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ACRONIMI
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ABSTRACT

Canine leishmaniosis is a protozoan disease endemic in the Mediterranean area,
caused by Leishmania infantum. It is a chronic and severe systemic disease with
various manifestation, one of these being ocular lesions. Pulsed Wave Doppler
ultrasonography provides indirect information about ocular and orbital vascular flow
resistance through the measurements of the Resistive (RI) e and the Pulsatility (PI)
indices. The main purposes of the present study were to evaluate the ophthalmic and
ciliary artery resistance and to determine the prevalence and type of ocular lesions in a
population of dogs naturally infected by Leishmania infantum, before and after
medical therapy. 18 dogs naturally infected by Leishmania infantum and 15 healthy
dogs as a control group were included in this prospective clinical study. The results
showed that ocular flow resistance was significantly higher in the sick dogs compared
to the control group and that ocular and periocular tissues were affected in 83% of
dogs with systemic Leishmaniasis. The ocular lesions improved or completely
resolved and mean PI returned within the reference limits following the therapy, on the
contrary, the mean RI remained high in dogs who have undergone therapy.
Microcirculatory involvement is well recognised in canine Leishmaniasis, assessment
of vascular ocular RI and PI could be a useful tool for assessing disease activity and

for monitoring response to treatment.
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1. INTRODUZIONE

1.1 La Leishmaniosi nel cane.

La leishmaniosi ¢ una malattia protozoaria trasmessa da insetti vettori (flebotomi)
endemica in 88 Paesi del mondo, compresi quelli dell’Europa mediterranea. Diverse
sono le specie di Leishmania che possono causare malattia sia nell’'uomo che negli
animali'. Nel nostro continente la maggior parte dei casi umani diagnosticati &
riferibile alla Leishmaniosi Viscerale Zoonotica (LVZ) e alla Leishmaniosi Cutanea
(LC) causate da Leishmania infantum (sinonimo Leishmania chagasi), il cui serbatoio
naturale ¢ rappresentato dal cane domestico. La malattia che si sviluppa nel cane,
causata dallo stesso agente eziologico dell’uomo, viene definita Leishmaniosi Canina
(CanL). L'agente della Leishmaniosi canina, Leishmania infantum, ¢ un protozoo della
famiglia Tripanosomatidae. 1 vettori (in Italia) sono Phlebotomus perniciosus,
perfiliewi, ariasi, neglectus. 1 flebotomi sono piccoli (circa 2 mm) insetti ematofagi
con abitudini prevalentemente notturne”. I maschi si nutrono di succhi vegetali, le
femmine di sangue. Le femmine pungono esclusivamente nelle ore serali-notturne
(tramonto-alba) in un periodo compreso tra la meta di Maggio e la fine di Ottobre (la
lunghezza del periodo indicato puo variare secondo le latitudini). In Italia sono
considerati tradizionalmente endemici 1 territori costieri del Centro-Sud e le Isole ma,
negli ultimi anni, la Leishmaniosi ¢ stata segnalata anche in numerose zone dell’Italia
settentrionale, fino a pochi anni fa ritenute indenni. Nei focolai di CanL del
Mediterraneo le prevalenze d’infezione variano tra 2 e 40%°. Per completare il suo
ciclo biologico, la Leishmania ha bisogno di un ospite intermedio, costituito da un
vettore ematofago (flebotomo), ed uno definitivo, rappresentato dall’ospite vertebrato.
Quando un flebotomo non infetto esegue il suo pasto di sangue su un ospite infetto,
ingerisce gli amastigoti (forme non infettanti)’. All’interno del vettore gli amastigoti
subiscono una serie di modificazioni morfologiche fino a trasformarsi nella forma
flagellata promastigote (altamente mobile ed infettante)®. La femmina ematofaga del

flebotomo alberga i promastigoti nel proprio apparato digerente e trasmette il parassita
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durante il successivo pasto di sangue, ad animali domestici, selvatici e all’uomo, in cui
si sviluppa nuovamente la forma amastigote. Il serbatoio naturale del parassita ¢ il

cane (Figura 1).
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Figura 1: ciclo leishmaniosi

E provato che le trasfusioni di sangue possono costituire un potenziale pericolo, per
cui 1 donatori dovrebbero essere testati accuratamente. La via coitale e quella uterina
non costituiscono una reale fonte di contagio, anche se alcune evidenze scientifiche
sembrerebbero non escluderle in maniera assoluta. Numerosi studi eseguiti in passato
e ripresi negli ultimi anni utilizzando tecniche biomolecolari hanno cercato di fare luce
sul ruolo di altri insetti nella trasmissione del parassita, in particolare di pulci e di
zecche. Fino ad oggi, non esistono prove sufficientemente valide che dimostrino la
possibilita di trasmissione della leishmaniosi da parte di altri insetti diversi dai
flebotomi. Il periodo di incubazione pud variare da alcuni mesi ad anni. Lo stato

d’infezione (dimostrazione della presenza del parassita) non sempre ¢ seguito da
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quello di malattia (presenza di segni clinici e/o alterazioni clinico-patologiche). La
malattia pud decorrere con sintomatologia grave ma anche in forma quasi inapparente.
I segni clinici cutanei della CanL rappresentano, probabilmente, il motivo principale
che induce il proprietario a far visitare 1'animale; sono caratterizzati da dermatite
desquamativa, ulcerativa e/o nodulare che pud associarsi, 0 meno, a segni clinici
sistemici e/o organo specifici* °. In uno studio retrospettivo’ su un totale di 158 cani
affetti da Leishmaniosi, le lesioni cutanee sono state osservate in 128 soggetti (81%),
in quattro studi successivi realizzati in Grecia su pazienti con CanL ad insorgenza
spontanea, la dermatite desquamativa, associata o meno ad altri segni clinici cutanei, ¢
stata riscontrata in una percentuale rilevante di animali, variabile tra il 39,6% ed il
58,9%" . 11 segno clinico cutaneo pit comune della CanL ¢ rappresentato da una
dermatite desquamativa, che puo presentarsi singolarmente, o associata ad altre lesioni
cutanee. La sua distribuzione pud essere localizzata, regionale, generalizzata,
simmetrica o asimmetrica e il suo aspetto puod essere focale, multifocale o diffuso. E
caratterizzata da scaglie associate a eritema, iperpigmentazione, ipotricosi, alopecia o
con presenza di pelo opaco, fragile, secco o oleoso. Le lesioni si localizzano
principalmente sulla testa, regione perioculare, padiglioni auricolari, dorso e/o arti
posteriori e non sono pruriginose'>. La dermatite ulcerativa & al secondo posto in
ordine di frequenza fra le manifestazioni della CanL e si osserva nel 15,3-40% dei cani
colpiti”"*'®. In due studi relativi a cani con Leishmaniosi con lesioni cutanee, la
frequenza della dermatite ulcerativa ¢ risultata, rispettivamente, del 23%'’ e del
63,3%". Inizialmente si evidenziano erosioni con eritema e alopecia, che evolvono in
ulcere superficiali e profonde. La loro forma puo essere circolare o a carta geografica,
possono presentarsi ben demarcate e profonde, a margini frastagliati con base
necrotica ricoperta da essudato purulento-emorragico, o da croste emorragiche. La
cute circostante si presenta generalmente eritematosa, con ipotricosi o alopecia. Le
lesioni ulcerative in corso di CanL possono presentarsi singole o multiple e sono
prevalentemente localizzate sui margini dei padiglioni auricolari, nei punti di

pressione, nei cuscinetti plantari, nelle superfici palmari o podali degli arti, nelle
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5,16-18

giunzioni muco-cutanee e sul tartufo . I noduli cutanei sono osservati nel 2,3%-

9% dei cani con Leishmaniosi7’14’16; e nel 4,5-12% di quelli in cui le lesioni cutanee
rappresentano l'alterazione principale™’. Le pustole sterili sono state segnalate
nell'l,6-2,2% dei casi di CanL”"” e nel 4,7-13,6% di quelli in cui sono state
considerate le lesioni cutanee™'’. Di solito si osserva la comparsa di molteplici pustole
di piccole dimensioni, circondate da un alone eritematoso, su aree relativamente glabre
della parte ventrale del tronco'’. Inoltre, si tratta di lesioni non pruriginose la cui
rottura esita frequentemente nella formazione di piccole croste e collaretti epidermici.
La dermatite papillare’ & un segno clinico cutaneo relativamente raro della CanL ed &
caratterizzata dalla presenza di papule eritematose, talvolta ombelicale, non
pruriginose, multiple, che tendono a confluire, e solitamente localizzate sulle aree
glabre del corpo. L'ipercheratosi dei cuscinetti plantari e/o del tartufo interessa

7,15 .
. Le lesioni sono

un'elevata percentuale di cani colpiti, e puo raggiungere il 66,7%
caratterizzate da un eccessivo accumulo di cheratina, che determina la formazione di
un'epidermide spessa, dura, anelastica e fissurata. L'onicogrifosi (Figura 2) ¢
considerata l'alterazione ungueale piu frequente nella CanL ed ¢ riscontrata nel 24-
90% dei casi ad insorgenza spontanea'>™" e nel 54,5% dei cani con Leishmaniosi in

. . . . 5 9 . .
cui sono state riscontrate lesioni cutanee’. E caratterizzata da ipertrofia e curvatura

20-22

anomala di alcune o tutte le unghie € puo esitare in zoppia.

Figura 2: grave onicogrifosi generalizzata in un carlino affetto da Leishmaniosi.
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La diagnosi eziologica di infezione da Leishmania si avvale di due categorie di metodi
quelli diretti (che consentono di mettere in evidenza il parassita o parti di esso
all’interno dei tessuti dell’ospite) e quelli indiretti (che permettono di rilevare il

risultato di una risposta di tipo umorale o cellulomediata).

A. Esami diretti: Hanno lo scopo di evidenziare il parassita nella sua forma
amastigote in organi e tessuti degli animali o in coltura. Rappresentano 1 metodi
dotati di maggior specificita perché basati sull’osservazione diretta del
parassita; di contro la loro sensibilita ¢ molto bassa, incorrendo in un alto
numero di falsi negativi. L’impiego di anticorpi monoclonali e delle tecniche
d’immunoistochimica, permette 1’identificazione selettiva dei parassiti in
campioni con pochi amastigoti, aumentando la sensibilita di questi metodi.

o Esami bioptici: I’identificazione diretta degli amastigoti, liberi o all’interno del
citoplasma dei macrofagi, avviene a partire da strisci ottenuti da agoaspirati di
linfonodi superficiali, in genere poplitei o prescapolari, da prelievi di midollo
osseo (eseguiti generalmente a livello sternale tramite sternomielocentesi,
solitamente dalla 2* alla 3” sternebra, per lo spessore piu limitato della corticale
ossea o0 a livello dell’ala dell’ileo in animali particolarmente magri) e da
prelievi splenici, mediante ago-biopsia eco-guidata. Non ¢ stata riscontrata
una correlazione tra il numero dei parassiti ritrovati negli strisci e la gravita
della malattia, a causa anche della variabilita di tale parametro. Altri campioni
si ottengono per impressione o raschiamento da ulcere o granulomi cutanei. Le
leishmanie possono essere identificate anche nelle sezioni istologiche colorate
con ematossilina-eosina. Altre indagini possono essere effettuate sul prelievo di
liquido sinoviale in corso di leishmaniosi ad interessamento articolare.

e Esami colturali: dalle stesse sedi, precedentemente menzionate, possono
essere effettuati prelievi per I’esame colturale, tramite la semina del campione
in un substrato colturale adeguato, comunemente costituito dal terreno di Tobie
modificato da Evans. La crescita dei promastigoti richiede da 3 a 5 giorni.

e Metodi molecolari: consistono in tecniche di dimostrazione ed amplificazione
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di DNA di Leishmania in vitro. Sono tecniche molto utili per la diagnosi ma
anche per monitorare il decorso della malattia, durante e dopo il trattamento
antiparassitario, e per classificare le diverse specie del parassita. Si tratta delle
sonde molecolari, che vengono utilizzate per 1’ibridazione del genoma di un
dato microrganismo in campioni biologici fissati su un vetrino, e della tecnica
PCR (Polymerase Chain Reaction) che permette invece 1’amplificazione del
Dna-target, che identifica il microrganismo in esame, attraverso 1’uso di
“primer” specifici che si legano ai tratti del genoma in esame, permettendo la
duplicazione e I’amplificazione a catena di un’unica o di pochissime specifiche
sequenze genomiche presenti in qualsiasi tipo di campione. Queste tecniche
vengono gia utilizzate con successo nella diagnosi della leishmaniosi in
medicina umana; nella patologia canina la PCR ¢ stata testata con successo su
diversi campioni biologici, dimostrandosi altamente specifica anche se non
altrettanto sensibile; il limite della metodica ¢ rappresentato dalla possibile
contaminazione del campione che puo dare origine a falsi positivi e dal fatto
che il test possa risultare positivo anche a fronte di ipotetiche sterilizzazioni
successive alla terapia, potendo 1 frammenti molecolari del genoma delle
leishmanie permanere per molto tempo nell’animale dopo la distruzione dei
parassiti.

