di insorgenza digdagie infammatorie rispetto all’eta ha

fornito i risultati riportati nella Tabella 5.3.2.

Eta <4 mesi >4<12mesi| >1<3anni >3< 7 anni > 7 anni

Rischio relat. 0,80 0,58 0,52 0,73 1,38

P > 0,05 (ns) 0,006 < 0,0001 0,0001 < 0,000

Tabella 5.3.2 — Rischio relativo di insorgenza digtologie infiammatorie rispetto all’eta e significaivita (P).

5.4 Dati della statistica riepilogativa

Nella Tabella 5.4 sono riassunti i risultati dedtatistica riepilogativa.

S V?I?re Valo.re M?dia Mediana Dev. | 2,5° | 97,5° C?eff. Coeff..
minimo | massimo | Aritm. Stand. | Pctl | Pctl | Asimm. | Curtosi

CRP (mg/dlL)

Infiamm. 0,4 9,1 1,4 1,1 0,4 0,4 3,9 2,49 10,50

Non Inf. 0,0 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,2 0,25 -1,28

Fib (mg/dL)

Infiamm. 10 2737 512 430 374 53 | 1404 2,23 8,40

Non Inf. 40 2648 331 271 224 92 900 3,42 24,36

Alb (g/dL)

Infiamm. 1,07 4,59 3,01 3,06 0,61 |1,74 | 4,15 -0,24 -0,10

Non Inf. 0,88 4,74 3,30 3,34 0,53 |212| 4,31 -0,50 1,18

Fe (pg/dL)

Infiamm. 31 409 131 116 63 49 294 1,41 2,45

Non Inf. 25 434 151 140 56 67 311 1,58 4,10

WBC (K/uL)

Infiamm. 0,23 116,83 15,83 12,70 11,50 | 3,89 | 48,42 2,75 12,77

Non Inf. 0,34 159,52 10,42 8,78 8,85 | 4,39 | 26,75 9,54 131,55

NeuSeg (K/uL)

Infiamm. 0,06 68,12 12,16 9,77 8,84 | 2,25 | 37,05 1,99 5,44

Non Inf. 0,18 132,39 7,56 6,04 7,41 | 2,63 | 22,17 9,25 127,57

Band (K/uL)

Infiamm. 0,00 38,54 0,32 0,00 1,57 | 0,00 | 2,27 16,17 | 350,50

Non Inf. 0,00 16,42 0,07 0,00 0,82 | 0,00 0,35 17,77 | 332,82

Tabella 5.4 — Risultati della statistica riepilogaiva per Proteina C Reattiva (CRP), Fibrinogeno (Fif, Albumina (Alb), Ferro
(Fe), Leucociti (WBC), Neutrofili Segmentati (NeuSg) e Neutrofili Banda (Band).

Per tutti i parametri il test di Kolmogorov-Smirndefinisce la distribuzione non
normale.
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5.5 Correlazione tra i marker infiammatori

Nella Tabella 5.5 sono riportati i risultati delalisi di correlazione non parametrica
eseguita mediante il test dei ranghi di Spearman.

R\P CRP Fib Alb Fe WBC NeuSeg Band
CRP 3,667 | 2,14 | 2,447 4,85%° | 3,067 8,06°
Fib 0,26 5,52° 1,597 1,22°® 8,64° 1,02
Alb -0,21 -0,12 7,92 | 1,74 8,7 2,647
Fe -0,08 -0,08 0,18 0,57 0,75 0,54
WBC | 0,24 0,15 -0,22 0,01 0 5,76
NeuSeg | 0,26 0,16 -0,20 -0,01 0,92 1,147
Band | 0,14 0,10 -0,15 -0,01 0,54 0,45

Tabella 5.5 — Correlazione tra i parametri infiammaori Proteina C Reattiva (CRP), Fibrinogeno (Fib),Albumina (Alb),

Ferro (Fe), Leucociti (WBC), Neutrofili Segmentati(NeuSeg) e Neutrofili Banda (Band): coefficiente diorrelazione per
ranghi di Spearman (R) e livello di significativita (P).

5.6 Rapporto tra CRP e gli altri marker infiammatori

Con il test della regressione multipla e statoiamato il rapporto tra la variabile

dipendente CRP e le variabili indipendenti Fib, Afe, WBC, NeuSeg, Band, in
entrambi i gruppi.

La Tabella 5.6 riporta:
« il valore R corretto,

guando risulta prossimo a 1 significa che le valiiaiipendenti sono buoni
indicatori della variabile dipendente,
il valore di significativita P di ciascuna variabindipendente,

che indica quale di queste variabili possiede epedittivo rispetto alla
variabile dipendente.

R’ .
Gruppo e Fib Alb Fe WBC NeuSeg Band
Infiamm. | 005 | p=00001 | " >%0> | P>005 | P>005 ) P>005 ), _, .
’ (ns) (ns) (ns) (ns)
Non Inf. 0,02 P =0,0013 P >0,05 P> 0,05 P >0,05 P> 0,05 P >0,05
(ns) (ns) (ns) (ns) (ns)

Tabella 5.6 — Rapporto tra la variabile dipendenteProteina C Reattiva e le variabili indipendenti Filrinogeno (Fib),

Albumina (Alb), Ferro (Fe), Leucociti (WBC), Neutrofili Segmentati (NeuSeg) e Neutrofili Banda (Band)coefficiente di
determinazione (R corretto) e livelli di significativita (P)
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5.7 Fasce di incremento della CRP

Il gruppo infliammatorio (CRP 0,30 mg/dL) é stato suddiviso in 5 sottogrupphup
rappresentante una specifica fascia di incremeutd,numero totale di campioni
(1080) risulta distribuito come illustrato in Talaeb.7.

Incremento Intervallo dei valori (mg/dL) Frequenza assoluta
2X 0,30 - 0,60 266
4x 0,61-1,20 326
8x 1,21 -2,40 347
12x 2,41 - 3,60 105
30x 3,61-9,10 36

Tabella 5.7 — Distribuzione dei campioni del gruppanfiammatorio in base a diverse fasce di incrementdei valori di
Proteina C Reattiva (CRP).

Gli stessi risultati rappresentati in grafico:

Fasce di incremento della CRP
347

2% 326

266
ax

| 8x
m12x
W 30x

Figura 5.7 - Frequenze assolute per le diverse fasdi incremento della CRP.

5.8 Distribuzioni dei marker infiammatori

5.8.1 Tra gruppo infiammatorio e gruppo non infiammatorio

La distribuzione dei marker inflammatori Fib, Ale, WBC, NeuSeg, Band all'interno
delle classi di frequenza “basso” / “normale” ftél(stabilite in base ai limiti di
riferimento utilizzati in laboratorio per ciascuarametro analitico) e risultata
significativamente diversa nei due gruppi prindipafiammatorio (CRP> 0,30 mg/dL)
e non infiammatorio (CRR 0,29 mg/dL).

» Frequenze di distribuzione del gruppo infliammat¢@&P> 0,30 mg/dL)

CLASSE di FREQUENZA: Fib Alb Fe WBC NeuSeg Band
Basso 48 215 292 82 78 X
Normale 225 830 600 658 567 899
Alto 701 32 186 337 427 181

Tabella 5.8.1 - Distribuzione dei marker infiammatai nelle classi di frequenza basso/normale/alto, pd gruppo

infiammatorio (frequenze assolute)
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» Frequenze di distribuzione del gruppo non infianonat(CRP< 0,29 mg/dL)

CLASSE di FREQUENZA: Fib Alb Fe WBC NeuSeg Band
Basso 38 57 61 99 79 X
Normale 417 661 539 608 604 736
Alto 301 39 157 50 74 21

Tabella 5.8.2 - Distribuzione dei marker infiammatai nelle classi di frequenza basso/normale/alto, pé gruppo non

infammatorio (frequenze assolute)

Le frequenze assolute sopra riportate sono staeeciite in frequenze percentuali per

poter meglio confrontare i dati.

Si riportano di seguito i grafici ottenuti dallefuenze percentuali con i valori del Chi
Quadrato e del livello di significativita ottenuttediante tale test statistico.

» Fibrinogeno

Confronto CRP e Fib 72%

B CRP =030
iCRP <029
X2 =58,4
P < 0,0001

55%
40%

23%

5%
_ .

Fib basso

5%

Fib normale Fib alto

La classe di distribuzione in cui la
differenza nelle frequenze percentuali
tra i due gruppi € maggiore e quella del
“Fib normale” con un rapporto di 2,3 a
favore del gruppo non inflammatorio
(CRP< 0,29 mg/dL), seguita dalla
classe “Fib alto” la cui differenza tra i
due gruppi € espressa da un rapporto di
1,8 a favore del gruppo inflammatorio
(CRP> 0,30 mg/dL). La classe “Fib
basso” & invece egualmente
rappresentata nei due gruppi.

Figura 5.8.1 - Distribuzione del Fibrinogeno nellelassi basso/normale/alto per i due gruppi (CREB 0,30 e CRF 0,29),
frequenze percentuali, valore di Chi Quadrato £?) e livello di significativita (P).

> Albumina
Confrondo CRP e Alb
ki 2=19,06
X = r
mCRP 2030 7
CRP <029 P=0,039
20%
Alb bassa Alb normale Alb alta

La classe in cui la differenza di
distribuzione tra i due gruppi € maggiore
e “Alb bassa” con un rapporto di 2,5 a
favore del gruppo infiammatorio. La
classe “Alb alta” presenta una differenza
di distribuzione che si esprime con un
rapporto di 1,7 a favore del gruppo non
inflammatorio (CRKX 0,29 mg/dL),
mentre la classe “Alb normale” &
pressoché ugualmente distribuita nei due
gruppi a confronto, poiché il rapporto

dei due valori percentuali e di 1,1.

Figura 5.8.2 - Distribuzione dell’ Albumina nelle ¢assi bassa/normale/alta per i due gruppi (CRE 0,30 e CRFX 0,29),
frequenze percentuali, valore di Chi Quadrato £?) e livello di significativita (P).

84



> Ferro

La classe di distribuzione con la
ConfrontoCRP e Fe — maggiore differenza nelle frequenze
wCRP > 030 \ K2 =83 percentuali tra i due gruppi & “Fe
P 56} 5 AL basso” con un rapporto di 3,4 a favore
' ¢ del gruppo inflammatorio (CRP0,30
- mg/dL). _
;5 21% Le C!aSSI “Ee normale” e “Fe alto”
i esprimono invece una dlffer_enza molto
. piu bassa rispettivamente di 1,3 e 1,2 a
; favore del gruppo non inflammatorio.
Fe basso Fe normale Fealto

Figura 5.8.3 - Distribuzione del Ferro nelle classhasso/normale/alto per i due gruppi (CRP> 0,30 e CRFX 0,29), frequenze
percentuali, valore di Chi Quadrato () e livello di significativita (P).

> Leucociti

La classe che mostra la maggiore

Conframo CRMWEC - i differenza tra i due gruppi & quella dei

B CRP = 030 ’ AL “WBC alti” con un rapporto di 4,4 a
i P < 0,0001 favore del gruppo infiammatorio (CRP

CRP 2029 > 0,30 mg/dL).

31% La classe “WBC bassi” esprime invece

e ‘z un rapporto di _1,6 tra le distribuzioni

8% 7% dei due gruppi e quella dei “WBC
== | normali” un rapporto di 1,3 entrambi a
WBC bassi WBC normali WBC alti favore del gruppo non infiammatorio

(CRP< 0,29 mg/dL).

Figura 5.8.4 - Distribuzione dei Leucociti nelle @ssi bassi/normali/alti per i due gruppi (CRP> 0,30 e CRF< 0,29),
frequenze percentuali, valore di Chi Quadrato £?) e livello di significativita (P).

» Neutrofili Segmentati

La classe di distribuzione con
Confronto CRP e NeuSeg ) .
30% X2 = 81,41 maggiore differenza delle frequenze
B CRP > 030 — percentuali dei due gruppi e quella dei
. P <0,0001 “NeuSeg alti” con un rapporto di 4 a
W Che =020 33%§ favore del gruppo infiammatorio (CRP
40% > 0,30 mg/dL). Invece le classi
“NeuSeg bassi” e “NeuSeg normali”
29, 10% 10% presentano .rispettivamente una
pr— T differenza di 1,6 e 1,5 a favore del
_N Sl Tl P R gruppo non inflammatorio (CRP
euseg nassl eus>eg normall euseg alt 0'29 mg/dL)

Figura 5.8.5 - Distribuzione dei Neutrofili Segmerdti nelle classi bassi/normali/alti per i due grupp(CRP > 0,30 e CRK
0,29), frequenze percentuali, valore di Chi Quadrat (¢ e livello di significativita (P).
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> Neutrofili Banda

Confronto CRP e Band
> B CRP =030 _ _
W 97% mCRP <029 La classe “Band alti” esprime un
42 = 80,45 rapporto di 5_3,7 a favore del gruppo
P < 0.0001 inflammatorio (CRP 0,30 mg/d'L),
' mentre la classe “Band normali”
- presenta una differenza minima di 1,.2
39 a favore del gruppo non infammatorio
B °" . (CRP<0,29 mg/dL).
Band normali Band alti

Figura 5.8.6 - Distribuzione dei Neutrofili Banda relle classi bassi/normali/alti per i due gruppi (CR > 0,30 e CRFX 0,29),
frequenze percentuali, valore di Chi Quadrato £?) e livello di significativita (P).

5.8.2 Tra fasce di incremento della CRP

Per studiare in modo piu approfondito come si mmove distribuzioni dei diversi
marker, in relazione ai valori della proteina cttiga, lo stesso tipo di indagine e stato
ripetuto utilizzando i livelli di incremento delfaoteina c reattiva.

Per fare un confronto che comprendesse tutti irvdklla CRP sono stati riportati

anche i dati relativi al gruppo non infammator@@RP< 0,29 mg/dL), qui indicato
come “< 0,30", gia osservati nel precedente softibok.

» Fibrinogeno

Fib basso M Fib normale M Fib alto

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
(] ] 0 0 9%

0%

CRP<0,30 CRP 2X CRP 4X CRP 8X CRP 12X CRP 30X

Figura 5.8.7 - Distribuzione del Fibrinogeno nellelassi basso/normale/alto per le varie fasce di iramento della Proteina C
Reattiva (CRP), frequenze percentuali.

La classe “Fib alto”, che nella fascia CRP < 0,3fstra una frequenza percentuale
inferiore di quella della classe “Fib normale”, mde un progressivo aumento della sua
prevalenza rispetto alle altre due classi, nelleevfasce di incremento della CRP. II
valore massimo di distribuzione del “Fib alto” rigfm a “Fib normale” e “Fib basso” e
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78% e si registra nella fascia 8x di CRP, mentiie mieie fasce successive (12x e 30x)
si mantiene costante al 75%.

> Albumina

W Alb bassa ®mAlbnormale mAlbalta

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

0%

CRP< 0,30 CRP 2X CRP 4X CRP 8X CRP 12X CRP 30X

Figura 5.8.8 - Distribuzione del’Albumina nelle cl&si bassa/normale/alta per le varie fasce di increento della Proteina C
Reattiva (CRP), frequenze percentuali.

La classe di distribuzione piu rappresentata rimrsgmapre la “Alb normale”.

Tuttavia essa subisce un decremento significaterd’@umento della classe “Alb
bassa” nelle varie fasce di incremento della CR&ygiunge il suo valore massimo alla
fascia CRP 12x con il 27% di frequenza percentuale.

» Ferro

M Fe basso W Fenormale M Fealto

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

0%

CRP< 0,30 CRP 2X CRP 4X CRP 8X CRP 12X CRP 30X

Figura 5.8.9 - Distribuzione del Ferro nelle classhasso/normale/alto per le varie fasce di incremeatdella Proteina C
Reattiva (CRP), frequenze percentuali.

La classe di distribuzione che si muove di piu & blasso” che raggiunge la sua
massima frequenza percentuale nella fascia CRBBxit valore di 36%. Al confronto
con I'8% della fascia CRP<0,30, la differenza tdue valori e di 4,5, mentre (nelle
stesse fasce a confronto) il rapporto per le cl&&shormale” e “Fe alto”
rispettivamente di 1,4 e 1,5 a favore della fa&f##<0,30. Nelle ultime due fasce di
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incremento della CRP la frequenza di distribuzideka classe “Fe basso” subisce un
lieve decremento per aumento della classe “Fe,ate nell’ultima fascia raggiunge il
27%.

> Leucociti

MWBCbassi mWBCnormali mWBCalti

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

0%

CRP< 0,30 CRP 2X CRP 4X CRP 8X CRP 12X CRP 30X

Figura 5.8.10 - Distribuzione dei Leucociti nelle lassi bassi/normali/alti per le varie fasce di inemento della Proteina C
Reattiva (CRP), frequenze percentuali.

La classe “WBC alti” che nella fascia CRP<0,30 enkeno rappresentata (7%), mostra
un aumento progressivo e significativo nelle susizesfasce di incremento della CRP,
raggiungendo il suo massimo valore di frequenzagqeuale rispetto alle altre classi
nella fascia CRP 12x (con il 54%) che € anche tarfascia in cui la classe “WBC alti”
prevale sulla classe “WBC normali”.

Infatti nella fascia CRP 30x la classe “WBC altitria a contare una frequenza di
distribuzione minore rispetto ai “WBC normali”, pomantenendo una rappresentanza
del 44%.

La classe “WBC bassi” non presenta variazioni dirthuzione rilevanti.

» Neutrofili Segmentati

M NeuSeg bassi W NeuSeg normali M NeuSeg alti

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

0%

CRP< 0,30 CRP 2X CRP 4X CRP 8X CRP 12X CRP 30X

Figura 5.8.11- Distribuzione dei Neutrofili Segmerdti nelle classi bassi/normali/alti per le varie face di incremento della
Proteina C Reattiva (CRP), frequenze percentuali.
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L'andamento delle frequenze nelle classi di disizibne dei NeuSeg in relazione alle
fasce di CRP somiglia a quello dei WBC, in questsocpero la classe “NeuSeg alti”
risulta prevalente sulle altre gia nella fascia GRFcon il 51%) e poi CRP 12x (con il
59%), nell’'ultima fascia (CRP 30x) torna a dimirgyima la sua frequenza percentuale
risulta identica a quella della classe “NeuSeg rabind7%). Anche per questo marker
la classe “NeuSeg bassi” non subisce variaziogvainti.

> Neutrofili Banda

Band normali M Band alti
100% | pediomm 8% -
80%
70%
60%
50%
40% o 82% 87%
6 78%
30% 67%
54%

20%
10%

0%

CRP<(Q,30 CRP 2X CRP 4X CRP 8X CRP 12X CRP 30X

Figura 5.8.12 - Distribuzione dei Neutrofili Bandanelle classi bassi/normali/alti per le varie fascdi incremento della
Proteina C Reattiva (CRP), frequenze percentuali.

La classe di distribuzione piu rappresentata rintaredla dei “Band normali” ma la sua
frequenza percentuale subisce una evidente e pigaaiduzione per 'aumento di
quella della classe “Band alti”, che dal 3% dedladia CRP<0,30 raggiunge il 46%
nella fascia CRP 30x, il rapporto tra i due vaéodi 15,3.

5.9 Presenza o assenza di alterazioni nei diversi marker a
confronto con la CRP

5.9.1 Presenza di alterazioni infiammatorie*

Sui 1080 campioni appartenenti al gruppo inflammatCRP> 0,30 mg/dL) queste
erano le frequenze assolute rilevate precedentemnetie 3 classi di distribuzione (vedi
Tabella 5.8.1 modificata)

CLASSE di FREQUENZA: Fib Alb Fe WBC NeuSeg Band
Basso 48 215 292 82 78 X
Normale 225 830 600 658 567 899
Alto 701 32 186 337 427 181

Tabella 5.8.1 modificata - Distribuzione dei markerinfiammatori nelle classi di frequenza basso/normia/alto, per il gruppo

infiammatorio (frequenze assolute), evidenziate feequenze di distribuzioni nelle classi infiammatore* di ciascun

parametro.
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Focalizzando I'attenzione sulle classi che rappres® 'alterazione tipica della
risposta inflammatoria per ciascun parametro ezgetando i campioni con diverse
possibili associazioni di tali alterazioni, abbiaosservato le frequenze che seguono:

Fib alto e Alb bassa:

Fib alto e Fe basso:

Alb bassa e Fe basso:

Fib alto, Alb bassa e Fe basso:

WBC alti e NeuSeg alti:

WBC alti e Band alti:

NeuSeg alti e Band alti:

WBC alti, NeuSeg alti e Band alti:

YV VYVVV VVVY

Associazione di tutti i 6 parametri alterati*:

137 (13%)
210  (19%)
62  (6%)
58  (5%)

286  (26%)

118  (11%)