B. Esami indiretti: Sono i1 test maggiormente utilizzati per il controllo e la
diagnosi di Leishmaniosi canina. Si basano sull’identificazione degli anticorpi
specifici anti-Leishmania circolanti (principalmente IgG1). Questi metodi sono
altamente sensibili e specifici, tuttavia non possono essere utilizzati come unico
test per la diagnosi poiché possono risultare falsamente positivi, in cani
resistenti 0 in cani sani che sono venuti precedentemente a contatto con il
parassita, e falsamente negativi, in soggetti che infettati di recente non hanno
ancora prodotto una risposta anticorpale rilevabile (fase di prepatenza), oltre
alla limitata percentuale di cani affetti che resta sierologicamente negativa per
tutto il corso della malattia. Poiché la risposta umorale non ha un ruolo

protettivo nei confronti dell’infezione, il titolo di positivita sierologica non ha

Marzia Ester Moalli, Valutazione ecografica degli indici di resistivita (RI) e di pulsatilita (PI) delle arterie oculari e 15
— della biometria oculare nei cani affetti da Leishmaniosi, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, indirizzo Patologiae —
Clinica Animale, Universita degli Studi Sassari.



significato prognostico € non ¢ correlato alla gravita dei sintomi clinici. Durante

il trattamento le variazioni sierologiche non sono correlate alla remissione

clinica della malattia, per cui questo esame non puo essere utilizzato come

parametro per valutare il momento in cui sospendere la terapia, che viene
invece individuato dalla normalizzazione del tracciato elettroforetico e della
sintomatologia clinica.

e IFAT (immunofluorescenza indiretta) (Figura 3): ¢ considerata dai
parassitologi ed epidemiologi il test di riferimento “Gold Standard” per la
diagnosi sierologica di Leishmaniosi. La risposta viene espressa in titoli
anticorpali di diluizione; il valore soglia per il sospetto di uno stato di
infezione nel cane ¢ considerato 1/40, mentre viene considerato positivo un
titolo > a 1/80; titoli compresi tra 1/40 e 1/80 vengono considerati dubbi ed
in questi casi ¢ consigliabile ripetere ’esame a distanza di 20-30 giorni, in
caso di sintomatologia conclamata, ¢ a distanza di 2-3 mesi nei casi
asintomatici. I limiti di questo test sono rappresentati dalla soggettivita della
lettura, dalla variabilita dell’antigene fissato sul vetrino e dalla scarsa
affidabilita per titoli anticorpali bassi (falsi negativi). Nonostante questi
svantaggi I'I[FAT rimane il test piu utilizzato per D’ottima specificita e

sensibilita, per la rapida e facile esecuzione.

Figura 3: test IFAT per Leishmania positivo.
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e ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay): si tratta di un test
immunoenzimatico che utilizza antigeni solubili adsorbiti su piastre. In
questo caso la formazione del complesso antigene-anticorpo viene
evidenziata mediante 1’aggiunta di una antiglobulina di cane coniugata con
un enzima che, in caso di positivita, rivela una reazione colorimetrica che
viene letta da uno  spettrofotometro. Pud essere impiegata
vantaggiosamente per esaminare quantitd ingenti di campioni poiché si
presta ad essere automatizzata; specificita e sensibilita sono discrete. Poiché
I’antigene ¢ rappresentato da un estratto proteico crudo di parassiti in
coltura, costituito dall’insieme di tutti gli antigeni proteici del parassita,
I’affidabilita del test immunoenzimatico non € elevata, a causa delle
possibili risposte aspecifiche. Infatti le leishmanie sono cellule eucariote e
presentano componenti affini a quelle degli animali superiori, con la
possibilita di risposte falsamente positive in caso di presenza di
autoanticorpi. Per questo motivo recentemente 1’antigene crudo ¢ stato
sostituito da un antigene ricombinante, denominato rK39, costituito da 39
amminoacidi e isolato da forme amastigote di L. chagasi, prodotto per
clonazione del genoma corrispondente a proteine della superfamiglia delle
kinesine. Questoantigene ha dimostrato di avere elevata specificita (98,8%)
e sensibilita (97,1%). Sovrapponibile alla tecnica ELISA ¢ quella della Dot
ELISA, che utilizza promastigoti interi fissati su di un supporto in
nitrocellulosa e collocati sul fondo di micropiastre; la reazione si svolge
come una normale ELISA, ma per la lettura del risultato non ¢ necessario
I’impiego dello spettrofotometro. I vantaggi rispetto all’ELISA tradizionale
sono numerosi; infatti ¢ di piu rapida esecuzione, richiede una quantita di
antigene quattro volte inferiore, la lettura non ¢ influenzata da sieri
emolizzati o lipemici e, disponendo di antigeni su nitrocellulosa, il test
potrebbe essere eseguito a livello ambulatoriale, visto che non sono richieste
particolari strutture.

e Western-Blot: si basa sulla migrazione elettroforetica su di un supporto di
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cellulosa delle proteine antigeniche separate su un gel di poliacrilamide. E’
utile in presenza di un basso titolo anticorpale ai test IFAT ed ELISA; puo
essere cosi utilizzato come test di conferma. Presenta grande sensibilita e
ottima specificita, ma essendo una tecnica di recente introduzione ¢ ancora

riservata ai laboratori specializzati di immunologia.

e Test intradermico (skin test o reazione di Montenegro): tale test valuta la
risposta immunitaria cutanea ritardata (cellulomediata) all’inoculazione
intradermica dell’antigene Leishmania; nei cani resistenti, che presentano
una risposta immunitaria mediata prevalentemente dai linfociti Th1, questo
test risultera positivo, con la comparsa di un nodulo cutaneo pit 0 meno
grande; nei soggetti sensibili, con risposta prevalentemente di tipo Th2, il
test intradermico risultera negativo. Ha valore prognostico nei confronti
della malattia, in quanto ad una buona risposta cellulomediata (presenza
della reazione all’inoculazione dell’antigene) ¢ correlata la resistenza alla
malattia. E* un test con buona sensibilita ma difficile da realizzare per la

difficolta di reperire I’antigene sul mercato.
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1.2 Anatomia dell’occhio.

Il globo oculare ¢ un organo cavo, di forma subsferica, accolto nell'orbita. La parte
anteriore trasparente ¢ rappresentata dalla cornea, attraverso la quale avviene il
passaggio della luce verso le altre strutture oculari. Per la sua curvatura e il potere
rinfrangente della luce la cornea ¢ considerato un importante mezzo diottrico. La
sclera rappresenta la parte piu estesa del globo oculare ed ¢ di natura fibrosa. Il punto
di transizione tra cornea e sclera ¢ chiamato limbo. Lo strato intermedio ¢ costituito
dall'uvea cha ha svariate funzioni, fra cui modulare la quantita di luce che entra e si
riflette all'interno del globo, nutrire, grazie all'apporto vascolare gli strati adiacenti, e
smaltire prodotti metabolici non piu utilizzati. 11 corpo ciliare ¢ la sede della
produzione dell'umore acqueo e 1 muscoli ciliari, assieme all'apparato sospensore della
lente, svolgono un ruolo importante per l'accomodazione. La retina contiene delle
cellule specializzate (fotorecettori) in grado di ricevere stimoli fisici luminosi (fotoni)
e convertirli in messaggi biochimici e impulsi elettrici che viaggeranno attraverso la
retina, il nervo ottico e le vie ottiche per raggiungere i centri della visione. La cornea ¢
bagnata anteriormente dal film lacrimale con cui ¢ intimamente in rapporto ¢
posteriormente dall'umore acqueo. L'integrita della cornea dipende da un normale film
lacrimale, da un regolare funzionamento delle palpebre e da una costante produzione
dell'umore acqueo. L'alterazione anche di uno solo di questi elementi induce lesioni
corneali con modificazione della trasparenza o dell'integrita. La trasparenza della

cornea ¢ inoltre garantita da:

1. mancanza di vascolarizzazione;

2. epitelio superficiale non cheratinizzato;
3. assenza di pigmento;
4

dimensioni e organizzazione delle fibre di collagene stromali.

La cornea nel cane e nel gatto non ha una vera forma ellittica (come nell’uomo), ma ha
quasi forma circolare, perché esiste poca differenza fra il diametro orizzontale e

verticale. Lo spessore della cornea, variabile da specie a specie e nelle differenti razze
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¢ generalmente inferiore a 0,7 mm nei carnivori domestici, con variazione fra l'area
centrale e periferica. Dal punto di vista microscopico la cornea ¢ costituita da quattro
strati fondamentali: I'epitelio con la sua membrana basale, lo stroma, la membrana di
Descemet e l'endotelio. L'epitelio corneale ¢ un epitelio semplice squamoso, non
cheratinizzato, di spessore variabile che giace su una sottile membrana basale che ¢
costituita da un moderato addensamento di fibre connettivali cui sono adese, mediante
emidesmosomi, le cellule basali. Il turnover delle cellule epiteliali corneali ¢ circa 7
giorni. Lo stroma ¢ composto da fibroblasti (chiamati cheratociti), collagene e
sostanza fondamentale, e rappresenta lo strato piu spesso della cornea. La trasparenza
dello stroma ¢ garantita dalla disposizione geometrica delle fibre. I cheratociti stromali
sono inoltre in grado di sintetizzare mucoproteine della sostanza fondamentale,
collagene e glicosamminoglicani. La membrana di Descemet, sintetizzata dalle
cellule endoteliali, € caratterizzata da un addensamento di sottili filamenti di collagene,
caratterizzati da una distribuzione uniforme, che gli conferisce elasticita, su cui poggia
posteriormente 1'endotelio. L'endotelio ¢ formato da un solo strato di cellule a carattere
poligonale con microvilli che si proiettano verso la camera anteriore. Le cellule
endoteliali non si dividono; le riparazioni avvengono, finché possibile, con
l'assottigliamento e l'allargamento delle cellule endoteliali residue. Le fonti di ossigeno
a disposizione della cornea derivano da : film precorneale, umore acqueo, capillari del
limbo, della congiuntiva palpebrale e dall'ossigeno atmosferico. Lo stroma ricco di
mucopolisaccaridi tende a trattenere acqua, mentre epitelio ed endotelio svolgono
funzione di pompa eliminando l'acqua in eccesso. La sclera ¢ costituita da tre strati:
episclera, la sclera propriamente detta e la lamina fusca. A differenza della cornea la
sclera ¢ opaca, questo per un differente orientamento delle fibrille di collagene e per
un basso contenuto di mucopolisaccaridi che comporta a sua volta un minore
contenuto di acqua. L'episclera ¢ costituita da collagene denso associato a vasi che
connettono la capsula di Tenone alla sclera. La sclera propriamente detta ¢ formata da
fibre di collagene e fibroblasti. La lamina fusca rappresenta la zona di transizione tra

sclera e coroide, con melanociti e melanofagi. Nel polo posteriore la sclera ¢
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perforata (lamina Cribrosa) per il passaggio del nervo ottico. In prossimita di questa, le
arterie e le vene ciliari posteriori brevi vascolarizzano la coroide. Le arterie e le vene
ciliari posteriori lunghe penetrano in prossimita del nervo ottico, ma si dirigono
orizzontalmente verso il corpo ciliare. Le arterie ciliari anteriori e le vene vorticose
entrano e lasciano la sclera dorsalmente al corpo ciliare. La lente, o cristallino, ¢
sospesa tramite la zonula, posteriormente all'iride e costituisce il confine anteriore del
segmento posteriore dell'occhio, riempito dal corpo o umor vitreo. L'uvea agisce
come il diaframma della macchina fotografica, regolando la quantita di luce che
penetra nell'occhio. Il meccanismo di apertura e chiusura del foro pupillare avviene
grazie alla presenza di fibre muscolari lisce dello stroma irideo, la cui disposizione
varia leggermente fra gli animali domestici. Il muscolo dilatatore della pupilla ¢
costituito da fibre muscolari orientate in senso radiale, adiacenti all'epitelio posteriore
e controllate da innervazione simpatica, mentre il muscolo costrittore della pupilla ha
forma circolare nel cane ed ¢ innervato da fibre nervose parasimpatiche ed ¢ situato
nello stroma ad anello intorno alla pupilla. Nell'iride si distingue una superficie
anteriore ed una superficie posteriore. La superficie anteriore pud essere
grossolanamente distinta in area pupillare, piu interna ed una zona ciliare piu
periferica. L'area anteriore ¢ rivestita da uno strato modificato di cellule stromali
(bordo anteriore) in rapporto con stroma che accoglie le fibre muscolari (muscolo
dilatatore e costrittore), mentre posteriormente si continua nell'epitelio pigmentato
posteriore che ¢ la continuazione dell'epitelio non pigmentato del corpo ciliare. Lo
stroma ¢ composto da fibre di collagene in una matrice di mucopolisaccaridi, con
cellule pigmentate e non, con numerosi vasi. Il colore dell'iride dipende dalla
pigmentazione stromale. Il corpo ciliare inizia posteriormente all'iride e si compone
di pliche, chiamate processi ciliari, che formano la pars plicata, e da una zona
appiattita che si congiunge alla retina, chiamata pars plana. Le fibre zonulari che
reggono la lente traggono origine dalla pars plana e nei solchi ciliari. Se osservato in
sezione il corpo ciliare ha forma grossolana triangolare, di cui un lato maggiore ¢