128  (12%)
111 (10%)

9 (0,8%)

La stessa indagine é stata eseguita nel gruppanfiammatorio (CRF 0,29 mg/dL)

(vedi Tabella 5.8.2 modificata)

CLASSE di DISTR. Fib Alb Fe WBC NeuSeg Band
Basso 38 57 61 99 79 X
Normale 417 661 539 608 604 736
Alto 301 39 157 50 74 21

Tabella 5.8.2 modificata - Distribuzione dei markerinfiammatori nelle classi di frequenza basso/norma/alto, per il gruppo
non infiammatorio (frequenze assolute), evidenziatke frequenze di distribuzioni nelle classi infiamratorie* di ciascun

parametro.

e ha prodotto i seguenti risultati:

Fib alto e Alb bassa:

Fib alto e Fe basso:

Alb bassa e Fe basso:

Fib alto, Alb bassa e Fe basso:

WBC alti e NeuSeg alti:

WBC alti e Band alti:

NeuSeg alti e Band alti:

WBC alti, NeuSeg alti e Band alti:

YV VVVYVY VVVYVY

Associazione di tutti i 6 parametri alterati*:

31 (4%)
32 (4%)
15  (1%)
9 (1%)
46 (6%)
14 (2%)
14 (2%)
13 (2%)
2 0,2%)

E’ stato calcolato il rapporto tra le frequenze dige gruppi a confronto (infammatorio

e non infammatorio) in tutti i sottogruppi valutat

Nella Tabella 5.9 i risultati sono disposti in ardidecrescente in base al valore del

rapporto tra le frequenze.
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Alterazioni inflammatorie CRP >0,30 CRP<0,29 rapporto delle frequenze

NeuSeg > Band > 128 14 9,1

Band > 179 21 8,5

WBC > NeuSeg > Band > 111 13 8,5

WBC > Band > 118 14 8,4

Fib > Fe < 210 32 6,6

Fib > Alb < Fe < 58 9 6,4

WBC > NeuSeg > 286 46 6,2
WBC > 302 50 6

NeuSeg > 390 74 5,3

Fe < 292 61 4,8

Fib > Alb < 133 31 4,3

Alb < Fe < 62 15 4,1

Alb < 215 57 3,8

Fib > 701 301 2,3

Tabella 5.9.1 - Distribuzione dei campioni del gnopo infiammatorio e non inflammatorio rispetto alla presenza di una o
piu alterazioni infiammatorie* e confronto delle frequenze con stima del loro rapporto matematico.

5.9.2 Totale assenza di alterazioni

Nel gruppo inflammatorio (CRP 0,30 mg/dL) i campioni che presentavano valori di
Fib, Alb, Fe,WBC, NeuSeg e Band all'interno depativi intervalli di riferimento
sono58/1080 (5%).

Le frequenze di distribuzione di questi campiora,lé fasce di incremento di CRP,
sono riportate nella tabella 5.9.2.

CRP 2x CRP 4x CRP 8x CRP 12x CRP 30x
32 14 9 3 0

Tabella 5.9.2 — Distribuzione dei campioni senzatarazione di Fibrinogeno, Albumina, Ferro, Leucocit, Neutrofili
Segmentati e Neutrofili Banda, rispetto alle fascdi incremento della Proteina C Reattiva (CRP).

Nel gruppo non infiammatorio (CRP0,29 mg/dL) i campioni che presentavano i
valori degli stessi parametri all'interno deglientalli di riferimento son@29757
(30%).

5.10 Accuratezza, sensibilita e specificita dei diversi
marker infiammatori rispetto alla CRP

L'analisi della curva ROC ha fornito per ciascumgmaetro I'’AUC (Area Under the

ROC Curve), il livello di significativita P, la seibilita e la specificita per ciascun
valore analizzato (€ dalla determinazione di sdlitsile specificita per tutti questi valori
che viene creata la curva ROC), con rappresentagafica della curva.

In merito alle stime di sensibilita e specificitnse state scelte quelle associate ai valori
al di sopra o al di sotto dei limiti di riferimentper ciascun parametro, che risultano
modesti ma significativi.
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L'AUC rappresenta una misura di accuratezza diaggasche secondo la
classificazione di Swets andrebbe interpretata dadieato nella Tabella 5.10.1.

AUC =05 Test non informativo

0,5 <AUC<0,7 Test poco accurato

0,7 <AUC<0,9 Test moderatamente accurato
0,9<AUC<K<1 Test altamente accurato
AUC =1 Test perfetto

Tabella 5.10.1 — Classificazione di Swets per I'iatpretazione dei valori di Area Under the ROC Curve(AUC).

| risultati ottenuti in questo studio sono i sediien

Fibrinogeno

AUC = 0,67

P <0,0001

Sensibilitd a 400 mg/dL = 52,5
Specificita a 400 mg/dL = 77,5
Allaumentare dei valori di Fib,

diminuisce la sensibilita e aumenta
la specificita.

Albumina

AUC = 0,64

P <0,0001

Sensibilita a 2,45 g/dL = 18,3
Specificita a 2,45 g/dL = 93,4
Al diminuire dei valori di Alb,

diminuisce la sensibilita e aumenta la
specificita.
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Figura 5.10.1 — Curva ROC del Fibrinogeno (Fib)
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Figura 5.10.2 — Curva ROC dell’Albumina Alb)




Ferro

AUC = 0,64

P <0,0001

Sensibilita a 80 pg/dL = 19,4
Specificita a 80 pg/dL = 95,4
Al diminuire dei valori di Fe,

diminuisce la sensibilita e aumenta la
specificita.

Leucociti

AUC =0,70

P < 0,0001

Sensibilita a 18 K/pL = 27,8
Specificita a 18 K/uL = 94,2
Allaumentare dei valori dei WBC

diminuisce la sensibilita e aumenta la
specificita.

Neutrofili Segmentati

AUC =0,71

P < 0,0001

Sensibilita a 12 K/uL = 38,8
Specificitd a 12 K/uL = 90,2
All'aumentare dei valori dei NeuSeg

diminuisce la sensibilita e aumenta la
specificita.
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Figura 5.10.3 — Curva ROC del Ferro (Fe)

WBC

T T N S S A O A T |

0 20 40 60 80 100

100-Specificity

Figura 5.10.4 — Curva ROC dei Leucociti (WBC)
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Figura 5.10.5 — Curva ROC dei Neutrofili SegmentatNeuSeg)
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Band

Neutrofili Banda
AUC =0,59

P <0,0001

Sensitivity

Sensibilita a 0,31 K/uL=17,6
Specificita a 0,31 K/uL = 98
All'aumentare dei valori dei Band

diminuisce la sensibilita e aumenta la
specificita.

L L L ! L
0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Figura 5.10.6 — Curva ROC dei Neutrofili Banda (Bad)

| risultati sono riassunti nella Tabella 5.10.2.

Marker Infiammat. Sensibilita Specificita AUC
Fib 52,7 77,5 0,67
Alb 18,3 93,4 0,64
Fe 19,4 95,4 0,64
WBC 27,9 94,2 0,70
NeuSeg 38,8 90,2 0,71
Band 17,6 98 0,59

Tabella 5.10.2 — Risultati delle analisi delle cuey ROC per i marker infammatori Fibrinogeno (Fib), Albumina (Alb), Ferro
(Fe), Leucociti (WBC), Neutrofili Segmentati (NeuSg) e Neutrofili Banda (Band): sensibilita, specifita e Area Under the
ROC Curve (AUC).

I valori di AUC interpretati secondo la classifiaaze di Swets, permettono di
classificare i diversi marker inflammatori come seg

» Test moderatamente accurato: NeuSeg

e Test poco accurati: WBC, Fib, Alb, Fe, Band

5.11 Presenza di alterazioni leucocitarie e correlazione
con i valori di CRP

La presenza delle seguenti alterazioni cellulagutxbfili Tossici, Monociti Attivati e
Linfociti Reattivi, e stata osservata durante lmtazione microscopica dello striscio di
sangue periferico, sia nel gruppo inflammatorio R2R0,30 mg/dL) che nel gruppo
non inflammatorio (CRR 0,29 mg/dL). Nella Tabella 5.11 sono riportatééguenze
assolute ricavate dal presente studio.
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categorie dif CRP> 0,30 mg/dL(1080 campioni) | CRP< 0,29 mg/dL(757 campioni)
presenza | Neu TOX MonATT LinfREA | Neu TOX MonATT Linf REA
-[+ 13 7 4 2 10 25
+ 18 130 134 0 52 111
++ 2 106 73 0 30 42
+++ 0 15 14 0 0 2
++++ 0 1 0 0 0 0
tot 33 259 225 2 92 180

Tabella 5.11 — Distribuzione dei campioni dei duergppi in base alla presenza di alterazioni leucoditrie: Neutrofili Tossici
(Neu TOX), Monociti Attivati (Mon ATT) e Linfociti Reattivi (Linf REA), frequenze assolute per ciascua categoria di
presenza (-/+, +, ++, +++, ++++) e totali.

Nei grafici che seguono sono rappresentate le énezpipercentuali totali delle 3

tipologie di alterazione nei due gruppi a confronto

CRPz030 331%
20,7%
3,0%
Neu tox Mon att Linf reat

Figura 5.11.1 — Distribuzione dei campioni del grupo
infiammatorio (CRP > 030) in base alla presenza delle
alterazioni leucocitarie Neutrofili Tossici (Neu to),
Monociti Attivati (Mon att) e Linfociti Reattivi (L inf

CRP < 029 23,8%

12,2%

0,3%

Neu tox Maon att Linf reat

Figura 5.11.2 — Distribuzione dei campioni del grupo
non infiammatorio (CRP < 029) in base alla presenza
delle alterazioni leucocitarie Neutrofili Tossici Neu tox),
Monociti Attivati (Mon att) e Linfociti Reattivi (L inf
reat), frequenze percentuali.

reat), frequenze percentuali.

Per quanto riguarda i Neu TOX, sebbene la rapptasea sia estremamente bassa in
entrambi i gruppi, mettendo a confronto i risul&tosserva che la loro presenza
incrementa di 10 volte nel gruppo inflammatorio €R0,30 mg/dL).

| Mon ATT, nel gruppo infammatorio (CRP0,30 mg/dL), sono I'alterazione piu
rappresentata con una frequenza percentuale de&l%3,

Nel gruppo non infiammatorio (CRP0,29 mg/dL) la loro presenza si osserva nel
12,20% dei campioni, quindi 'incremento di talentiastazione nel gruppo
inflammatorio e di 1,9 volte.

| Linf REA risultano presenti in entrambi i grupgdn una frequenza pressoché
sovrapponibile, la differenza e infatti di 1,1 &dee del gruppo non infiammatorio
(CRP< 0,29 mg/dL).

La relazione tra alterazioni cellulari e CRP éastatalizzata con 'analisi di
correlazione di Spearman.

| risultati evidenziano I'esistenza di una modestaelazione positiva tra Neu TOX,
Mon ATT e CRP, con valori di 0,23 e 0,22 rispetthente, tale correlazione risulta
comungue altamente significativa, con P = 7Q@r i Neu TOX e P = 1,44 per Mon
ATT.

Invece i Linf REA hanno mostrato una apparenteetazione negativa che pero non é
risultata significativa (P > 0,05).
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6 DISCUSSIONE

6.1 Distribuzione della popolazione in base a sesso, razza
ed eta

Le distribuzioni delle due popolazioni prese inmesaovvero quella del gruppo
inflammatorio (CRP> 0,30 mg/dL) e quella del gruppo non inflammat¢@&P< 0,29
mg/dL), sono risultate sufficientemente omogensespsso, razza (considerando le
razze con rappresentanza numericamente signife)aiy eta, da escludere la presenza
di unselection bias

Non sono emerse differenze statisticamente sigiifie tra i due gruppi per quanto
riguarda il sesso (P=0,0891) e le razze (P=0,2&ith)dendo nel test del Chi Quadro le
razze con una rappresentanza minima di 10 soggetitneno uno dei due gruppi.

Secondo vari studi riportati in letteratura, lgpasta della CRP non risulta influenzata
da sesso e razza. Si ricordano a tal propositdoyashi (2003) che nel suo studio su
Beagle sani aveva osservato I'assenza di correlazra i valori di CRP ed il sesso dei
soggetti; Mitchell (2009) che in casi di anemia étita immunomediata, per quanto
riguarda il sesso aveva ottenuto un valore P=@8b5¢guanto riguarda le razze un valore
P=1,00; e Galezowski (2010) che ha escluso la praesgi un’associazione significativa
tra eta e valori di CRP nei pazienti con addomeaacu

Tornando sui risultati emersi nel presente stuglinyece stata osservata la presenza di
una differenza statisticamente significativa (P8001) per quanto riguarda I'eta.
Osservando i dati della Tabella 5.3.1, che riplerfaequenze assolute, si nota
nell’'ultima fascia di eta (>7 anni) una forte digenza della distribuzione dei pazienti
nel gruppo infammatorio e in quello non inflamma&q707/359, ma valutando le
frequenze percentuali (Figura 5.3) si puo notaeeadistono differenze significative gia
dai 4 mesi di eta.

In particolare si osserva che dai 4 mesi ai 7 dhata la popolazione &€ maggiormente
distribuita nel gruppo non inflammatorio (CRRP,29 mg/dL), mentre dai 7 anni in poi
si assiste ad una netta inversione di tendenzaawmento della distribuzione nel
gruppo inflammatorio (CRP 0,30 mg/dL).

Secondo il lavoro di Hayashi et al. (2001), cheagmva la risposta della CRP in seguito
a iniezione di olio di trementina e, successivameatinfezione sperimentalmente
indotta con inoculazione @.aureusla CRP risponde in maniera significativamente
ridotta nei cuccioli di eta < 1 mese.

Una ridotta risposta della CRP nel primo mese tdi @ei pazienti canini,
potenzialmente potrebbe aver determinato in questho una riduzione della
prevalenza di patologie inflammatorie nella priraadia di eta (dal momento che la
presenza di patologie inflammatorie & stata detataisoltanto sulla base dei valori di
CRP).

A tal proposito, si fa notare che la prima fasgiatd comprende soggetti di eta < 4 mesi
(quindi abbraccia un intervallo di eta piu ampi®i segnala che in realta nel nostro
studio era presente un solo paziente di eta < & nodtsetutto incluso nel gruppo
inflammatorio con un valore di CRP di 3,4 mg/dL.
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Studi successivi, hon specifici per I'eta, hannlutado I'eventuale presenza di
un’associazione tra valori di CRP ed eta in div@a®logie, senza rilevare differenze
significative (a titolo di esempio: Kuribayashi Z)@alezowski 2010) a dimostrazione
che la risposta della CRP non appare influenzdt@i@dae che quindi le differenze di
distribuzione rilevate in questo studio sono effathente legate ad una diversa
prevalenza delle patologie inflammatorie nelle @diaisce di eta.

In particolare, I'evidente scostamento dei dati'nkiima fascia di eta (>7 anni), indica
un aumento della prevalenza di patologie inflammeaiacute nei soggetti anziani (>7
anni).

Il successivo studio del rischio relativo, ha messevidenza il progressivo aumento
dei valori di CRP in relazione all’eta dei soggettin un incremento del rischio relativo
pari al doppio tra la fascia di eta ><J anni (r.r.0,7) e quella > 7 anni (r.4.,4).

6.2 Dati della statistica riepilogativa

6.2.1 Valori massimi e minimi

Dai risultati dell’analisi statistica riepilogativei dati, I'osservazione dei valori minimi
e massimi non offre informazioni particolarmentidi ppiché non evidenzia differenze
caratteristiche e/o significative tra il gruppoiamhmatorio (CRP 0,30 mg/dL) e quello
non infiammatorio (CRR 0,29 mg/dL), ad eccezione della CRP che ovviamentgra
valori minimi e massimi nettamente differenti, egs®il parametro che é stato
utilizzato come riferimento per la selezione delggo infammatorio e non
inflammatorio.

Il Fib ad esempio (proteina di fase acuta positprasenta valori massimi pressoché
sovrapponibili nei due gruppi a confron@737/2648mg/dL), I'Alb (proteina di fase
acuta negativa) addirittura presenta un valoremninferiore nel gruppo non
inflammatorio (,07/0,88g/dL), cosi come il Fe3(L/25ug/dL). Anche WBC e NeuSeg
mostrano valori massimi piu alti nei gruppi nonianfimatori.

Alcune di queste osservazioni possono essere $pidghfatto che le stesse alterazioni
possono essere indotte da cause non inflammatoree ad esempio trattamenti
cortisonici per Fib, Alb e NeuSeg, linfomi o leudermper WBC, nefropatie proteino-
disperdenti per Alb.

| Band invece sono gli unici che, come ci si ategetibe dal confronto tra un gruppo
inflammatorio e uno non inflammatorio, presentanovalore massimo nettamente
superiore nel gruppo infammatorio rispetto a quekl gruppo non infiammatorio
(38,54/16,4ZK/uL) con un rapporto di 2,3.

Un’altra osservazione € che Fib, WBC e NeuSeg igigp inflammatorio hanno dei
valori minimi piu bassi rispetto al gruppo non arfimatorio: Fib 10/40 mg/dL), WBC
(0,23/0,34K/uL), NeuSeg@,06/0,18K/uL).

Il Fib cosi basso e indubbiamente legato ad urcensumo, che nel gruppo
inflammatorio puo dipendere da patologie molto gre@me ad esempio condizioni di
shock settico, situazione in cui la cascata citachi sfugge ai meccanismi di
modulazione dell’'infiammazione e la liberazione siea di TNFe promuove la
coagulabilita del sangue, conducendo allo svilugipmbagulazione intravasale
disseminata che consuma il Fib plasmatico.

Valori di Fib molto bassi sono tuttavia presentla nel gruppo non inflammatorio e
possono essere legate a patologie della coagutariarsufficienza epatica, quindi
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cause che determinano un aumentato consumo odgttarproduzione, ma non legate
ad un processo inflammatorio acuto.

Per quanto riguarda WBC e NeuSeg, valori cosi tigossono essere legati a infezioni
virali (ad es. Parvovirus) o protozoarie (ad eglielia o Leishmania) che sopprimono
I'emopoiesi, 0 a stati setticemici con consumoediute e inappropriata risposta
midollare, legata sia all’esaurimento del poolisierva midollare che si verifica in corso
di processi infettivi iperacuti, che a stati togsi@.

Anche in questo caso i valori minimi del gruppo moilemmatorio sono bassi quasi
guanto quelli del gruppo inflammatorio e le cause mfiammatorie di tali leucopenie
sono attribuibili a sindromi mielodisplastiche, pogssione midollare da farmaci
citotossici o altri tipi di sostanze tossiche,rddmi in stadi non associati a danno
tissutale (e quindi senza reazione infammatoripatée dell’organismo).

In base a queste osservazioni risulta evidenteél caege dei valori espressi dai vari
parametri € molto ampio e non cambia in modo dSigatif’o con la presenza o assenza
di un processo inflammatorio, dato che esistonerivfattori che sono in grado di
alterare le concentrazioni ematiche di ciascuresdi.

Percio osservare il singolo risultato di uno disjumarker puo essere estremamente
fuorviante.

» In merito alle considerazioni sopra esposte si smmeolati i possibili errori
analitici, che i tecnici di laboratorio e gli stes®edici di veterinari devono
sempre escludere prima di procedere con I'inteagrene dei risultati.

6.2.2 Mediana e percentili

Osservando la mediana del Fib nel gruppo infamna{@RP> 0,30 mg/dL) si nota
che il valore che delimita la prima meta dei dagi&un valore che supera i limiti di
riferimento del Fib, mentre la mediana del Fib greippo non inflammatorio (CRP
0,29 mg/dL) rappresenta un valore compreso netilanriferimento del Fib 430/271
mg/dL). Cio indica che almeno la meta dei campappartenenti al gruppo
inflammatorio presenta valori di Fib superiori abantervallo di riferimento.

Al 2,5° Pctl, i valori di entrambi i gruppi risulta al di sotto dei limiti di riferimento
della normalita, con il 2,5° Pctl del gruppo infiaratorio che appare leggermente piu
basso di quello del gruppo non infammatoB8/02mg/dL). Le considerazioni su
guesti dati sono sovrapponibili alle osservazigecpdentemente fatte per i valori
minimi di questo parametrd.97,5° Pctl cade su valori al di sopra dei linalii
riferimento per entrambi i gruppi, con quello dalgpo inflammatorio piu elevato del
97,5° Pctl del gruppo non inflammatorio di 1,6 egt404/900mg/dL), quindi anche se
i valori massimi rilevati nei due gruppi sono molioini, in realta i dati si
distribuiscono diversamente, con una tendenzathesre valori di Fib piu elevati nel
gruppo inflammatorio.

| WBC di entrambi i gruppi hanno una mediana ckatra nell'intervallo di riferimento
sebbene quella del gruppo inflammatorio sia pivatkedi 1,4 volte rispetto alla
mediana del gruppo non infiammatori®(7/8,78K/uL). 1l 2,5° Pctl di entrambi
esprime un valore al di sotto dei limiti di rifer@mto e quello del gruppo inflammatorio
risulta piu basso di quello del gruppo non infiantonia, mentre il 97,5° Pctl e per
entrambi un valore al di sopra dei limiti di riferento, ma quello del gruppo
inflammatorio supera I'altro di 1,8. Quindi, nelgpo inflammatorio la prevalenza di
campioni con valori estremi (sia verso l'alto clezso il basso) appare moderatamente
piu alta.
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Osservazioni analoghe si riscontrano nei NeuSeg dapporti tra le mediane e tra i
97,5° Pctl dei due gruppi sono rispettivamenteel]67.