adiacente alla sclera, la base ha origine all'angolo irido corneale e alla zona posteriore
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dell'iride, I'altro lato € a contatto con il corpo vitreo. Il corpo ciliare ha una struttura
connettivale con vasi, nervi e fibre muscolari lisce che formano il muscolo ciliare
(innervazione parasimpatica). Le fibre muscolari s'inseriscono nella regione degli
spazi ciliari e delle trabecole dell'angolo irido corneale e originano dalla zona apicale
dell'ipotetico triangolo. Il corpo ciliare ¢ rivestito da due strati di epitelio, uno
pigmentato piu interno che si continua con l'epitelio pigmentato della retina ed uno piu
esterno non pigmentato. La contrazione del muscolo ciliare determina il rilassamento
delle fibre zonulari con cambiamento della forma della lente che assume un aspetto
sferico (consentendo una visione ravvicinata). La produzione dell'umore acqueo
avviene attraverso un meccanismo di secrezione e ultrafiltrazione a livello delle cellule
epiteliali del corpo ciliare, ne risulta un liquido privo di cellule e proteine. L'umore
acqueo passa nella camera posteriore, attraversa la pupilla e giunge nella camera
anteriore, passa attraverso l'angolo iridocorneale e filtra sino ai vasi del plesso
sclerale. L'angolo iridocorneale, procedendo dall'interno verso l'esterno, ¢ costituito
dal legamento pettinato che ha come base la radice dell'iride ¢ dorsalmente la cornea
(in area limbica), dallo spazio trabecolare che termina nell'area sclerale con i vasi
venosi del plesso sclerale. La barriera emato-acquosa ¢ la barriera funzionale esistente
fra il sangue che scorre nei capillari dello stroma ciliare e I'acqueo contenuto nella
camera posteriore. Tale barriera si rompe in caso di processo inflammatorio con
passaggio di molecole di dimensioni maggiori. La quantitd d'acqua ¢ regolata
attraverso un meccanismo di trasporto che coinvolge sodio, potassio ed enzimi come
ATPasi. In alcune specie ha importanza il livello di ioni bicarbonato presenti
nell'umore acqueo per regolare la quantita di acqueo prodotto. La presenza
dell'anidrasi carbonica in presenza di acqua e anidride carbonica determina la
formazione di acido carbonico, che si scinde in ioni di bicarbonato, che passano
nell'umore acqueo. La coroide ¢ costituita fondamentalmente da connettivo lasso con
vasi e pigmento, ed ¢ situata fra retina internamente e sclera esternamente. Si estende
dall'ora serrata ai bordi della papilla del nervo ottico e contiene in tutti gli animali

domestici una struttura riflettente chiamata tappeto lucido. Il tappeto giace fra i
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capillari interni della coriocapillare e la membrana di Bruch chesostiene lo strato piu
esterno della retina (strato dei fotorecettori), occupando la porzione superiore del
fondo oculare. Il tappeto lucido definisce il colore del fondo dei differenti animali e
varia con l'eta, la razza e la superficie. La funzione del tappeto ¢ di riflettere il raggio
di luce che attraversa lo strato di fotorecettori amplificando il messaggio luminoso. La
coroide svolge funzione nutrizionale e di sostegno nei confronti della retina.

Istologicamente € composta dai seguenti strati:

1) coriocapillare : strato di vasi capillari adiacenti alla M. di Bruch;

2) strato intermedio dei vasi : ospita vasi di medio calibro contenente il tappeto;

3) strato dei grossi vasi : ¢ formato da vasi di grosso calibro (arterie e vene) e
numerosi melanociti;

4) lamina sovracoroidea: ¢ avascolare, caratterizzata da struttura connettivale e

contiene molto pigmento. E lo strato adiacente alla sclera.

Le arterie e le strutture nervose destinate alla parte anteriore dell'occhio passano
attraverso lo spazio sovracoroideale adiacente alla sclera. Lo strato piu interno della
coroide (coriocapillare) ¢ strettamente collegata alla membrana di Bruch, che
rappresenta un particolare complesso basale su cui poggia l'epitelio pigmentato. La
lente o cristallino, avascolare, presenta una faccia anteriore piu piatta e una faccia
posteriore piu convessa. Le due superfici convergono perifericamente formando
l'equatore della lente, caratterizzato da una superficie irregolare per l'inserzione delle
fibre zonulari della lente. La parte centrale delle superfici anteriori e posteriori
costituiscono 1 poli della lente. La lente varia la sua forma durante il fenomeno
dell'accomodazione, in base a contrazione o distensione del muscolo ciliare. La parte
piu esterna della lente ¢ la capsula, alla quale ¢ intimamente adeso I'epitelio anteriore
della lente. II cristallino ¢ inoltre costituito da fibre della lente che sono prodotte in
zona equatoriale in senso centrifugo sospingendo quelle piu vecchie verso il centro. Si
distingue dunque un nucleo centrale ed una parte corticale periferica. La lente ¢
strettamente adesa al corpo vitreo mediante fibre di collagene della sua capsula. La

lente ¢ composta prevalentemente da acqua, dal piu alto contenuto di proteine
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registrato nei distretti dell'organismo e da un basso contenuto in minerali, il livello
proteico varia con l'etd. Nei giovani, il 90% delle proteine appartiene alle solubili. Tale
percentuale, diminuisce progressivamente con l'eta e porta alla loro aggregazione che
si traduce in un incremento della densita della lente (nucleosclerosi). Tale fenomeno
deve essere considerato fisiologico e non determina alterazioni di trasparenza, ma solo
difficolta di accomodamento per l'aumento della rigidita della lente. Il metabolismo
della lente ¢ fortemente influenzato dalla composizione dell'umore acqueo, da cui
dipende fondamentalmente 1'apporto di ossigeno e dal glucosio, che ¢ utilizzato come
fonte energetica. La capsula ¢ una struttura trasparente ed elastica, ¢ impermeabile a
molecole di alto peso molecolare, ma consente la penetrazione di acqua ed elettroliti.
L'epitelio della lente ha aspetto cuboidale sotto la capsula anteriore, mentre diviene
colonnare a livello equatoriale, dove sono sintetizzate le fibre. L'epitelio svolge inoltre
funzione di pompa cationica. Le cellule della lente hanno la forma esagonale e
presentano delle interdigitazioni che le collegano fra loro mediante la presenza di
sostanza cementante. Le principali alterazioni patologiche che interessano la lente
sono secondarie o a modificazione nella trasparenza, o ad un cambiamento di
posizione, o alla liberazione di materiali lenticolari nell'occhio. Il vitreo ¢ un gel
complesso sostituito prevalentemente da acqua, fibrille di collagene di supporto,
cellule e mucopolisaccaridi. Le fibrille di collagene della zona corticale formano un
reticolo, che s’interseca in parte con la membrana limitante interna della retina. La
retina rappresenta una complessa struttura in grado di ricevere e trasformare gli
impulsi luminosi e trasmetterli tramite il nervo ottico al chiama ottico, ai tratti ottici, ai
corpi genicolati laterali ed alla corteccia visiva. La retina ¢ fondamentalmente
costituita da tre unitda neuronali sensoriali fotorecettori, cellule bipolari e cellule
gangliari 1 cui assoni formeranno le fibre del nervo ottico. Nel cane e nel gatto
nell'area temporale c'¢ una maggiore concentrazione di coni mentre perifericamente si
osserva una maggiore presenza di bastoncelli. Istologicamente si riconoscono 10 strati

dall'esterno verso l'interno:

1) Epitelio pigmentato: epitelio monocellulare, che rappresenta lo strato piu
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esterno della retina ed ¢ pigmentato nella zona non tappetale; la mancanza di
pigmento nella zona tappetale permette il passaggio della luce e la sua
riflessione da parte del tappeto che si trova nella coroide sottostante. La sua
funzione ¢ quella di fornire i metaboliti ai fotorecettori e rimuovere catabolismi
e parte dei segmenti esterni dei fotorecettori.

2) Strato dei fotorecettori: ¢ composto dai segmenti esterni dei fotorecettori di
forma conica (coni) e bastoncellare (bastoncelli).

3) Membrana limitante esterna: ¢ formata dalle pareti membranarie dei
fotorecettori su cui si inseriscono 1 segmenti esterni e dalle cellule di Miiller. Le
cellule di Miiller sono delle cellule di sostegno, svolgono importanti funzioni
metaboliche trofiche per la retina.

4) Strato dei nuclei esterni: contiene 1 nuclei dei coni e dei bastoncelli.

5) Strato plessiforme esterno: comprende gli assoni dei fotorecettori e le sinapsi
delle cellule bipolari.

6) Strato dei nuclei interni: contiene i nuclei delle cellule bipolari, delle cellule di
Miiller, cellule orizzontali e cellule amacrine.

7) Strato plessiforme interno: ospita assoni di cellule bipolari, terminazioni delle
cellule orizzontali ed amacrine, dendriti delle cellule ganglionari ¢ numerose
sinapsi.

8) Strato delle cellule ganglionari: comprende I'ampio corpo delle cellule
ganglionari e parte dei loro dendriti.

9) Strato delle fibre nervose: formato dagli assoni delle cellule ganglionari.

10) Strato della membrana limitante interna: ¢ una membrana basale alla quale

sono intimamente adese le estremita delle cellule di Miller.

Nel cane, il principale apporto di sangue all'occhio e all'orbita ¢ dato dall'arteria
mascellare interna (una branca della carotide esterna), che da luogo all'arteria
oftalmica esterna®, dalla quale originano le arterie ciliari. Queste ultime sono distinte
in anteriori e posteriori. L'arteria oftalmica interna, che ¢ relativamente piccola,

prevede l'apporto di sangue per il nervo ottico e presenta anastomosi con l'arteria
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oftalmica esterna; questa anastomosi ¢ particolarmente evidente nel cane. Il
canegeneralmente ha delle piccole arterie che entrano nella retina e negli strati di tutto
il disco ottico. Le arterie ciliari anteriori penetrano nel globo, a livello delle zone
d'inserzione dei muscoli retti, e forniscono rami al corpo ciliare e al grande cerchio
arterioso dell'iride. Le arterie ciliari posteriori, distinte in laterale e mediale, emettono
un certo numero (circa 20) di arterie ciliari posteriori brevi che attraversano la sclera
nell'area cribrosa e formano nella sua compagine un cerchio arterioso posto attorno al
nervo ottico. Dal cerchio arterioso hanno inizio i vasi destinati alla coroide e,
indirettamente, alla retina. Le arterie ciliari si continuano poi nell'episclera come
arterie ciliari posteriori lunghe (laterale e mediale) che corrono sino a livello dell'iride
dove si approfondano e, con le arterie ciliari anteriori, costituiscono il grande cerchio
arterioso dell'iride. Da questo partono rami radiali che percorrono l'iride e, intorno al

foro pupillare, formano il piccolo cerchio arterioso dell'iride®* (Figura 4).

Figura 4: circolazione arteriosa dell’occhio:

1 a. Mascellare, 3 a.Oftalmica esterna, 4. anastomosi tra a. Oftalmica esterna e interna, 5. a. Lacrimale, 6. Aa.
Ciliari posteriori brevi, 7. a. Retinica, 8. aa. Ciliari posteriori lunghe, 9. a. Ciliare anteriore, 10. Grande Cerchio
Arterioso dell’Iride, 11. rami Muscolari, 12. a. Sopraorbitale, 13. a. Etmoidale esterna, 15. rami Palpebrali, 16.
vene Vorticose, 17. nervo Ottico

Fonte: Evans H.E. and Lahunta A. (2012) Miller's anatomy of the dog, 4th edn., Missouri: Saunders Elsevier.

La vascolarizzazione venosa dell'occhio varia considerevolmente tra le diverse specie
. 23 . L . . . .
domestiche™. Nel cane, i due principali vasi venosi dell'orbita sono la vena

. T . .23 ere . . .
sopraorbitale e le vene orbitali inferiori”. Le vene ciliari anteriori raccolgono il
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sangue proveniente dalla porzione anteriore del corpo ciliare e del bulbo. Le vene
ciliari posteriori accolgono il sangue dalle parti posteriori del bulbo, mentre quello
derivato dalla porzione posteriore dei corpi ciliari e da una larga area della coroide fa
capo alle quattro vene vorticose. La rete venosa confluisce nella grande vena
oftalmica, che passa nella giugulare esterna, poi nella vena facciale attraverso le vene
orbitali angolari e inferiori, e alla fine nella vena giugulare interna®. Altri rami delle
arterie oftalmiche si distribuiscono ai vari organi accessori dell'occhio. Le vene,

satelliti delle arterie, giungono nelle oftalmiche** (Figure 5 e 6).

Vorticose Daorsal external ophthalmic vein

Anastomotic branch with ventral external ophthalmic vein

Medial vein of
superior eyelid Lacrimal vein
Ophthalmic plexus
Periorbita

Optic canal

i ﬁi,\— Cavemous sinus

Orbital fissure

Vena angularis oculi

Rostral alar foramen
Intermnal ophthalmic vein

Vein from third eyalid S ———
Vantral external ophthalmic vein
Retinal veins

Deep facial vein

Anastomotic branch, deep facial vein
with ventral external ophthalmic vein

Figura 5. Circolazione venosa dell’occhio

Fonte: Evans H.E. and Lahunta A. (2012) Miller's anatomy of the dog, 4th edn., Missouri: Saunders Elsevier.

Ophthalmic vein
Vortex veins

Angular vein

Deep facial vein Facial vein

External jugular vein External maxillary vein

Figura 6. Circolazione venosa dell’occhio

Fonte: Evans H.E. and Lahunta A. (2012) Miller's anatomy of the dog, 4th edn., Missouri: Saunders Elsevier
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1.3 L’ecografia oculare

L'ecografia si basa sulla trasformazione in immagini degli echi prodotti dagli
ultrasuoni durante la loro progressione nei tessuti. L'ecografia ¢ una tecnica di
diagnostica per immagini particolarmente utile per lo studio dei tessuti molli. Gli
ultrasuoni utilizzati ai fini diagnostici hanno, in genere, frequenze comprese tra 2 e 20
MHz. L’apparecchio ecografico ¢ costituito da un trasduttore o sonda che permette di
emettere e ricevere ultrasuoni, da un unita centrale di amplificazione ed elaborazione
degli echi, dal monitor, sul quale si visualizzano le immagini e dalla tastiera
alfanumerica, con la quale si possono immettere 1 dati del paziente, brevi annotazioni
nelle immagini e regolare 'apparecchio. Gli ultrasuoni emessi dai trasduttori a bassa
frequenza raggiungono notevoli profondita senza subire attenuazioni significative,
consentendo la visualizzazione ecografica di parenchimi situati a decine di centimetri
di profondita. Tuttavia, a causa della lunghezza d'onda maggiore, generano immagini
di scarsa risoluzione spaziale, pertanto, strutture o lesioni molto piccole vengono
scarsamente visualizzate o non visualizzate affatto con sonde a bassa frequenza.
Contrariamente, gli ultrasuoni emessi a frequenze piu elevate, a causa della loro scarsa
lunghezza d’onda, subiscono una maggiore attenuazione nell’attraversare i tessuti,
quindi, hanno una minore capacita penetrante, ma generano immagini ad alta
risoluzione spaziale, permettendo la visualizzazione dettagliata di strutture molto
piccole. L'immagine ecografica ¢ di tipo tomografica, digitale e dinamica, cio¢, ci
permette di valutare anche strutture o tessuti in movimento in tempo reale (cuore,
muscoli, articolazioni, tubo digerente, sangue). La modalita di visualizzazione piu
utilizzata ¢ il B-Mode (Brightness Mode) mediante il quale i tessuti e 1 parenchimi,
scansionati durante 1’esame, vengono rappresentati sullo schermo come immagini
bidimensionali in scala di grigi. Le zone piu chiare, dette iperecogene, rappresentano
tessuti che, a causa della loro composizione e densita, generano un gran numero di
echi di ritorno; le zone scure, dette ipoecogene, sono costituite da tessuti scarsamente
riflettenti; quelle completamente nere rappresentano raccolte di liquidi che non
riflettono gli ultrasuoni, non generano echi di ritorno e sono dette anecogene. Con

questa modalita le strutture anatomiche vengono rappresentate in maniera pit 0 meno

Marzia Ester Moalli, Valutazione ecografica degli indici di resistivita (RI) e di pulsatilita (PI) delle arterie oculari e 28
— della biometria oculare nei cani affetti da Leishmaniosi, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, indirizzo Patologiae —
Clinica Animale, Universita degli Studi Sassari.



fedele e la risoluzione dell’immagine, come spiegato in precedenza, dipende dalla
frequenza di emissione degli ultrasuoni, di cui ¢ dotato il trasduttore. L'esame
ecografico del globo oculare si esegue generalmente in B-Mode. Data la posizione
superficiale e le dimensioni ridotte del globo oculare, uno studio adeguato richiede
I'uso di sonde ad alta frequenza (>10 MHz). L’ecografia oculare puo essere eseguita
anche in modalita I’A-Mode (Amplitude Mode) che rappresenta gli echi sotto forma di
picchi su un piano cartesiano in cui sull'asse verticale (Y) viene rappresentata
l'ampiezza d’onda, mentre sull’asse orizzontale (X) la distanza della sonda
dell'interfaccia che ha generato l'eco. Questa modalita di visualizzazione degli echi,
sebbene obsoleta e caduta in disuso, viene ritenuta da alcuni autori come la migliore
per le valutazioni biometriche dell'occhio™. Poco prima di fare 1’ecografia oculare &
consigliata I’applicazione di una goccia di collirio anestetico per ridurre il fastidio
causato dal contatto della sonda con le palpebre o con la cornea, in seguito si mette
una piccola quantita di gel ecografico sul quale si appoggia la sonda. Durante I’esame
¢ importante evitare di esercitare un’eccessiva pressione sul globo, la quale altererebbe
in maniera significativa le dimensioni oculari, in particolare la profondita della camera
anteriore. In genere, lo studio ecografico dell’occhio si esegue sui pazienti svegli,
in questo modo si evitano effetti indesiderati quali la reclinazione del bulbo oculare
e/o la riduzione della pressione intraoculare. Quando il contenimento farmacologico ¢
indispensabile, si somministrano farmaci dissociativi che non determinano
modificazioni rilevanti della posizione e/o della pressione intraoculare.

Ecograficamente, la cornea ¢ costituita da due linee iperecogene, parallele e molto
ravvicinate alla porzione prossimale dell'immagine, separate da una sottile linea
ipo/anecogena che rappresenta lo stroma. Con sonde ad altissima frequenza ¢ possibile
distinguere chiaramente le componenti ultrastrutturali della cornea quali 1'epitelio di
rivestimento, la zona stromale e la membrana basale. La camera anteriore ¢ posta
subito posteriormente alla cornea e anteriormente alla cristalloide anteriore, ed appare
come un'area completamente anecogena. L'iride, localizzato antero-lateralmente alla

cristalloide anteriore ¢ scarsamente visibile, la sua maggiore o minore visibilita
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dipende dal grado di apertura o chiusura del forame pupillare. L'iride ¢
ecogena/iperecogena, sottile, a sezione triangolare e con profili lievemente corrugati.
Alla base dell'iride possono essere visualizzati 1 corpi ciliari come una regione
triangolare ecogena. Durante 1’esame, ¢ possibile visualizzare solo le porzioni di
cristalloide, anteriore e posteriore, che sono perpendicolari al fascio di ultrasuoni, esse
appaiono come due sottili linee iperecogene, di forma rispettivamente convessa e
concava, che racchiudono il parenchima della lente, completamente anecogeno. Il
corpo vitreo appare come una regione anecogena, posta tra la cristalloide posteriore e
il fondo retinico. Nel cane e nel gatto talvolta ¢ visibile una sottile linea ecogena che
attraversa il corpo vitreo, essa rappresenta la persistenza di residui dell'arteria ialoidea.
Il fondo retinico ¢ solitamente iperecogeno con superficie regolare. In alcuni casi ¢
possibile evidenziare la papilla ottica come una regione maggiormente ecogena e
lievemente depressa rispetto alle porzioni circostanti. Non sempre ¢ possibile
apprezzare lo spessore delle varie tuniche del globo oculare a causa degli artefatti da
riverbero e della riduzione della risoluzione assiale nelle porzioni piu profonde
dell'occhio. Nella regione retrobulbare, ¢ possibile riconoscere il grasso del cuscinetto,
iperecogeno, il nervo ottico che appare come una struttura lievemente ipoecogena ad
andamento spiroidale, e i muscoli oculo-estrinseci che appaiono come delle bande

ipoecogene ad andamento divergente. (Figura 7).

Pupilla t:amera_
anteriore
- Cornea
Camera
5 posteriore

Iritle

Corar
ciliare

Corpo vitreo

Retina Sclerotica

Punto ciecn Coarmidea

Maarwn ottico

Figura 7 - Immagine ecografica dell’occhio di un cane ottenuta con sonda microconvex (11 MHZ) 1 = cornea; 2
= camera anteriore; 3 = corticale anteriore del cristallino; 4 = corpo ciliare; 5 = iride; 6 = corticale posteriore del
cristallino; 7 = corpo vitreo; 8 = fondo retinico; frecce gialle = nervo ottico. Accanto riproduzione di una sezione
longitudinale dell’occhio.
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L’ecografia Doppler puo essere utilizzata per valutare la velocita e le caratteristiche
del flusso ematico nei vasi orbitali che irrorano 1’occhio. Il Color Doppler rappresenta
il flusso ematico con dei colori sovrapposti all’immagine bidimensionale, esso € in
grado di fornire generiche informazioni sul flusso, come la localizzazione dei vasi e la
direzione del sangue, che non sono numericamente quantificabili, I1 Doppler Pulsato
rappresenta il flusso ematico su un sistema cartesiano in cui nell’asse delle X viene
riportato il tempo ed in quello delle Y la velocita. Il Doppler Pulsato ¢ in grado di
fornire informazioni precise sulla velocita, tempi di accelerazione e decelerazione,
durata e direzione del flusso arterioso (Figura 8) e venoso. L’ecografia Doppler, nello
studio delle caratteristiche dei flussi oculari, ¢ stata ampiamente utilizzata nell’'uomo?’

S 1.07-29
e negli animali®" .

Figura 8: Ecografia Doppler, flusso arterioso.
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1.4 Resistenze vascolari, indice di resistivita e indice di pulsatilita

La perfusione dei tessuti e degli organi ¢ regolata localmente dal grado di tonicita di
piccole arterie e di arteriole. Questi piccoli vasi arteriosi, grazie alla muscolatura liscia
contenuta nella tonaca media della loro parete, variano il loro calibro in risposta a
stimoli neurogeni (sistema nervoso simpatico), ormonali (catecolamine e angiotensina)
o locali (ossido nitrico, K, adenosina) modulando il flusso tissutale e, allo stesso
tempo, la pressione sistemica . La quantita di sangue che transita in un vaso nell’unita
di tempo (flusso ematico) ¢ direttamente proporzionale al gradiente pressorio fra i due
estremi del vaso e inversamente proporzionale alla resistenza al flusso, cosi come

espresso nella forma idrodinamica della legge di Ohm:
F =APR

Dove F ¢ il flusso ematico che transita in un vaso o in un organo nell’unita di tempo
(ml/sec), AP ¢ il gradiente pressorio esistente fra i due estremi del vaso, R ¢ la
resistenza che si oppone al flusso. Nel flusso oculare, AP rappresenta la pressione di
perfusione oculare (PP), ossia la differenza tra la pressione idrostatica dell’arteria
oftalmica e quella delle vene oculari. Quest’ultima ha valori vicini a quelli della
pressione intraoculare’’. Nell’'uomo la pressione di perfusione oculare & pari a 2/3
della pressione arteriosa sistemica meno la pressione intraoculare®. La resistenza al
flusso (R) ¢ la forza che si oppone allo scorrimento del sangue nei vasi. R ¢ la
variabile che ha un maggiore effetto sul flusso ematico tissutale se la pressione di

perfusione & costante™. R risponde alla legge di Hagen-Poiseuille:

R=n L/r*

In cui L ¢ la lunghezza del vaso, 1 ¢ la viscosita ematica ed r ¢ il raggio del vaso. La
viscosita ematica dipende dall’ematocrito, dalla concentrazione di proteine sieriche e
dalla temperatura corporea®. L’aumento dell’ematocrito che si verifica in caso di
policitemia vera o secondaria a disidratazione, determina incremento della viscosita
ematica ¢ della resistenza al flusso. Questo effetto avviene in misura minore nei vasi di

diametro inferiore a 100um (arteriole, capillari e venule) rispetto a quanto accade nei
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grossi vasi. Viceversa, in caso di anemia, la riduzione dell’ematocrito determina
diminuzione della viscosita ematica e della resistenza vascolare®®. La lunghezza delle
arterie ciliari e oftalmiche varia minimamente da un soggetto all’altro e tra un occhio e
il controlaterale pertanto pud essere considerata come una grandezza costante.
Contrariamente, il diametro del vaso ¢ piu soggetto a variazioni fisiologiche e/o
patologiche, pertanto rappresenta il fattore che maggiormente influenza la resistenza,
infatti, piccole riduzioni del lume vasale determinano un notevole aumento di R. La
resistenza pud essere stimata in maniera indiretta e non invasiva mediante il calcolo
degli indici flussimetrici ricavati dall’ecografia Doppler che sono 1’Indice di
Resistivita o indice di Pourcelot’” e I’Indice di Pulsatilita o indice di Goslin-King’®*’.
Questi indici si ricavano dall'analisi del tracciato spettrale del flusso arterioso ottenuto
mediante Doppler Pulsato (Figura 9).
L'Indice di Resistivita (RI) ¢ dato dalla seguente formula:

RI = PSV - EDV/PSV?”
IL RI varia da 0 a 1, i valori piu alti indicano maggiore resistenza al flusso nel letto
vascolare a valle del punto di misurazione.
L'Indice di Pulsatilita (PI) ¢ dato dalla seguente formula:

PI =PSV - EDV/TAMX”
Dove: PSV (Peak Systolic Velocity) ¢ il valore della massima velocita sistolica
(cm/sec); EDV (End Diastolic Velocity) ¢ il valore della velocita telediastolica
(cm/sec), TAMX (Time Average Maximum Velocity) ¢ il valore medio della velocita
dell’intero ciclo. Il PI fornisce indicazioni sulla capacitd di smorzamento del flusso
dalla sistole alla diastole, esso ¢ correlato negativamente all’elasticita vasale. I valori
di velocita (PSV, EDV e TAMX), ottenuti mediante Doppler Pulsato dipendono
dall’angolo d’incidenza del fascio di ultrasuoni rispetto alla direzione del flusso e
solitamente vengono sottostimati per via delle possibilita operative di rilevamento.
Questo limite viene superato utilizzando gli indici flussimetrici PI e RI che, essendo
ottenuti dai rapporti tra le velocita, sono indipendenti dal suddetto angolo®®. Gli indici

di resistivita renale (RRI) e oculare (ORI) sono stati ampiamente studiati in medicina
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umana e veterinaria. Nell’'uomo 1’aumento del RRI ¢ stato evidenziato in corso di
patologie che determinano aumento della pressione capillare renale (data dalla
pressione venosa sommata alla pressione interstiziale) come accade in corso
d’idronefrosi, trombosi della vena renale, ischemia, insufficienza renale acuta o

cronica dovuta a lesioni tubulo-interstiziali***°

o glomerulonefriti. Elevati RRI sono
. . . . . . .41 . . .

stati riscontrati anche in corso di vasculiti” e altre patologie sistemiche che

determinano alterazioni del microcircolo come ipertensione sistemica, aumento della

39,40

rigidita arteriosa legato all’eta, diabete mellito e Lupus Eritematoso Sistemico®'. 11

RRI ¢ stato utilizzato in medicina umana come indice di progressione

4243 Nel cane un aumento del RRI ¢ stato

dell’insufficienza renale cronica
documentato in corso di necrosi tubulare acuta, nefrite interstiziale,
iperadrenocorticismo ipofisario** vasculite e glomerulonefrite da Leishmaniosi®.
L’indice di resistivita dell’arteria oftalmica rappresenta il grado di resistenza al flusso
a cui va incontro il sangue nel microcircolo retinico e coroideale. Nell’'uomo
I’incremento del’ORI ¢ stato documentato in corso di aterosclerosi sistemica®,
ipertensione sistemica’’, diabete mellito®®, infezione da HIV*, nel cane I’incremento

dell’RI dell’arteria oftalmica e delle arterie ciliari € stato descritto in corso di

glaucoma™.

Figura 9: Immagini Doppler. A - Misurazione degli indici flussimetrici dell’arteria ciliare. B Misurazione degli
indici flussimetrici dell’arteria oftalmica
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1.5 Lesioni oculari in corso di Leishmaniosi

La maggior parte dei cani affetti da Leishmaniosi presenta lesioni oculari. In
letteratura sono riportate percentuali che oscillano dal 16% all’80%'*'®**>! dei casi.
Quest’ampia variabilitda puo essere dovuta a molteplici fattori, infatti, non tutti i cani
affetti da leishmaniosi e inclusi negli studi, sono stati sistematicamente sottoposti a
visita oculistica, per cui lesioni lievi o subcliniche possono essere passate
inosservate’'; in uno studio sono stati inclusi solo soggetti con lesioni oculari evidenti
all’esame clinico™’; in alcuni lavori le lesioni perioculari (blefarite, congiuntivite e
blefarocongiuntivite) sono state considerate lesioni dermatologiche', in altri lesioni
oculari’'. Per tali ragioni ¢ raccomandato eseguire I’esame oftalmologico completo in
tutti 1 cani affetti da leishmaniosi, nei quali, 1 segni oculari possono presentarsi
associati ad un quadro generale o come unico sintomo. In alcuni casi 1 sintomi oculari
sono quelli per cui il proprietario porta a visita il proprio animale (cambio di
colorazione dell’iride, blefarospasmo, cecita...). In uno studio retrospettivo condotto
su 105 cani con leishmaniosi e lesioni oculari, queste ultime erano 1'unico sintomo per
il quale i cani sono stati portati a visita nel 15% dei soggetti’'. L'eta di presentazione
alla visita clinica puo essere estremamente variabile e sono riportati dati che variano
dai 5 mesi ai 13 anni con una media 5,2 anni’'. Facendo riferimento all'incidenza
della localizzazione oculare della CanL nelle varie razze, 1 dati presenti in letteratura
risultano estremamente eterogenei. Alcuni autori citano tra i soggetti maggiormente
colpiti il Pastore Tedesco ed i cani meticci con rispettivamente il 19% ed il 28% di
incidenza’'. Per quanto riguarda la taglia i soggetti pit frequentemente colpiti sono
rappresentati da cani di peso superiore ai 20kg’'. Il rapporto tra localizzazione
oculare in corso di CanL ed il sesso dell'animale affetto risulta essere maggiore nei
soggetti di sesso maschile (71,5%) rispetto a quelli di sesso femminile (28,5%)". Dal
punto di vista della distribuzione geografica la malattia ¢ presente nel 33,5% in zone
urbane, 34,8% in aree suburbane e nel 31,6% in aree rurali’. Le lesioni oculari piu
frequentemente  associate a  leishmaniosi sono: blefarite, congiuntivite,

blefarocongiuntivite, cheratite, cheratocongiuntivite secca, uveite anteriore, glaucoma,
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uveite posteriore, panuveite ¢ panoftalmite'** % Altri segni clinici meno frequenti
sono: cellulite orbitaria, granuloma a livello della membrana nittitante, sclerite e
episcerite. Nella maggior parte dei casi i segni oculari sono bilaterali (98%)°", quelli
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unilaterali sono un segno precoce della malattia™ .

Le strutture oculari coinvolte nei soggetti affetti da CanL sono:

1) Palpebre: presentano infiammazione e blefarite (Figura 10), proprio la blefarite
¢ stato il primo segno descritto della malattia, caratterizzato da alopecia

54 \
727 Puo essere

perioculare che determina la comparsa dei cosi detti “occhiali
colpita soltanto la cute delle palpebre oppure anche la rima palpebrale in tutto il
suo spessore. Si distingue in blefarite alopecica (che ¢ la piu comune
caratterizzata da desquamazione e seborrea localizzata sul bordo palpebrale che
provoca il tipico aspetto del cane “anziano”; non ¢ pruriginosa € si osserva nel
26,7% dei casi’'), blefarite umida (le palpebre risultano ispessite ed edematose,
crea dolore ed ¢ presente scolo oculare da sieroso a mucopurulento; in alcuni
casi cronici pud creare reazione cicatriziale e entropion secondario), blefarite
ulcerativa (si puo localizzare sul bordo palpebrale o estendersi sulla cute delle
palpebre, ¢ molto dolorosa e pud aggravarsi con lesioni corneo-congiuntivali e
infezioni palpebrali secondarie, ¢ descritta nel 3,8% dei cani affetti da
leishmaniosi’') e la blefarite nodulare (& la meno frequente 0,09% dei casi’', per
la prima volta descritta nel boxer’* si pud presentare come unico o multipli

51,52
noduli’'?

). A livello della superficie bulbare della membrana nittitante a livello
subepiteliale D’infiltrato infiammatorio microscopico ¢ classificato in
granulomatoso o piogranulomatoso ed ¢ composto principalmente da macrofagi
con pochi linfociti e plasmacellule e occasionalmente neutrofili viene osservato
dove sono presenti gli sbocchi dei dotti escretori ghiandolari™.

2) Congiuntiva: risulta essere frequentemente colpita in corso di Canl con
incidenza che varia nelle percentuali del 31,4-75,6%"%": l'abituale riscontro di
numerosi parassiti a livello congiuntivale fa ritenere che la sintomatologia
possa essere riconducibile piu alla loro presenza che al fenomeno reattivo
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Immunitario™ .

Clinicamente la congiuntivite si manifesta con sintomi
specifici quali chemosi, iperemia e ispessimento congiuntivale, ¢ puo
manifestarsi singolarmente o associata ad altri segni clinici oculari (blefarite,
cheratite, uveite, etc.) (Figura 10). Spesso ¢ presente epifora e in alcuni casi pud
insorgere una sovrainfezione batterica secondaria evidenziata dalla presenza di

mucopus a livello dei fori congiuntivali e del canto mediale.

Figura 10: Blefarite umida e congiuntivite in un Carlino affetto da Leishmaniosi

In una pubblicazione riguardante esclusivamente casi clinici con localizzazione
oculare il 96,6% dei soggetti presentavano lesioni microscopiche®’. Tale
incidenza risulta essere nettamente superiore, se riferita ad uno studio
istopatologico condotto su 120 globi oculari in cani risultati affetti, con
diagnosi di lesioni oculari solo nel 30% degli occhi esaminati. Lo studio
evidenziava a livello del tessuto congiuntivale tre differenti pattern
inflammatori: la presenza di un’infiltrazione linfoplasmocitaria perivascolare
nel 21,6% dei casi, un infiltrato perivascolare linfoplasmocitario con rari
macrofagi nel 10% dei globi e infine un ricco infiltrato infiammatorio
macrofagico con rara presenza di linfociti e plasmacellule nel 14,1 % degli
occhi esaminati. Venivano riscontrate anche lesioni piogranulomatose nel 1,7%

. .56 . . . . . .
dei casi”. Dalla congiuntiva I’infiltrato infiammatorio si estendeva anche al
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limbo con identiche caratteristiche e percentuali ad eccezione dell’assoluta
mancanza dell’infiltrato perivascolare linfoplasmacellulare.

3) Cornea: le lesioni corneali sono caratterizzate da cheratite stromale (con
neovascolarizzazione stromale, edema corneale diffuso, pigmentazione e
infiltrato cellulare) e granuloma (singolo o multiplo, unilaterale o bilaterale,
centrale o periferico, si presenta come una massa rosata in rilievo con
neovascolarizzazione corneale superficiale).

L'interessamento corneale ¢ sempre concomitante a quello congiuntivale e si
manifesta in forma di cheratocongiuntivite in percentuale del 10,6%'", 31,4%"",
36%°. Dal punto di vista clinico, in associazione ai segni clinici congiuntivali
puo essere presente da lieve a marcata fotofobia con edema corneale diffuso
associato a neovascolarizzazione. Talvolta l'intensita dell'edema ¢ tale da
impedire l'osservazione della camera anteriore o del segmento posteriore. Una
possibile complicanza della localizzazione corneocongiuntivale nella CanL puo
essere la cheratocongiuntivite secca (KCS). In studi retrospettivi ¢ stata
riportata un'incidenza della KCS del 2%, 2,8%", 5,1%’, 26,83%". Le ipotesi
che supportano l'insorgere di KCS sono molteplici. Secondo alcuni autori
l'ostruzione dei dotti ghiandolari da parte dell'infiltrato cellulare periduttale
sarebbe responsabile di accumulo e ritenzione della secrezione acquosa
lacrimale™. Altri ritengono che essa potrebbe essere la conseguenza della
marcata infiammazione e chemosi congiuntivale con ostruzione secondaria

della componente escretiva duttale®”’

. Altre teorie ipotizzano il danno da
reazione immunomediata o da parte del parassita direttamente sulle strutture
ghiandolari lacrimali’’. Un'altra ipotesi fa ritenere che essa potrebbe derivare
dalla ridotta secrezione lacrimale riflessa secondaria alla ipoestesia presente a

livello della cornea danneggiata dall'inflammazione®’. La KCS si distingue in

qualitativa e in quantitativa. La forma qualitativa ¢ data dal coinvolgimento
delle strutture ghiandolari di Meibomio e presumibilmente anche delle cellule
caliciformi mucipare che provoca una carenza della componente lipidica

. . 53 . . . . .
emucoproteica del film lacrimale™; si manifesta con congestione congiuntivale,
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palpebrale e bulbare, e lesioni corneali di diversa gravita. La KCS quantitativa

(Figura 11) ¢ causata da riduzione della componente acquosa del film lacrimale,
insieme alla blefarite ¢ una delle presentazioni piu classiche della leishmaniosi
oculare; si presenta nel 30-40% dei cani con sintomatologia oculare®. Queste
percentuali potrebbero anche essere sottostimate, poich¢ il test di Schirmer non
viene incluso abitualmente nella visita clinica dei cani affetti da Leishmaniosi.
Nella maggior parte dei casi si presenta sotto forma di congestione
congiuntivale, palpebrale e bulbare, secrezione oculare mucosa o
mucopurulenta, blefarospasmo e lesioni corneali. La superficie corneale appare
irregolare e opacizzata con presenza di edema e neovascolarizzazione
inizialmente periferica. Negli stadi avanzati pud essere presente anche panno
corneale e pigmentazione. Sono stati riportati casi di cheratite ulcerativa nelle
forme di KCS da CanL’’. Nei casi in cui la cheratocongiuntivite si complica in
forma di KCS, istopatologicamente si manifesta con numerosa cellularita a
livello delle strutture ghiandolari lacrimali (gh. di Meibomio, gh. lacrimale

principale e gh. lacrimale annessa alla terza palpebra).