Per i Band, in entrambi i gruppi a confronto la med esprime il valore O (che rientra
nel normale intervallo di riferimento) mentre al®7Pctl si assiste ad uno scostamento
dei dati importante,27/0,37K/uL) con un rapporto di 6/1.

Cio indica che, anche se almeno la meta dei carngi@ntrambi i gruppi non presenta
Band, nel 97,5° Pctl i campioni del gruppo infiantanep mostrano la comparsa di un
numero di Band molto elevated,27 K/uL), valore fortemente superiore a quello
espresso sul 97,5° Pctl del gruppo non inflammat(j37 K/uL) che invece e
relativamente vicino all'intervallo di riferimenthi questo parametro.

Tuttavia va ricordato che, nella pratica clinicar palutare i Band & necessario metterli
a confronto con il valore dei NeuSeg e dei WBC,qtabilire se una loro presenza sia
indicativa di deviazione a sinistra rigenerativdegenerativa.

Per quanto riguarda Alb e Fe le rispettive meddirentrambi i gruppi corrispondono a
valori considerati normali ed i valori di Alb sopoessoché sovrapponibiB,06/3,34
g/dL) mentre quelli di Fe esprimono un leggero smognto {16/140ug/dL) con

valore piu basso nel gruppo inflammatorio. Valuaadche i Pctl si osserva che
sostanzialmente le distribuzioni di questi parammei due gruppi hanno un andamento
sovrapponibile, anche se i dati del gruppo infiatoma (CRP> 0,30 mg/dL) piu per

Fe che per Alb, presentano valori tendenzialmentéassi.

6.2.3 Coefficienti di asimmetria e curtosi

La curva di distribuzione dei dati della CRP, nelgpo infiammatorio risulta
leptocurtica (curtosi 10,5) e con asimmetria peaifcoda piu lunga a destra) di 2,5,
mentre nel gruppo non inflammatorio appare platicar(curtosi -1,3) con asimmetria
positiva di 0,25.

| dati del Fib formano una curva di distribuzioegtbcurtica e con asimmetria positiva
in entrambi i gruppi. La curva del gruppo non infilaatorio risulta comunque piu
appuntita e con una coda a destra piu lunga.

Per la Alb le curve di distribuzione dei due grupmstrano entrambe una asimmetria
negativa, con coda a sinistra piu lunga nel gruppoinfiammatorio (-0,2/-0,5). |
coefficienti di curtosi descrivono una curva platiica nel gruppo infiammatorio (-0,1)
e leptocurtica nel gruppo non inflammatorio (1,2).

| dati di Fe, WBC, NeuSeg e Band formano curveisiridbuzione leptocurtiche e
asimmetriche a destra in entrambi i gruppi.

Tuttavia nei WBC e NeuSeg la curtosi presenta aorta flifferenza tra i due gruppi
essendo rispettivamente 12,8 e 5,4 nel grupponmfiatorio, 131,5 e 127,6 nel gruppo
non inflammatorio. Le curve di distribuzione prese& inoltre code a destra
nettamente piu lunghe nei gruppi non infammatori.

Mentre i Band sono il parametro che presenta ifficdente di curtosi piu elevato, con
350,5 nel gruppo inflammatorio e 332,8 nel gruppo mfiammatorio), con una forte
asimmetria a destra in entrambi i casi.

Le forme di distribuzione sopra descritte evidenaiahe i dati raccolti in questa tesi
non formano una curva gaussiana, tipica dellaibdistrone normale dei dati.

E’ per questo motivo che, per confrontare i dakigteppo inflammatorio con quelli del
gruppo non inflammatorio, non sono stati presiansiderazione la media aritmetica e
la deviazione standard, ma sono stati utilizzatiliarea e percentili.
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6.2.4 Distribuzione dei dati

Il tipo di distribuzione verificata con il test Kmbgorov-Smirnov e risultata non
normale per tutti i parametri studiati in entramgruppi (questo risultato non fa che
confermare cio che era stato evidenziato in precae

La presenza di una distribuzione non normale dij @ache se non offre un contributo
all'interpretazione pratica dei dati raccolti inegtia tesi, € un dato molto importante
perche ha influenzato la successiva scelta deidnstatistici utilizzati per analizzare il
rapporto tra la CRP e gli altri marker inflammatori

6.3 Correlazione tra i marker infiammatori

| coefficienti di correlazione per ranghi di Speanmmostrano che la CRP é
positivamente correlata con Fib, WBC, NeuSeg e Banmgkgativamente correlata con
Alb e Fe. Il grado con cui la CRP si correla cai fiparametri € piuttosto basso,
tuttavia la significativita di queste correlazi@nimolto elevata.

| coefficienti di correlazione piu alti tra la CRRgli altri parametri, sono con il Fib e
con i NeuSeg, dove R risulta per entrai®j2i6

Seguono poi i WBC (R 8,29, I'Alb (R =-0,2) ed i Band (R 9,14, da ultimo il Fe
che esprime un coefficiente di correlazione estraarde basso, con R par-#,08

La correlazione espressa tra Fib e NeuSeg é sollatd

Cio significa che, anche se entrambi presentastelsso coefficiente di correlazione
con la CRP, le informazioni da cui tale correlaei@®riva sono differenti e ben distinte
(infatti grado di correlazione tra loro € molto fnasso).

In letteratura esistono altri lavori che hanno tetioi la correlazione della CRP con altri
marker inflammatori, ma il confronto del preserttedgo con i loro risultati € piuttosto
difficile per varie ragioni:

- nessun lavoro ha mai preso in considerazione@gsstmarker valutati in questa
tesi, contemporaneamente;

- nella maggioranza dei casi si tratta di studi climon un minor numero di
pazienti che perd sono seguiti nell’evoluzione i determinata patologia
(indotta o spontanea);

- alcuni lavori presentano metodi di misurazioneal€RP che offrono risultati
dicotomici;

- non sempre i risultati statistici sono riportatnmdo esaustivo e in qualche caso
contengono delle imprecisioni;

- spesso i metodi statistici utilizzati sono diffeien

Si ricordano Ohno et al. (2006) e Galezowski ef20110) che hanno valutato la
correlazione presente tra CRP e WBC, rispettivaengn88 cani con poliartrite
idiopatica e 32 cani con sindrome da addome atugntrambi i casi la correlazione
rilevata al momento della presentazione dei pazezatnulla o0 molto bassa, poi nel
follow up entrambi segnalano un netto aumento delfeelazione tra i due parametri,
che corrisponde ad una riduzione sia dei valoGRP che del numero di WBC nei
pazienti sottoposti a trattamento. Nello studi®tno (che ha utilizzato la correlazione
di Pearson) in relazione al controllo effettuatdraa 2 settimane dall’inizio del
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trattamento e riportata la correlazione R=0,6 neelatistudio di Galezowski non
fornisce questo dato.

Risultati analoghi, ovvero con un aumento progkesdella correlazione tra CRP ed
altri parametri, sono riportati anche da MitchlDQ9) nei pazienti affetti da anemia
emolitica immunomediata. In questo caso pero iffamente di correlazione (di
Spearman) per i WBC risulta piu basso (R=0,25)tispa quello riportato nello studio
descritto sopra. Nel lavoro di Mitchell e riferémche il coefficiente di correlazione tra
WBC e Alb (R=-0,24) in linea con quello ottenutoquesta tesiR= -0 ,23.

Il coefficiente di correlazione tra CRP e WBC enoersquesta tesi € nettamente
inferiore R=0,24) rispetto a quanto riportato nel lavoro di OhneQE5), mentre appare
concorde con il risultato di Mitchell (R=0,25).

Va sottolineato comunque che questi autori hanegueto le analisi di correlazione tra
i vari marker su pazienti con patologia conclam@ateorso (valutando la correlazione di
volta in volta nei diversi momenti della sua evadune e della sua remissione) e che le
correlazioni sopra riportate sono quelle piu ateenute dopo un certo periodo di
tempo dalla iniziale presentazione degli animali.

Nel nostro studio invece 'indagine e stata fatthzaando tutti i campioni selezionati
dal database, senza far riferimento ad una spag@ftologia, ne al momento in cui il
controllo ematico era stato fatto rispetto all'ingenza della patologia stessa o all’inizio
del trattamento.

Un altro lavoro che evidenzia la correlazione esitst tra CRP e altri parametri € quello
di Nakamura et al. (2008) che hanno condotto ua@ae retrospettiva su 928 cani con
varie patologie, sia infammatorie che non infianwoni@. Secondo gli autori, in questo
studio la CRP non sarebbe correlata a NeuSeg e, Bandsulta correlata a WBC e,
dopo aver escluso i casi di sindrome nefrosica@qgga intestinale cronica, con Alb;
infatti ad una prima valutazione della correlazitnaeAlb e CRP il risultato emerso non
era significativo, mentre dopo aver eliminato datlagine statistica i casi in cui
I'ipoalbuminemia dipendeva da un’aumentata perdwnalori di Alb e CRP hanno
mostrato un coefficiente di correlazione significat(R = —0,40).

Prendendo spunto da questo dettaglio dell'indadimdakamura, si puntualizza che nel
nostro lavoro, avendo utilizzato tutti i campioalezionati dal database, sono
certamente presenti casi che mostrano alterazepatametri inflammatori provocati

in realta da cause non inflammatorie e che queséna i bassi valori dei coefficienti di
correlazione.

Tuttavia il livello di significativita che € emerssulta estremamente elevato e cio
significa che quando queste alterazioni sono legateuse infiammatorie I'associazione
tra i dati € molto forte.

Contemplando anche le altre correlazioni analizizatevari marker, se si osservano i
coefficienti di correlazione espressi fra i tregraetri leucocitari, si nota che sono quelli
che mostrano (ovviamente) tra loro i piu alti vattircorrelazione: WBC e NeuSeg
(R=0,92, WBC e Band (R8,54), NeuSeg e Band (R=45 e la significativita di queste
correlazioni é elevatissima.

E’ da precisare, comunque, che WBC e NeuSeg namtsatoro perfettamente

correlati e che i coefficienti di correlazione ddBand sono nettamente piu bassi.

E’ proprio in queste differenze che risiede I'imfamza di avere a disposizione tutti e tre
I parametri leucocitari, specialmente NeuSeg e Bpacthe non sempre i risultati di un
parametro leucocitario “corrispondono” con quedlirfiti dagli altri.
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In particolare, avere a disposizione il valoreBand puo fare una enorme differenza
nell'interpretazione di WBC e NeuSeg, visto che@ppo sulla base del rapporto
NeuSeg e Band che si differenziano una deviazi®ieistra rigenerativa o
degenerativa della formula leucocitaria (elemestoeenamente significativo nel
caratterizzare la gravita del processo inflammatoriatto) e per avere la stima dei
Band e indispensabile la valutazione microscopetb agtriscio ematico, poiché la
maggior parte degli analizzatori emocromocitometran sono in grado di discriminare
questa categoria cellulare.

In un lavoro condotto da Lubas et al. nel 2012, adlizzatore impiegato in questo
studio (Procyte®) era risultata una buona concarddra la segnalazione della
presenza di Band da parte dello strumento e delfaipre microscopista. Tuttavia lo
strumento non offre la valutazione numerica di tpiesllule e quindi la valutazione
microscopica resta un passaggio necessario e iampert

Il Fe € un parametro che presenta risultati pderganfatti il grado di correlazione con
la CRP era gia estremamente basso e lo stessactm@# e espresso per il Fib ©,08.
Presenta il suo piu alto grado di correlazionelgslb (0,18, mentre con i parametri
leucocitari non mostra alcuna correlazione sigatha.

In linea generale sembra quindi il marker piu irtigente rispetto agli altri, ma anche il
meno correlato con la presenza o assenza di uegsoenfiammatorio.

E’ da considerare che il Fe € il parametro chedeili altri subisce I'influenza delle
variazioni circadianechikazawa, Hori et al. 2013; Harvey et al. 198Bbbene, nel cane, il modo in
cui la sideremia cambia durante il corso dellargata sia un elemento che dev’essere
ancora studiato meglio, poiché i dati presenteiteratura sono fortemente contrastanti.
Cio non toglie che I'entita delle variazioni rildeze significativa e che questo,
potenzialmente, puo creare problemi nell’interprietae dei risultati.

Se ad esempio, in un soggetto con patologia infiataria lieve o moderata e sideremia
tendenzialmente bassa, il prelievo viene eseg@tonomento in cui la sideremia
raggiunge il suo picco giornaliero si potrebbe osm® un valore di Fe che risulta
all'interno del suo intervallo di riferimento. Quegotrebbe in parte giustificare la
bassissima correlazione riscontrata in questoatudi

Oltre a questo, in diversi casi il Fe valutato ealso di processi infiammatori
sperimentalmente indotti e capaci di provocaregmanti superiori a 12x della CRP in
un solo giorno, ha mostrato un comportamento paaiie, con una repentina riduzione
dei suoi livelli sierici immediatamente dopo 'irmlane del processo inflammatorio ed
un suo successivo rapido ritorno ai livelli fisigioi, seguito poi (nel caso di stimoli

inflammatori ripetuti) ad un progressivo declindlasideremia.
(Chikazawa, Nakazawa et al. 2013; Otabe et al. 2000)

Il fenomeno sembra legato ad una massiva espresdi@pcidina indotta da stimoli
inflammatori molto efficaci, questo porta ad un afdamento della sideremia tale da far
subentrare dei meccanismi di controllo che riparfgmovvisoriamente, i livelli sierici a
valori fisiologici nonostante il processo inflammab ancora in atto. Se poi
I'inflammazione persiste, il meccanismo di regodewd inflammatorio torna a prevalere,
determinando una riduzione piu graduale dei livadrici di Fe.

Tale comportamento bifasico della sideremia couisite ulteriormente a giustificare la
scarsa correlazione rilevata tra Fe e gli altrikear
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6.4 Rapporto tra CRP e gli altri marker infiammatori

Con l'analisi della regressione multipla é statalgtta la relazione di dipendenza tra
CRP e gli altri marker infiammatori. Cio significgservare, con un test specifico, se
statisticamente i valori della CRP siano dipenddatiguelli espressi da uno o piu
marker a confronto (le variabili indipendenti).

Il valore di R corretto (che & il coefficiente di determinazi@umiustato sul numero di
variabili indipendenti) e risultato prossimo allenOentrambi i gruppi (infiammatorio =
R? corr.0,05 non infiammatorio = Rcorr.0,02)

Questo permette di affermare che le informaziomife dalla CRP non possono essere
predette dalle informazioni degli altri parametri.

Osservando i risultati relativi alla significati&itli ciascuna variabile indipendente, il
Fib nel gruppo infiammatorio mostra P=0,0001 egnappo non inflammatorio
P=0,0013, i Band presentano un P=0,003 solo nelpgrinflammatorio. Se i valori di
R? corretto fossero stati prossimi a 1, il P avreipioécato quali sono le variabili che
esercitano valore predittivo sulla CRP, ma in quessso I'informazione e irrilevante.

6.5 Fasce di incremento della CRP

Nel gruppo inflammatorio (CRP 0,30 mg/dL) il numero di campioni inclusi nelle
varie fasce parte dz66 della fascia di incremento 2x e tende a saB&6fiella fascia
4x) raggiungendo il massimo c8d7 nella fascia 8x, che e quindi quella piu
rappresentata (32%).

Con le fasce di incremento piu alte si assisterednetta e progressiva riduzione del
numero di campioni, infatti la fascia 12x ne cob®® mentre la fascia 30x (nonostante
I'intervallo dei valori sia piu largo) ne conta s 6.

Questo indica che le malattie infammatorie si E8pno piu comunemente con valori
compresi tra 0,3 e 2,4 mg/dL (2x,4x e 8x) di CREntre quelle che presentano valori
superiori sono meno frequenti e tale frequenzaragpaersamente proporzionale ai
valori di CRP.

6.6 Distribuzioni dei marker infiammatori

Osservando come variano le frequenze di distrimezatei diversi parametri all’interno
delle classi “basso”/“normale”/“alto” in relaziore valori di CRP, risulta evidente che
la presenza di infiammazione (con CRB,30) influenza in modo significativo tali
distribuzioni, con un aumento percentuale dellssilahe rappresentano I'alterazione
inflammatoria tipica per ciascun parametro (“bagser’Alb e Fe, “alto” per Fib, WBC,
NeuSeg e Band)*.

Queste osservazioni si basano solo sulle frequemzeui i vari parametri esprimono
valori bassi o alti rispetto ai relativi intervatli riferimento. Quindi 'aumento del
valore di distribuzione di un parametro signifiesoglicemente che c’e un maggior
numero di campioni che mostra valori alterati*. @an fornisce una valutazione
rispetto all’entita di tali alterazioni (cioe sepdrametro € pit o0 meno lontano
dall'intervallo di riferimento).

Osservando la Tabella 6.6.1 dove dove i markeanmfnatori del gruppo infiammatorio
(CRP> 0,30 mg/dL) sono stati ordinati in base al valdireequenza espresso nella
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rispettiva “classe infiammatoria™ si puo notareedhFib € il primo parametro, mentre i
Band sono gli ultimi.

Marker infiammatori Frequenze Assolute Frequenze Percentuali
Fib 701 72%
NeuSeg 427 40%
WBC 337 31%
Fe 292 27%
Alb 215 20%
Band 181 17%

Tabella 6.6.1 — Frequenze assolute e percentualidistribuzione dei campioni del gruppo infiammatorio nella classe
infammatoria* per i marker: Fibrinogeno (Fib), Alb umina (Alb), Ferro (Fe), Leucociti (WBC), Neutrofili Segmentati
(NeuSeg) e Neutrofili Banda (Band).

Quindi il Fib & il parametro che piu frequentememigstra alterazione inflammatoria*
(aumentando i suoi valori) in presenza di una imfieazione di qualsiasi entita (CRP
0,30 mg/dL), mentre i Band sono quelli che, nelledesima situazione, aumentano con
minore frequenza.

Se invece si osservano i risultati ottenuti neileese fasce di incremento della CRP,
prendendo in considerazione il massimo valoreatjdenza espresso per la “classe
inflammatoria” di ciascun parametro, si pud notre il Fib rimane il marker la cui
“classe inflammatoria” raggiunge i valori perceniipéu elevati, seguono i NeuSeg ed i
WBC, poi i Band, infine Fe e Alb (vedi Tabella ).

Marker infiammatori Frequenze Percentuali Incremento della CRP
Fib 78% 8x
NeuSeg 59% 12x
WBC 54% 12x
Band 46% 30x
Fe 36% 8x
Alb 27% 12x

Tabella 6.6.2 — Massime frequenze percentuali distribuzione dei campioni del gruppo infiammatorio rella classe
infammatoria* per i marker: Fibrinogeno (Fib), Alb umina (Alb), Ferro (Fe), Leucociti (WBC), Neutrofili Segmentati
(NeuSeqg) e Neutrofili Banda (Band) e corrispondentiascia di incremento della Proteina C Reattiva (CR).

Questi dati mostrano quindi che, suddividendo igiam in base all’intensita del
processo inflammatorio (espresso dai valori di GR2ari marker esprimono risposte
diverse e I'ordine ed i valori delle massime freageedi distribuzione espresse nelle
rispettive classi inflammatorie cambia.

Osservando i grafici dei risultati (Figure 5.8.3.8.8 - 5.8.9 -5.8.10 - 5.8.11 — 5.8.12)
si puo notare che il Fib € anche 'unico parametreui, in una delle fasce di

incremento della CRP, si rileva 'aumento dellssskcon alterazione opposta (Fib
basso) rispetto a quanto rilevato nel gruppo nbarmmmatorio. Tale incremento e lieve
ma interessante, si osserva nella fascia di inaneor@u alta (CRP 30x).