Figura 11 : KCS lieve, in un cane meticcio affetto da Leishmaniosi canina.
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L’infiltrato viene classificato in granulomatoso o piogranulomatoso ed ¢
composto principalmente da macrofagi con pochi linfociti e plasmacellule e
occasionalmente neutrofili. Esso risulta essere particolarmente evidente a carico
delle gh. di Meibomio (62% di positivitd), mediamente marcato a livello della
gh. annessa alla nittitante (54% di positivita) e in forma meno evidente a carico
della gh. lacrimale principale (4,17% di positivita). E’ localizzato
principalmente intorno alle strutture duttali e in minima parte interessa le
componenti acinose’

4) Sclera: L'interessamento della sclera ¢ spesso concomitante a quello
congiuntivale e corneale determinando un quadro clinico di
episclerocheratocongiuntivite. In questi casi si osserva un fenomeno
inflammatorio diffuso e ai segni clinici di cheratocongiuntivite si associano
iperemia profonda e ispessimento sclerale. A livello sclerale ¢ stato evidenziato
esclusivamente un infiltrato infiammatorio interstiziale macrofagico, linfocitico
¢ plasmacellulare associato ad aree di edema e neovascolarizzazione focali o
geografiche nel 5,8% dei campioni™®.

5) Uvea: Il tratto uveale ¢ frequentemente sede di localizzazione della
Leishmaniosi canina. La patogenesi dell'insorgenza di uveite ¢ riconducibile
primariamente a due ipotesi: la prima fa riferimento in generale al fenomeno
immunitario caratterizzato dalla formazione di anticorpi, dal deposito di
immunocomplessi e dalla iperglobulinemia; mentre la seconda richiama il
fenomeno allergico causato dalla morte del parassita dopo la somministrazione
di terapia antiprotozoaria. Quest'ultimo aspetto sarebbe in relazione con la
ripetuta osservazione di insorgenza di uveite secondariamente alla terapia

. . . 116,51
leishmanicida ™.

Dal punto di vista anatomico distinguiamo l'uvea anteriore
(iride e corpi ciliari) e 1’'uvea posteriore (coroide), la prima risulta
maggiormente colpita rispetto alla seconda con percentuali variabili pari al
42,8% e 3,8%', 20% e 5.8%°, 14,64% e 9,76%". Nel 63% dei casi

appartenenti ad uno studio retrospettivo l'uveite anteriore (Figura 12) aveva

. 51 . . . . . . N
insorgenza acuta’ . L’uveite anteriore associata a leishmaniosi pud essere
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essudativa, non essudativa e granulomatosa; le tre forme possono presentare
alterazioni comuni come congestione congiuntivale e bulbare, edema corneale,
ipotonia (IOP < 10)°® ¢ miosi. L uveite essudativa si caratterizza per la presenza
nella camera anteriore di cellule, fibrina e ipopion (anche se alcuni autori
concordano nel segnalare la scarsa frequenza della comparsa di questi due
ultimi segni clinici®™’). Questo avviene in conseguenza dell’azione delle
prostaglandine (PG) che agendo sui vasi sanguigni uveali determinano la
rottura della barriera ematoculare, con il passaggio di proteine plasmatiche e
cellule in camera anteriore. Questa condizione clinica pud essere evidenziata
utilizzando una fonte luminosa focalizzata diretta verso il foro pupillare, la
dispersione della luce (effetto Tyndall o acqueous flare) ¢ causata dalle
particelle in sospensione ed ¢ tanto piu evidente quando piu alta ¢ la
concentrazione di materiale fuoriuscito dal comparto vascolare. La fibrina
riversata in camera anteriore puo causare l’aderenza dell’iride al cristallino
(sinechia posteriore) o all’endotelio (sinechia anteriore). L’acqueous flare puo
essere misurato clinicamente con 1’uso di una scala di valutazione soggettiva da
+1 (torbidita dell’'umor acqueo appena percettibile) a +5 (elevata torbidita con
coaguli di fibrina in camera anteriore)’*. L uveite non essudativa si caratterizza
dall’ispessimento dell’iride, miosi e ipotonia in assenza di cellularita nella
camera anteriore. Infine, I'uveite granulomatosa, descritta sporadicamente in
corso di CanL, ¢ caratterizzata dalla comparsa di noduli di diverse dimensioni
sulla superficie dell’iride. In questa forma la cornea ¢ meno edematosa rispetto
alle forme precedenti e I’effetto Tyndall ¢ negativo. L uveite granulomatosa ¢
stata descritta unicamente nei cani con leishmaniosi, pertanto, ¢ considerata un
segno patognomonico della malattia. Le sequele dell’uveite anteriore,
indipendentemente dal tipo di uveite, includono edema corneale irreversibile,
cataratta (sinechie anteriori e posteriori), discoria, glaucoma, e in casi gravi
ptisi del bulbo (atrofia del globo oculare). L’edema corneale diffuso di origine
endoteliale (a volte intenso al punto da non poter permettere una completa

valutazione del segmento posteriore), pud presentarsi in tutti e tre i tipi di
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uveite, puo essere causato da precipitati corneali, disfunzione delle cellule
endoteliale per alterazione nella componente dell’'umor acqueo, o presenza di
immunocomplessi.

L’uveite posteriore o corioretinite come riportato in letteratura sono poco

frequenti’””"'

, 0O comunque ¢ quasi sempre presente in concomitanza con
’uveite anteriore’’. Questa bassa incidenza pud essere dovuta al fatto che a
volte 1 segni clinici di uveite posteriore possono essere lievi e passare
inosservati al proprietario. Oppure 1’uveite anteriore, che in alcuni casi puo
essere molto grave, puo causare difficolta nella visualizzazione dei cambi del
fondo oculare. La corioretinite associata a Leishmaniosi ¢ caratterizzata da
infiltrato cellulare nella coroide, edema retinico, piccoli foci iporiflettenti e
emorragie retiniche, possono essere presenti anche dilatazioni delle strutture
vascolari del fondo oculare’’. Alla sintomatologia retinica pud associarsi anche
distacco essudativo. Il distacco potrebbe essere conseguenza diretta del
processo infiammatorio ma anche della iperproteinemia o dell'ipertensione
arteriosa sistemica presente in corso di tale patologia in conseguenza della
insufficienza renale; a tale proposito recentemente ¢ stata riportata una
incidenza del 5,7% di lesioni retiniche in cani affetti da ipertensione arteriosa
sistemica conseguente a malattia glomerulare da CanL>. Le sequele dell’uveite
posteriore includono cicatrici corioretiniche multifocali, distacco retinico o
atrofia della retina. La panuveite (uveite anteriore e posteriore) si evidenzia
molto raramente e principalmente in cani sottoposti a terapia
immunosoppressiva cronica'®. Per quanto riguarda la localizzazione uveale
della malattia gli occhi sottoposti ad esame istopatologico risultano positivi nel
20% e nel 45% dei casi’”°, ricordando pero che nel secondo studio citato
venivano esaminati esclusivamente soggetti con localizzazione oculare.
Nell’iride ¢ presente infiltrazione diffusa con macrofagi, rari linfociti e
plasmacellule (8,3%), mentre in altri campioni si osservano lesioni
granulomatose intrastromali (1,7%)®. Sono anche stati evidenziati fenomeni di
vasculite e trombosi®.Il corpo ciliare pud presentare infiltrazione
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linfoplasmocitaria diffusa (6,6%) oppure infiltrazione macrofagica diffusa con

pochi linfociti e plasmacellule (15%)°. L’angolo irido-corneale risulta

,massivamente infiltrato, in partenza dai corpi ciliari o dalla base dell’iride, da
macrofagi, linfociti e plasmacellule nel 5,8% dei casi’®. Per quanto riguarda
I’uvea posteriore, a livello coroideale, si osserva infiltrato macrofagico nel

5,8% dei casi che risulta presente anche a livello della lamina del nervo ottico™.

Figura 12: uveite anteriore in un cane affetto da Leishmaniosi canina

6) Lente: E stato segnalato anche il coinvolgimento del cristallino affetto da
cataratta nella percentuale del 7,32%°. La cataratta ¢ secondaria al processo
inflammatorio uveale cronico e in questo caso possono anche comparire
sinechie irido-lenticolari’*”’.

7) Orbita: La localizzazione orbitale si manifesta in modo aspecifico con i
sintomi di una cellulite retrobulbare ¢ comparsa di esoftalmo, chemosi
congiuntivale diffusa e gonfiore palpebrale con incidenza del 1,9%°'. Studi
istopatologici hanno evidenziato la localizzazione di Leishmaniosi canina in

circa il 9% dei campioni analizzati dei muscoli di Miiller, della periorbita e

della nittitante ed in circa il 12% dei campioni analizzati dei muscoli striati
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estrinseci extraoculari e del m. orbicolare, con conseguente presenza di
miosite®’. E stata riportata anche 'insorgenza di strabismo®’.

Nell’orbita ¢ stata riportata la presenza di infiltrato granulomatoso
inflammatorio con numerosi macrofagi e scarsi linfociti e plasmacellule che
circondano le fibre muscolari sia dei muscoli lisci che striati con le seguenti
percentuali: 67,5% di positivita nei campioni di mm.lisci (66,66% mm. di
Muller, 66,64% mm. della periorbita e 68,75% mm. Membrana nittitante) e
86,48% di positivita nei mm. striati (95,83% mm. orbicolare e 69,23% mm.

162
extraoculari)™.

Esistono delle possibili complicanze della localizzazione intraoculare: il glaucoma e
l'endoftalmite. Il glaucoma ¢ una complicanza dell’uveite anteriore nel 7,1%"°' dei
casi, si definisce come ’aumento della pressione intraoculare (IOP), con morte
secondaria delle cellule gangliari della retina; ¢ secondario al blocco del foro pupillare
per formazione di sinechie posteriori (aderenza dell’iride al cristallino), o ostruzione
dell’angolo irido-corneale secondario alla formazione di sinechie anteriori (aderenze
tra iride e cornea) o a eccessivo ispessimento dell’iride. Dal punto di vista
patogenetico l'elemento scatenante la crisi glaucomatosa ¢ rappresentato dall'alterato
drenaggio dell'umor acqueo conseguente all'infiltrazione della rete trabecolare da parte
di fibrina, emazie e altre cellule inflammatorie oppure come esito della formazione di
sinechie irido-lenticolari o iridee periferiche con parziale o totale occlusione pupillare
e dell'angolo di filtrazione irido corneale. I segni clinici sono spesso comuni alla
preesistente uveite e sono rappresentati oltre che dall'aumento della pressione
intraoculare, da congestione venosa episclerite, iperemia congiuntivale, edema
corneale. La pupilla puo risultare discorica a causa delle sinechie che ne impediscono
spesso la dilatazione anche farmacologica. L'animale puo presentare dolore, fotofobia
e sensorio depresso. Nelle forme croniche pud comparire buftalmo ed in quelle
terminali puo residuare tisi bulbare. L'endoftalmite ¢ caratterizzata dall'infiammazione,
spesso in forma granulomatosa, delle strutture interne all'occhio ed in alcuni casi puo

estendersi alla sclera coinvolgendola interamente (panoftalmite). In questi soggetti ¢
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presente intenso dolore oculare, marcata iniezione vascolare congiuntivale ed
episclerale, edema corneale con neovascolarizzazione, ipopion e ifema. Spesso la
valutazione clinica delle strutture intraoculari risulta impossibile. La diagnosi di CanL
a livello oculare puo essere effettuata con metodi diretti e/o con metodi indiretti. Nel
primo caso lo scopo del ricercatore ¢ quello di identificare il parassita o parti di esso,
nel secondo caso viene valutata la risposta dell’organismo alla sua presenza. In ambito
oftalmologico tra i metodi diagnostici diretti utilizzati vi sono la citologia che tramite
colorazione ematossilina eosina (HE) identifica la presenza dell’amastigote, 1’istologia
associata 0 meno ad immunoistochimica (IHC) e le indagini molecolari. Nei metodi
indiretti vengono compresi quelli che ricercano immunoglobuline specifiche a livello
oftalmico. Un’importante osservazione che deriva della letteratura presente
sull’argomento ¢ che a livello dei tessuti oculari in soggetti affetti da CanL I’indagine
IHC assume maggiore importanza dal punto di vista diagnostico nei confronti
dell’identificazione morfologica del parassita con HE. In caso di infiltrazione
granulomatosa oculare viene riportata infatti una positivita dell’THC dell’88,9% che
diminuisce al 56,2% per I’identificazione morfologica con HE®. A livello
congiuntivale la valutazione con HE del raschiato e dello striscio sia della mucosa che
dei noduli mostra la presenza di numerose cellule infiammatorie mononucleate con al
loro interno numerosi amastigoti’'. In questa struttura la positivita alla presenza del
parassita tramite la metodica IHC risulta essere differente in dipendenza del pattner
istopatologico manifestato con scarsa presenza del parassita in caso di infiltrato
perivascolare linfoplasmocitario e alta positivita in corso di infiltrazione diffusa
perivascolare macrofagica linfocitico plasmocitaria, infiltrazione diffusa macrofagica
linfocitico plasmocitaria e nella forma piogranulomatosa®. Studi effettuati su soggetti
asintomatici provenienti da aree endemiche mediante polimerasi chain reaction (PCR)
su cute e congiuntiva hanno evidenziato una positivita nei campioni dell’80%. Altre
ricerche eseguite su soggetti infetti, sieropositivi e sintomatici hanno mostrato
positivita alla PCR a livello congiuntivale in circa il 92% dei soggetti testati®*. In un

altro studio effettuato su 100 cani testati in modo random in area endemica con PCR
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su campioni di cute, congiuntiva e midollo veniva rilevata una positivita generale del
63%. Essa risultava essere del 51% nei soggetti testati a livello cutaneo, del 32% a
livello congiuntivale ¢ 17,8% a livello midollare®. Un lavoro istopatologico condotto
su strutture ghiandolari lacrimali in soggetti leishmaniotici ha evidenziato 1 parassiti
mediante THC nel 26,35% dei campioni osservati. Le percentuali risultano essere del
32% a livello delle gh. di Meibomio, 26% per la gh. annessa alla terza palpebra e
20,83% per la gh. lacrimale principale. I parassiti venivano piu facilmente identificati
in occhi con sintomatologia clinica di KCS rispetto a quelli privi di segni clinici>.
Altri autori riportano come sia possibile identificare il parassita a livello sclerale,
corneale e dai noduli perilimbari sia con IHC che con HE nei soggetti esaminati e la
positivita alla presenza del parassita riscontrata a livello limbare risultava del tutto
simile a quella congiuntivale con pero la peculiarita che solo nel 50% degli occhi
valutati nei quali si riscontrava la presenza del parassita attraverso tecniche IHC si
osservava il parassita anche nella sezione colorata con HE®. Per quanto riguarda
I’umor acqueo ¢ stata evidenziata la presenza di immunoglobuline (IgG) specifiche
antilesihmania in soggetti affetti senza pero alcuna relazione con i livelli anticorpali
presenti a livello sierico nello stesso soggetto®. A livello irideo venivano identificati i
parassiti con IHC in tutti i campioni esaminati mentre in alcuni occhi la presenza di
melanina impediva la loro visualizzazione con HE™. Il parassita ¢ stato identificato nei
corpi ciliari con metodica IHC in modo non uniforme e dipendentemente dall’infiltrato
inflammatorio evidenziato con completa assenza in caso di infiltrato
linfoplasmacellulare e sua presenza in tutti i campioni valutati in caso infiltrato
macrofagico predominante. L’angolo irido-corneale risultava positivo alla leishmania
in tutti i campioni osservati all’esame THC>®. La presenza dei parassiti con metodica
[HC ¢ stata rilevata anche a livello coroideale e della lamina del nervo ottico™. Per
quanto riguarda la localizzazione orbitale sono stati isolati gli amastigoti sia a livello
del parenchima della muscolatura liscia (mm. di Muller, mm. della periorbita e mm.
membrana nittitante) che striata (mm. orbicolare, mm. extraoculari) con metodica IHC

e con HE®,
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2. SCOPO DEL LAVORO

Lo scopo principale del nostro lavoro ¢ stato quello di misurare la resistenza al flusso
ematico presente nel microcircolo oculare, mediante determinazione ecografica degli
Indici di Resistivita e di Pulsatilita dell’arteria oftalmica e ciliare, in un campione di
cani affetti da Leishmaniosi a confronto con un gruppo di cani sani. Il secondo
obiettivo ¢ stato quello di studiare il comportamento della resistenza vascolare oculare
in seguito a terapia medica. Il grado di resistenza al flusso, espresso mediante gli
Indici di Resistivita e di Pulsatilita, potrebbe avere un valore prognostico nei pazienti
affetti da patologie sistemiche che provocano lesioni vasali e perivasali croniche come
la Leishmaniosi canina. Infine, il presente lavoro si poneva 1’obiettivo di valutare la
prevalenza, la tipologia e la risposta terapeutica delle lesioni oculari presenti in una
popolazione di cani malati di Leishmaniosi presenti sul territorio della provincia di

Sassari.
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3. MATERIALI E METODI

I dati sono stati raccolti tra i1 2014 e il 2016 su cani provenienti da Sassari o dai paesi
limitrofi, portati a visita presso 1’Ospedale Didattico Veterinario dell’Universita degli
Studi di Sassari (ODV), e sottoposti a visita oculistica ed ecografia oculare a scopo
diagnostico, previo consenso informato dei proprietari di ciascuno di essi. In nessun
gruppo sono state incluse femmine gravide. I pazienti inclusi nello studio sono stati

divisi in due gruppi principali e in due sottogruppi:

e Gruppo P costituito da cani affetti da Leishmaniosi;

e Sottogruppo PTO costituito da cani affetti da Leishmaniosi, provenienti dal
gruppo P, prima di iniziare la terapia.

e Sottogruppo PT1 costituito da cani affetti da Leishmaniosi, provenienti dal
gruppo P, dopo trattamento.

e Gruppo S costituito da cani sani (gruppo controllo);

3.1 Criteri di inclusione per ciascun gruppo.

3.1.1 Gruppo P: cani affetti da Leishmaniosi.

Sono stati inclusi in questo campione cani portati a visita presso 1’Ospedale Didattico
Veterinario (ODV), che presentavano sintomi riconducibili a Leishmaniosi e che

rispettavano i seguenti criteri di inclusione:

e positivita al test IFAT per Leishmaniosi, con titolo anticorpale > di 1:80;

e non aver mai ricevuto terapia specifica contro la Leishmaniosi;

e assenza di patologie croniche concomitanti (cardiache, respiratorie, tumorali,
epatiche, gastrointestinali, autoimmuni);

e valori di pressione arteriosa sistolica entro i1 limiti di riferimento (131420

mmHg)®°.

Tutti 1 cani appartenenti a questo gruppo, dopo la diagnosi, sono stati sottoposti a
terapia.
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3.1.2 Sottogruppo cani affetti da Leishmaniosi dopo trattamento (sottogruppo

PT1).

Sono stati inclusi in questo gruppo cani affetti da Leishmaniosi, provenienti dal gruppo
P ai quali, in seguito a trattamento farmacologico, ¢ stato possibile ripetere esame
obbiettivo generale, esami ematobiochimici (emocromocitometrico, biochimico
completo, elettroforesi delle sieroproteine e test IFAT con titolazione anticorpale per
CanL), visita oculistica ed esame ecografico dell’occhio. Questo gruppo ¢ stato creato
in un secondo momento, dopo sei mesi dall’inizio della terapia. Il trattamento
somministrato a questi cani era costituito da un farmaco ad azione leishmanicida, la
Miltefosina (Milteforan, Virbac, soluzione orale 20mg/ml) alla dose di 2 mg/kg ogni
24 ore, per 28 giorni e un farmaco ad azione leishmaniostatica, 1’Allopurinolo

(Allopurinolo generico compresse) alla dose di 10 mg/kg ogni 12 ore per 6 mesi®’.

3.1.3 Sottogruppo cani affetti da Leishmaniosi prima di ricevere il trattamento

(sottogruppo PTO0).

La creazione di questo sottogruppo era stata prevista, per motivi di analisi statistica,
qualora non fossimo riusciti, per varie ragioni, a ripetere la visita oculistica, il prelievo
e I’ecografia oculare a tutti i cani del gruppo P sottoposti a terapia. Questo sottogruppo
includeva, infatti, solo 1 pazienti appartenenti al gruppo P che in seguito a terapia sono

stati inclusi nel sottogruppo PT1.

3.1.4 Gruppo S o di controllo: cani sani.

Nel gruppo di controllo sono stati inclusi cani riferiti al servizio di Oftalmologia
dell’ODV per visite oculistiche di routine, che rispettavano 1 seguenti criteri

d’inclusione:

e assenza di anomalie all’esame obiettivo generale;
e assenza di lesioni e/o patologie oculari;
e negativita al test IFAT per Leishmaniosi con titolo anticorpale < 1:40;

e cesami emocromocitometrico, ematobiochimico ed elettroforesi delle proteine
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sieriche nella norma;
e valori di pressione arteriosa sistolica entro i1 limiti di riferimento (131420

mmHg)®.

3.2 Raccolta dati.

Dopo aver registrato I’anamnesi, ciascun cane € stato sottoposto a:

e esame obiettivo generale;
e prelievo ematico;
e misurazione indiretta della pressione arteriosa sistolica mediante metodica

Doppler (Minidop ES-100 VX, Hadeco, Japan);

e visita oculistica;
e cesame ecografico dell’occhio, mediante ecografo portatile Logiq® eVet
(General Electric Company Fairfield, CT, USA, Figura 13) dotato di sonda

microconvex 8 C-RS multifrequenza (4-11 MHz).
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Figura 13: ecografo Logiq™ eVet.

3.2.1 Prelievo ematico.

A ciascun paziente sono stati prelevati, a scopo diagnostico, circa 6 ml di sangue dalla

vena giugulare o cefalica, di cui:

e | ml posto in provetta con anticoagulante EDTA inviato al laboratorio
dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sardegna (via Vienna, 07100
Sassari) per I’esecuzione dell’esame emocromocitometrico mediante
analizzatore contaglobuli automatico ADVIA 2120, (Hematology System by
Siemens, USA);

e 5 ml posti in provetta sterile, conservati per due ore a temperatura di 20-22°C e
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in seguito centrifugati a 1000 giri per 15 minuti. Il siero ottenuto ¢ stato inviato,
entro quattro ore dal prelievo, al laboratorio dell’Istituto Zooprofilattico
Sperimentale della Sardegna presso il quale un aliquota ¢ stata utilizzata per
I’esame biochimico mediante analizzatore Dimension RXL (Siemens, USA),
un’altra aliquota di siero ¢ stata utilizzata per ’esame elettroforetico delle
proteine sieriche su gel di agarosio tramite apparecchio INTERLAB G26
(EasyFix ,USA) e infine, una terza aliquota, ¢ stata utilizzata per test IFAT per

Leishmaniosi canina.

3.2.2 Visita oculistica.

Ciascun paziente incluso nello studio ¢ stato sottoposto a visita oculistica secondo il

seguente schema:

e Ispezione a distanza mediante la quale si valutano la simmetria di occhi e
palpebre e le dimensioni di ciascun bulbo oculare;

e Valutazione della visione osservando come ciascun paziente si orientava nella
sala visita, sia in ambiente illuminato che al buio, e nei confronti di oggetti
messi appositamente nella stanza per creare un percorso ad ostacoli (MAZE
TEST). La visione ¢ stata valutata anche mediante test di reazione alla
minaccia: un gesto di minaccia nei confronti del soggetto (coprendo
alternativamente 1 due occhi) che se positiva provoca la chiusura delle palpebre
e una leggera retrazione del bulbo (questa ¢ una reazione corticale la cui via
afferente ¢ costituita dal nervo ottico mentre la via efferente ¢ costituita dal
nervo facciale).

e Valutazione dei riflessi: riflesso palpebrale, ¢ stato valutato toccando il canto

laterale e mediale di entrambi gli occhi, quando positivo la stimolazione
sensoriale del nervo trigemino determina un’improvvisa chiusura delle palpebre

attraverso la via efferente del nervo facciale; riflesso dell’abbagliamento con

una luce molto intensa (transilluminatore di Finoff, Heine 3,5 V, Figural4) ¢
stato illuminato alternativamente ciascun occhio, questa risulta positiva nel

momento in cui I’animale chiude le palpebre (€ un riflesso subcorticale, che ha
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come via afferente il nervo ottico e come via efferente il nervo facciale); i1

riflessi pupillari (PLR) sono stati valutati in una stanza buia con luce intensa

(transilluminatore di Finoff, Heine 3,5 V), si distinguono in PLR diretto (che
corrisponde alla costrizione della pupilla che viene direttamente illuminata) e

PLR indiretto o consensuale (che rappresenta la risposta della pupilla

nell’occhio controlaterale) si tratta di un riflesso subcorticale che valuta
I’integrita delle cellule retiniche, dei nervi ottici, chiasma ottico, tratti ottici,

nervo oculomotore, ganglio ciliare e muscolo sfintere irideo;

)

Figura 14: Transilluminatore di Finoff, Heine 3,5 V

e Valutazione della lacrimazione (attraverso test di Schirmer STT I) con questo
esame ¢ stata misurata la quantitd di lacrime prodotte in un minuto, con
I’ausilio delle strisce di carta assorbente sterili confezionate singolarmente con
una tacca 0 mm in una estremitd e una scala graduata fino a 20 mm
(Eickemeyer SCHIRMER TEAR TEAST, Figura 15), ciascuna striscia ¢ stata
piegata in corrispondenza della tacca 0 e le stesse sono state applicate nella
meta laterale del sacco congiuntivale inferiore per 60 secondi. La distanza dalla
tacca alla fine della parte umida della carta ¢ misurata immediatamente alla
rimozione della striscia dall’occhio. Un risultato normale nel cane € 18,64 +
4,47 mm/min®, valori tra 14 ¢ 11 mm/min sono considerati casi sospetti 0
forme iniziali/subcliniche di KCS, valori da 10 a 6 mm/min vengono indicati
come KCS conclamata di forma moderata, mentre quelli inferiori a 5 mm/min

indicano KCS grave®.
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Schirmer Tear Test strip
and procedure

s B
Ei%%n Eickeme"'eF

ER
~ SCI‘“RM
TEAH':LIELDEI“HE

i srlﬂ“:mps

Insufficient tesr production

Possible shortage of tears

MNormal tear production

Figura 15: STT, dimostrazione del modo d’uso.

e Misurazione della pressione (intraocular pressure IOP): ¢ stata misurata
mediante tonometria per applanazione (Reichert tono-pen vet) che stima la
pressione attraverso la misurazione della forza necessaria ad appianare una
determinata area della superficie corneale; prima della misurazione ¢ stata
applicata una goccia di collirio anestetico (oxibuprocaina cloridrato) in
entrambi gli occhi, la IOP normale nel cane ¢ di 19,2 + 5,9 mmHg70 (Figura
16).