Si ricorda che quando l'inflammazione e accompagdatfenomeni di coagulazione e
fibrinolisi, F'aumento della sua produzione vierantrobilanciata dall'aumento del suo
consumo e quando i due processi si bilancianadsgnza di uno maschera la presenza
dell’altro, percio i valori di Fib appaiono “nornialQuando invece il consumo supera

la produzione (emorragia acuta e grave, coagulezitravasale disseminata, o
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concomitante insufficienza epatica) la concentraiplasmatica di Fib scende al di
sotto dei valori di riferimento.

Sempre osservando i grafici, i Band rappresentgoarametro che, in relazione ai
valori di CRP, varia con maggiore intensita le pi@jfrequenze di distribuzione nella
“classe inflammatoria”. | “Band alti” infatti aum&mno progressivamente dal 3% del
gruppo non inflammatorio (CRP0,29 mg/dL) al 46% della fascia di incremento 30x
(CRP 3,61 — 9,10 mg/dL) del gruppo infiammatoribd& precisare che la fascia di
incremento 30x € anche quella meno rappresentatasati 36 campioni, tuttavia
osservando la fascia 12x si puo notare che la &ezp percentuale dei “Band alti” e del
33%, quindi comunque piu elevata dell’ “Alb bassaie raggiunge il picco nella stessa
fascia di incremento mostrando una differenza neimspetto alla distribuzione nel
gruppo non inflammatorio.

Nella fascia 30x, i Band sono l'unico parametro cbetinua ad aumentare la frequenza
di distribuizione nella “classe inflammatoria” mesntutte le altre hanno gia raggiunto il
picco nelle due fasce precedenti.

Il Fib ed il Fe raggiungono il picco a 8x di CRFRE 1,21 — 2,40 mg/dL).

Alb, WBC e NeuSeg raggiungono il picco a 12x (CR#L2- 3,60 mg/dL).

Queste informazioni ci forniscono gia delle indica in merito ai tempi di risposta,
alla sensibilita e specificita dei diversi markafiammatori rispetto alla CRP.

Il Fibrinogeno gia alla prima fascia di incremedtla CRP mostra che il 66%
dei campioni presenta Fib alto, dimostrando quumdi sensibilitd maggiore
rispetto a tutti gli altri marker inflammatori. lpgevalenza dei campioni con
Fib alto raggiunge il massimo a 8x di CRP, cio sugge una certe@ntezza
di risposta del Fib rispetto alla CRP.

La specificita appare bassa, dato che la massiffieaetiza dei “Fib alti” tra
gruppi inflammatori e gruppo non inflammatorio €l¢h.

* Il Fe presenta andamento simile al Fib, ma conrvpkrcentuali nettamente piu
bassi che non raggiungono neanche il 40%. Riselt@pto un marker che
apparentemente presenta stesdacitadi reazione rispetto alla CRP, ma
minore sensibilita del Fib. Tuttavia la maggior#fetenza tra i valori di “Fe
basso” espressi nei gruppi infammatori e nel gauppn infiammatorio (il
rapporto piu alto e di 4,5) suggerisce una spetfgignificativamente piu
alta del Fe rispetto al Fib.

* L'Alb appare invece scarsamente sensibile e moa@ente specifica, poiché i
suoi valori di frequenza percentuale nella clagdb bassa” rimangono
sempre bassi, ed il confronto con i valori del grupmon infiammatorio
evidenzia che la massima differenza rilevata énaremento di 3,4. Inoltre i
tempidi reazione rispetto alla CRP appaiono piu lunglguwelli di Fib e Fe
visto che la classe “Alb bassa” raggiunge il pidcérequenza nella fascia
CRP 12x.

 WBC e NeuSeg raggiungono, come I'Alb, la massireguienza percentuale
delle “classi inflammatorie” nella fascia 12x. Lensibilita appare moderata
e piu alta nei NeuSeg, che raggiungono il 51% didSleg alti” gia nella
fascia 8x mentre i WBC restano al 37%. La spetifiéielevata, dato che la
massima differenza con il gruppo non inflammateri®,9 per i NeuSeg e 7,7
per i WBC.

* | Band sono il parametro che mostra la maggenéezzali reazione rispetto

alla CRP e i valori suggeriscono che la sua sditaisia molto bassa per le
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inflammazioni di moderata entita, mentre diventaglevata nelle
inflammazioni piu gravi.

Sicuramente la specificita e altissima, gia nelscfa di incremento 2x, dove
la percentuale di “Band alti” € solo 8% si ossama differenza di 2,7 volte
rispetto al gruppo non inflammatorio (differenzaggmre di quella massima

osservata per il Fib), la massima differenza resatldirittura 15,3.

Non sono presenti studi paragonabili in letterasaiantifica, poiché (come accennato
prima) i molti lavori che studiano il comportamemk& marker infliammatori nel cane,
si basano sui casi clinici o seguono I'evoluzionprdcessi inflammatori
sperimentalmente indotti, in un numero piu ristrelit soggetti e con un’organizzazione
dei dati basata sul tempo, mentre questa rappeeseihdagine puramente statistica
sui dati a disposizione per ciascun parametro.

6.7 Presenza o assenza di alterazioni nei diversi marker a
confronto con la CRP

6.7.1 Presenza di alterazioni infiammatorie*

Se, invece di indagare un parametro alla voltegsibinano insieme piu parametri, il
numero di campioni che presenta le relative altermmfiammatorie diminuisce.
Questo mette in evidenza che i marker tra loro sodipendenti e che le analisi
ematobiochimiche di pazienti con patologie infianion@ non presentano tutte le
alterazioni tipiche di inflammazione.

L'utilizzo di piu marker di flogosi permette quindi disporre di un maggior numero di
dati e, laddove un parametro non presenti altengzioagari un altro puo dare
indicazione di flogosi. Ovviamente i risultati demopoi essere interpretati dal medico,
alla luce dei rilievi clinici e delle conoscenzéateve a tutti i fattori che possono alterare
le misurazioni di tali parametri.

Inoltre ci sono delle differenze tra i due grugpcalcolo del rapporto tra la frequenza
espressa nel gruppo inflammatorio e quella espredsgruppo non inflammatorio per
varie combinazioni di parametri, ha permesso dnijfiearle.

Un rapporto maggiore € espressione della maggifiezahza tra i risultati del gruppo
inflammatorio e di quello non infiammatorio e, gdiindi una maggiore specificita.

Ad esempio il Fib da solo presenta il rapportolmsso (2,3) mentre combinato con
I'Alb o il Fe i valori aumentano a 4,3 e 6,6 rigipeimente, percio la combinazione di
parametri biochimici che offre la specificita (apgatemente) maggiore e quella di Fib
e Fe. L'associazione di tutti e tre i parametrichionici non solo presenta un rapporto
leggermente inferiore (6,4), ma comporta una fodezione delle frequenze (e quindi
del numero di campioni) in entrambi i gruppi.

Cio significa che I'Alb bassa € meno frequentemesociata alle alterazioni
inflammatorie degli altri parametri e che la presedi ipoalbuminemia non
contribuisce ad aumentare la specificita di quéstvi per quanto riguarda le patologie
inflammatorie.
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Riguardo alla prima osservazione va ricordato rmdconcentrazione che si verifica
in caso di disidratazione puo facilmente mascharali@oalbuminemia e questa € una
situazione che non dev’essere sottovalutata; mdtvariazioni che I'Alb esprime in
corso di inflammazione sono talvolta limitate e gw® rimanere all'interno del range
di riferimento, motivo per cui la sua valutaziorernebbe acquistare un maggior valore
se eseguita in serie per monitorarne il trend.

In merito alla scarsa specificita, cio e dovutéeddvato numero di fattori che
influiscono sulle concentrazioni plasmatiche di &tim meccanismi diversi
(produzione, perdita, ridistribuzione); percio malutare I’Alb come marker
inflammatorio € ancor piu importante valutare katagtgenerale del paziente (stato di
nutrizione e di idratazione) e conoscere o indigidue eventuali patologie sottostanti
basandosi anche sui dati del segnalamento peranelagelle piu probabili (ad esempio
nefropatie proteino-disperdenti nei cani anziani)

NeuSeg e Band insieme presentano il rapporto pias (9,1) tra tutte le
combinazioni provate, indicando che neutrofiliacasata a deviazione a sinistra della
formula leucocitaria e un rilievo fortemente asatzialla presenza di infiammazione.

Il secondo rapporto piu elevato é rappresentats@aBand, che rappresentano quindi
un marker che, anche se preso singolarmente,aissitemamente specifico. Fra I'altro
le frequenze riportate per i Band sono maggiogdlle riportate per NeuSeg e Band
contemporaneamente aumentati, questo perche neia@mhe presentano soltanto un
aumento dei Band sono evidentemente presenti vaomali o diminuiti di NeuSeg.

6.7.2 Totale assenza di alterazioni

La totale assenza di alterazioni dei parametri &b, Fe, WBC, NeuSeg, Band risulta
un attendibile indicatore di assenza di flogosghense si registra un 5% di campioni
nel gruppo infammatorio che presenta questa stnazb7 campioni su 1080).
Tuttavia, osservando come questi campioni sonalulisti rispetto alle fasce di
incremento della CRP, si osserva che oltre la mieg@esti campionid2 su 57)
appartiene alla prima fascia (2x).

Nelle altre fasce si nota che maggiore € il liveliancremento della CRP minore ¢ |l
numero di frequenza riportata.

La presenza di campioni con valori di CRP comprasd,30 e 0,60 mg/dL (fascia 2x) o
tra 0,61 e 1,20 mg/dL (fascia 4x) e con tutti djliigparametri nella norma & verosimile,
poiché, tra questi, la CRP rappresenta il markéiodosi acuta piu precoce.

Basti pensare ai numerosi studi sperimentali doveeguito all’induzione di un
processo inflammatorio, prima si assiste all'inaaiento dei valori di CRP e solo
successivamente appare l'alterazione degli altrkergoresi in considerazione.

A titolo di esempio, si ricordano i lavori riguardaCRP e FilySlavov et al. 2011)CRP e
Alb (Yamashita et al. 20051CRP e WBQAnziliero et al. 2013; Parra et al. 2005; Shimatlal.
2002; Yamamoto et al. 1994)

Inoltre, essendo la CRP un marker infammatoriea@ensibile quanto aspecifico, la
presenza di valori moderatamente alti di questtepra in assenza di altre alterazioni
inflammatorie puo dipendere dalla presenza di coodi infiammatorie subcliniche,
quindi di lieve entita. Una situazione spesso n@sgin considerazione e, ad esempio,
I'obesita.(Eisele et al. 2005; German et al. 2009)
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La presenza di valori di CRP molto elevati (8x &)12on gli altri parametri nella
norma, puo ancora essere giustificata dalla pdegbesenza di un processo
inflammatorio acuto e grave in cui la CRP reagistensamente e in breve tempo,
prima che gli altri parametri reagiscano uscenddimhi di riferimento.

E’ anche plausibile che in questi casi 'unico near&he in realta ha gia subito delle
variazioni sia il Fe, ma come spiegato precedenégnguesto parametro puo
manifestare comportamento bifasico e quindi seisurazione é stata effettuata ad 1
giorno circa dallo stimolo inflammatorio si puod esgre una sideremia nella norma.
Questi ipotetici casi sono tuttavia in numero lamit e statisticamente irrilevanti (8
campioni su 1080 nella fascia 8x; 3 campioni su0l@&la fascia 12x).

La totale assenza di alterazioni dei parametri &b, Fe, WBC, NeuSeg, Band nel
gruppo non infiammatorio riscontra invece una fesga del 30%229 campioni su
757).

Ci si sarebbe potuti aspettare una percentuale ioraggna va ricordato che anche in
cani sani spesso si riscontra la presenza di yno parametri lievemente “alterati” (al
di sotto o al di sopra dell'intervalli di riferim&s). Inoltre molte patologie non
inflammatorie possono causare alterazioni di viapi@, cosi come alcune terapie
farmacologiche, percio I'assenza di un procesdarnmhatorio non € una condizione
sufficiente a determinare valori di tutti i markefiammatori all’interno dei rispettivi
intervalli di riferimento.

6.8 Accuratezza, sensibilita e specificita dei diversi
marker infiammatori rispetto alla CRP

In letteratura la CRP e stata piu volte studiatdiarge I'analisi della curva ROC per
valutarne accuratezza, sensibilita e specificié@yuaidstiche.

Seo et al. nel 2012 hanno eseguito questo tipoalishin cani con cistite indotta
sperimentalmente, riferendo un valore di AUC = 6,9%a sensibilita di 92,3% ed una
specificita di 86,4% su valori di 12,2 mg/L di CRP.

Hanno inoltre calcolato il valore predittivo pogdj pari a 80%, e valore predittivo
negativo, pari al 94%.

Christensen et al. in uno studio piu recente (2Giino eseguito I'analisi della curva
ROC valutando I'accuratezza diagnostica della C&Ronfronti di patologie
inflammatorie sistemiche di vario tipo. Viene ripio solo il valore AUC = 0,976.
Sulla base dell’elevata accuratezza diagnostida @& P nei confronti della presenza di
inflammazione, lo stesso tipo di valutazione éoststeguito sugli altri marker,
utilizzando la CRP come indicatore di positivitaegativita rispetto alla presenza di
inflammazione.

L'analisi delle curve ROC esegue, per ogni parameina valutazione sugli specifici
valori ottenuti in ogni campione e fornisce persciano di essi la stima di sensibilita e
specificita diagnostica.

| risultati ottenuti confermano alcune delle osseroni tratte nelle precedenti indagini
(che invece analizzavano i vari parametri in moakegorico).

La curva ROC offre inoltre una stima dell'accuraiedi ciascun marker come test
diagnostico per le patologie inflammatorie, medeahtalore di AUC.

Con guesto tipo di analisi il marker inflammatopio sensibile risulta essere il Fib
(52,7, seguono i NeuSe$8,3 poi WBC 7,9, Fe (19,9, Alb (18,3 e per ultimi i
Band (L7,6).
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Invece osservando la specificita il parametro ¢ealbre piu alto risulta essere quello
dei Band 98), seqguito da Fe9g,4), WBC (94,2, Alb (93,4, NeuSegg0,2 e Fib
(77,5.

Nel complesso tutti i parametri si presentano tem@mente poco sensibili e molto
specifici, ad eccezione del Fib dove sensibilisgpecificita hanno valori simili.

| risultati sopra menzionati, per ogni parametamno riferimento ad uno specifico
valore del parametro stesso, scelto moderatamestpia@/sotto del suo normale
intervallo di riferimento. Scegliendo un valore eligo la stima di sensibilita e
specificita cambia, quindi piu il valore si allontadal limite di riferimento minore é la
sensibilita e maggiore € la specificita.

L'AUC invece prende in considerazione tutti i val@ppresentanti la curva ROC e,
valutando l'estensione dell’area sotto alla cufeapisce una stima complessiva
dell'accuratezza del test.

Sulla base di questo, I'unico parametro risulta®eee un “test moderatamente
accurato” e quello dei NeuSeg, con valore AUQ, ZL

| WBC rientrano nella categoria inferiore “tesicpaccurato”, ma di fatto il loro valore
AUC =0,70indica un livello di accuratezza molto vicino aetja dei NeuSeg.

Nella stessa categoria sono presenti anche glpaltametri, Fib, con AUC 8,67, Alb

e Fe che presentano lo stesso valore AUW64, mentre i Band con AUG,59sono
guelli con minore accuratezza.

All'atto pratico, questi risultati indicano che piagnosticare una malattia
inflammatoria non si dovrebbe prendere in consiere uno solo di questi parametri,
poiché sono tutti poco accurati o al limite infeealella categoria moderatamente
accurato.

6.9 Presenza di alterazioni leucocitarie e correlazione con
i valori di CRP

Sebbene la presenza di alterazioni morfologichdedeiociti, in particolare di neutrofili
tossici, sia comunemente ritenuta indicativa dcpsesi inflammatori, non esistono studi
nel cane che riportano la correlazione tra qudtteazioni e valori di CRP.

Tuttavia € presente un interessante lavoro del 28008 gli autori, conducendo
un’indagine retrospettiva su 248 cani con tossigatrofilica e 248 cani senza tale
alterazione (gruppo di controllo), avevano osservesi gruppo con tossicita
neutrofilica una maggiore e significativa prevakeiz leucocitosi e leucopenia,
neutrofilia e neutropenia, ed altre alterazioni txhiechimiche. Il gruppo con neutrofili
tossici presentava infatti una prevalenza sigrifteanente maggiore di varie patologie
inflammatorie gravi (piometra, infezioni da parvaud, setticemie ecc..) oltre che una
maggiore prevalenza di decessi. In particolarest&i@a osservata una significativa
correlazione tra la severita delle alterazioniitss osservate nel citoplasma dei
neutrofili e la presenza di leucopenia e i cani @nanomalie rappresentavano il
sottogruppo con la piu alta incidenza di decessich et al. 2005)

Facendo invece riferimento alla medicina umanagegnte un lavoro del 2010 di Van
de Wer et al. dove gli autori hanno cercato duteale la relazione tra presenza di
neutrofili tossici e intensita delle granulazioossiche ed i livelli di CRP. | dati ottenuti
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su 357 campioni di sangue hanno dimostrato chBuorilo, la presenza e l'intensita
delle granulazioni tossiche nei neutrofili € pasithente correlata ai valori di CRP.

In questa tesi, la correlazione di Neu TOX e Mo Abn la CRP, calcolata con il test
di correlazione per ranghi di Spearman, e risubaigsa ma altamente significativa. Cio
vuol dire che tali parametri sono indipendenti @&RP ma la loro presenza é
fortemente associata al suo comportamento (e galldpresenza di inflammazione).
Gia osservando i risultati dello studio sulle nefatdistribuzioni, appariva evidente
I'incremento dei Neu TOX del gruppo infammatoram frequenza 10 volte maggiore
del gruppo non inflammatorio), come anche quelioMien ATT, numericamente piu
rappresentati ma con incremento di minore inter{sf@@porto delle frequenze 1,9).
Questo permette di indicare tali alterazioni caltutome attendibili marker di flogosi.

| Neu TOX presentano una sensibilita molto bassainelevatissima specificita.

| Mon ATT sono invece piu sensibili ma meno specifi

| Linf REA risultano invece non significativi, partto la loro presenza non puo esser
ritenuta indicativa di flogosi.
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7 CONCLUSIONI

Tutto lo studio si basa sul postulato che valo€RiP> 0,30 mg/dL corrispondessero
sistematicamente alla presenza di patologia infiatora, e che valori di CRP0,29
mg/dL corrispondessero all'assenza di patologiammmatoria.

Sebbene la CRP sia il parametro d’elezione peialgnosi di patologia inflammatoria,
non ha una sensibilita ed una specificita del 1008me di fatto nessun test € realmente
in grado di avere). Quindi all'interno di questdagine sono sicuramente presenti degli
errori relativi alla presenza di inflammazione, betevato numero di campioni rende

tali errori meno influenti.

Per quanto & emerso dai risultati e dalla discasssd pud riassumere che:
* Fib, Alb, Fe, WBC, NeuSeg e Band sono dei markéiodosi che se considerati

singolarmente hanno un potere diagnostico scarso;

* Fib, Alb, Fe e i parametri leucocitari risultana toro statisticamente
indipendenti, soprattutto il Fe che non ha mostatana correlazione
significativa con i parametri leucocitari e chegaetava una correlazione
estremamente bassa sia con CRP che con Fib;

* Le sensibilita e specificita di ciascun marker eisp alla diagnosi di
inflammazione e diversa, il Fib € quello risultdtpiu sensibile e i Band i piu
specifici.

Per queste ragioni, le informazioni che ogni magkey fornire assumono un diverso
valore se sono associate a quelle di tutti gli.altr

La combinazione di pitu parametri contemporaneamaumteenta la possibilita di
rilevare alterazioni infammatorie e la rilevaziodiepiu alterazioni
contemporaneamente aumenta la specificita delgnds di inflammazione.

Inoltre, si devono tenere in considerazione i fattori che sono in grado di
condizionare la concentrazione ematica di quesérpatri per poter dare la corretta
interpretazione alla lettura dei risultati, intrdeado anche nel valore “normale” o con
alterazione opposta un campanello d’allarme (conBCWNeuSeg o Fib) o viceversa
per distinguere una patologia infammatoria daeattsndizioni (che inducono
alterazioni simili in alcuni parametri ma diverseailtri).

La CRP sarebbe sempre da includere per quei pairienti dev’essere indagata la
presenza di infiammazione, tuttavia questo parameetneno diffuso nella comune
pratica clinica veterinaria. A maggior ragione $anza di un marker cosi significativo
deve essere compensata dall'accurato studio degparametri a disposizione, a
cominciare da quelli leucocitari che devono esserapleti e derivanti da una
competente lettura microscopica dello striscio &oaper il riconoscimento dei Band e
delle possibili alterazioni leucocitarie Neu TOXen ATT, che si sono rivelate
significativamente correlate alla presenza di mfiaazione.
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