Figura 16: misurazione IOP.

e Esame delle palpebre, della terza palpebra e della congiuntiva: sono stati
esaminati posizione, movimento e conformazione delle palpebre, sono stati
valutati inoltre gli orifizi delle ghiandole di Meibomio, la superficie cutanea
esterna e quella congiuntivale interna. Dopo somministrazione di anestetico
locale (oxibuprocaina cloridrato) ¢ stata esaminata la membrana nittitante, con

pinza atraumatica di Van Gaefe.
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e Esame dell’occhio, dalla cornea alla lente: con la fonte di luce e
I’ingrandimento della lampada a fessura (KOWA SL15, portable slit lamp,
Figura 17), in ambiente illuminato e in ambiente buio, sono stati esaminati
regolarita della superficie, trasparenza, eventuale presenza di vasi, di pigmento,
di opacita o ulcere sulla cornea; con lo stesso strumento ¢ stata valutata
trasparenza e profondita della camera anteriore. Per quanto concerne I’iride
sono stati esaminati colore, presenza di eventuali aderenze con la cornea o con
la lente e dimensioni del foro pupillare. Per esaminare la lente ¢ stata instillata
una goccia di midriatico (tropicamide 0,5% collirio) per tre volte a distanza di
cinque minuti ’una dall’altra, ¢ quindi stato esaminato il cristallino valutandone

trasparenza ed eventuale opacizzazione.

Figura 17: Lampada a fessura, KOWA SL15.

e Gonioscopia: con la pupilla in midriasi e previa anestesia topica della cornea
(oxibuprocaina cloridrato), su ciascun occhio ¢ stata applicata la lente di Barkan
(Figura 18) preparata con stratificazione di gel (lacrinorm gel oft, benzalconio
cloruro acido poliacrilico) e con riempimento del suo tubicino con soluzione
fisiologica. Attraverso la lampada a fessura, grazie al suo potere di
ingrandimento e di illuminazione, ¢ stato valutato in termini di percentuale il
grado di apertura dell’angolo irido-corneale, in base all’aspetto del legamento

pettinato.
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Figura 18: lente di Barkan.

e Esame del fondo oculare oftalmoscopia indiretta binoculare: in condizioni di
midriasi con 1’oftalmoscopio indiretto (Heine Omega 500, Figura 18) e
I’utilizzo della lente (Heine 20D, Figural9) in una stanza oscurata ¢ stato

valutato il fondo dell’occhio (vasi, disco ottico, zona tappetale e non tappetale).

Figura 19: Oftalmoscopio indiretto + lente.
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e Coloranti oculari (fluoresceina): prima di terminare la visita oculistica ¢ stato
eseguito un ultimo esame con 1’ausilio di strisce sterili impregnate all’estremita
di fluoresceina (Fluorescein Sodium Ophthalmic Strips U.S.P.), queste sono
state bagnate con una goccia di soluzione fisiologica e sono state poste a
contatto con la superficie bulbare. La fluoresceina, colorante naturale, ha
permesso di evidenziare 1’eventuale presenza di ulcere corneali e la pervieta

delle vie lacrimali.

3.2.3 Ecografia oculare.

A ciascun cane, prima di iniziare I’esame ecografico, ¢ stata instillata una goccia di
collirio anestetico (oxibuprocaina cloridrato) in entrambi gli occhi. Tutti 1 pazienti
sono stati contenuti manualmente, da un aiutante o dal proprietario, in decubito
sternale. La sonda ¢ stata posizionata sulla superficie corneale, previa applicazione
di gel per accoppiamento acustico. Durante 1’esame ecografico sono stati registrati
una serie di parametri biometrici su entrambi gli occhi di ciascun cane: lo spessore
della cornea (M1); la profondita della camera anteriore (M2); il diametro antero-
posteriore del cristallino (M3); la profondita del corpo vitreo (M4); il diametro
longitudinale oculare (DIAM. LONG.) e il diametro trasversale oculare (DIAM.
TRAS.) (Figura 20). Tutti 1 valori sono stati trascritti su foglio di calcolo Excel e

utilizzati per le successive analisi statistiche.

& L 1.32 cm
+—d 091 cm

L 0.00 cm

Figura 20: Misure rilevate in corso di esame ecografico. 1 = M1 = spessore della cornea; 2 = M2 =
profondita camera anteriore; 3 = M3 = diametro antero-posteriore del cristallino; 4 = M4 = profondita del
corpo vitreo; 5 = DIAM. TRAS. = diametro trasversale oculare; 6 = DIAM. LONG. = diametro
longitudinale oculare.
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In seguito ¢ stata attivata 1’analisi Doppler Colore, ottenuta mediante
sovrapposizione della finestra di campionamento vascolare (Box colore)
all’immagine B-Dimensionale. Il Box Colore veniva posizionato nello spazio retro
bulbare con scala di velocita del Doppler regolata ad una velocita massima di 25
cm/sec. Una volta individuati 1 vasi arteriosi oggetto di studio (arteria oftalmica e
arteria ciliare), caratterizzati da flusso diretto verso il globo oculare e quindi
colorati in rosso, si procedeva con la I’analisi del flusso mediante Doppler Pulsato.
Con questa seconda metodica, posizionando il volume campione (regolato a 4 mm)
esattamente all’interno del vaso oggetto di studio, si otteneva un grafico cartesiano
contenente una curva spettrale positiva (al di sopra della linea di base) e pulsatile
(caratterizzata da un picco sistolico e uno diastolico). Per ciascuna arteria sono stati
memorizzati almeno tre cicli cardiaci successivi, ciascuno contenente velocita
sistolica e diastolica. Le misurazioni degli indici flussimetrici sono state eseguite in
un secondo momento (offline) posizionando i due cursori di misurazione del PSV e
EDV rispettivamente sulla velocita di picco sistolica e sulla minima velocita
diastolica di tre cicli successivi. Una volta eseguite le tre misurazioni, il software
dell’ecografo calcolava automaticamente il valore medio (Figura 21). Tutti i valori
medi sono stati quindi trascritti su foglio di calcolo Excel e utilizzati per le

successive analisi statistiche.

2 Vmax 4 /e 2 Vmax 27.61
Vmin 5 Vmin
vd 12.23 cmig vd ..
TAMAX 23.18 cm.q] TAMAX 15.88

Pl : Pl
RI : \ RI
5 Vimax 4
Vinin
vd 63 cini 9.44 cmis
TAMAX 2119 em/s TAMAX 15.98 e/
Pl 121 3 Pl 122
RI 0.66, & %, * RI 0.67)

Figura 21: Immagini Doppler. A - Misurazione degli indici flussimetrici dell’arteria ciliare. B Misurazione
degli indici flussimetrici dell’arteria oftalmica
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3.3 Analisi statistica dei dati.

Per verificare la distribuzione normale delle variabili studiate ¢ stato usato il test
Shapiro-Wilk. Le variabili oggetto di studio sono state espresse come media +
deviazione standard (SD), quando distribuite normalmente, oppure come mediana,
valore minimo e massimo quando non distribuite normalmente. L’analisi statistica
descrittiva e il confronto delle variabili oggetto di studio tra i gruppi, sono state
eseguite mediante 1’utilizzo del programma Stata 11.2 (Stata Corp LP) con test
parametrici (t di Student) e non parametrici (Wilcoxon-Mann-Whitney oppure
Kruskal-Wallis test). Il limite di significativita delle varie valutazioni statistiche ¢ stato

fissato per p <0,05.
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4. RISULTATI

4.1 Cani inclusi nello studio.

Durante lo studio sono stati reclutati un totale di 35 cani di cui 2, affetti da
Leishmaniosi, sono stati esclusi per presenza di grave insufficienza renale e
ipertensione sistemica. I 33 pazienti che hanno soddisfatto 1 criteri di inclusione sono

stati suddivisi nei seguenti gruppi:

e Gruppo P includeva 18 cani affetti da Leishmaniosi;

e Il sottogruppo PT1 includeva 9 cani affetti da Leishmaniosi, provenienti dal
gruppo P, che avevano ricevuto specifica terapia contro la Leishmaniosi. In
questo gruppo furono inclusi solo 9 dei 18 cani reclutati inizialmente nel
gruppo P poiché 3 morirono dopo qualche mese dall’inizio dello studio € 6 non
furono portati ai successivi controlli per vari motivi (trasferimento,
smarrimento, adozione e indisponibilita del proprietario);

e Sottogruppo PTO includeva gli stessi 9 cani, affetti da Leishmaniosi e
appartenenti al gruppo P, che dopo terapia sono stati inclusi nel sottogruppo
PT1, questo sottogruppo ¢ stato creato esclusivamente per motivi statistici;

e Gruppo S includeva 15 cani sani.

I valori medi di eta, peso, razza, sesso, temperatura corporea € pressione arteriosa
sistolica dei cani affetti da Leishmaniosi (gruppo P, tabella 1) e di quelli sani (gruppo
S, tabella 2), non mostravano differenze statisticamente significative (p > 0,05) come

indicato nella tabella 3.
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Tabella 1: razza, eta e sesso, temperatura e pressione arteriosa sistolica dei cani affetti da Leishmaniosi canina (gruppo P)

NUMERO STUDIO RAZZA Eta (anni) SESSO T (C°) PAS (mm/Hg)
P01 SEG. MAREMMANO 3 M 38,2 145
P02 PAST. MAREMMANO 11 F 38,3 130
P03 SETTER INGLESE 4 M 38 115
P04 METICCIO 3 F 38,4 110
P05 METICCIO 9 M 38 125
P06 METICCIO 6 F 38,2 130
P07 BOXER 3 F 38,3 120
P08 BOXER 4 F 38,2 130
P09 METICCIO 3 M 38,8 115
P10 BEAGLE 12 F 38,2 130
P11 METICCIO 4 F 38,3 115
P12 METICCIO 11 F 384 140
P13 CARLINO 3 M 38 130
P14 METICCIO 5 F 38,1 110
P15 METICCIO 6 M 384 125
P16 METICCIO 5 M 38,3 145
P17 EPAGNEUL BRETON 6 M 38 128
P18 METICCIO 9 F 38,5 110
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Tabella 2:

razza, eta, sesso, temperatura ¢ pressione arteriosa sistolica dei cani sani (gruppo S)

NUMERO STUDIO RAZZA (ilt:;‘i) SESSO T PAS (mm/Hg)
s01 METICCIO 1 M 38,2 130
502 SETTER INGLESE 10 F 38,2 125
503 PASTORE TEDESCO 3 M 38 115
S04 METICCIO 2 M 383 120
S05 METICCIO 2 M 38 140
S06 SETTER INGLESE 2 F 38,4 125
507 METICCIO 4 F 383 110
508 AM. STAFF. TERRIER 4 F 38 135
509 METICCIO 6 M 38 120
S10 CANE FONNESE 7 F 38,2 125
st1 BASSOTTO 2 F 383 115
s12 METICCIO 6 M 383 130
S13 METICCIO 2 F 38,1 135
S14 METICCIO 3 F 383 130
S15 METICCIO 5 F 38,2 120

Tabella 3: confronto tra media e mediana di eta, sesso e peso dei pazienti inclusi nei due gruppi S e P.

GRUPPO S GRUPPO P
VARIABILE Media (+SD) Mediana (Range) Media (+SD) Mediana (Range) p value
Eta (anni) 4,6 (2,92) 4(2-11) 5,94 (3,09) 5(3-12) 0,13
Peso (kg) 14,6 (8,69) 12 (4,4-32) 14,61 (6,02) 13,2 (7-26) 0,99
Sesso 1,6 (0,5) 2(1-2) 1,55 (0,51) 2(1-2) 0,80
Temperatura (C°) 38,18 (0,13) 38,2 (38-38,4) 38,25 (0,2) 38,2 (38-38-8) 0,27
Pressione sist. (mm/Hg) 125 (8,4) 125 (110-140) 1252 (11,2) 126,5 (110-145) 0,96
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4.2 Esami ematologici, confronto tra cani sani (gruppo S) e cani malati (gruppo

P).

Come riportato in tabella 4, 1 cani malati di Leishmaniosi (gruppo P) avevano valori
medi di ematocrito (Hct), numero dei globuli rossi (Rbc) e emoglobina (Hgb)
significativamente inferiori rispetto ai cani sani (p < 0,05), infatti 11 cani su 18 (61%)
erano affetti da anemia lieve/moderata, in prevalenza (4 soggetti) macrocitica e
ipocromica seguita da normocitica normocromica (2 soggetti), microcitica
normocromica (2 soggetti), normocitica ipercromica (1 soggetto), microcitica
ipocromica (1 soggetto) e infine microcitica ipercromica (1 soggetto) . Al contrario, il
numero medio di piastrine (PLT) rilevato nel gruppo dei cani affetti da Leishmaniosi
era maggiore rispetto a quello dei cani sani. Inoltre 5 cani su 18 (28%), nel gruppo P,
avevano piastrinosi e 2 su 18 (11%) erano piastrinopenici. La leucocitosi era presente
in 5 cani malati di Leishmaniosi (28%), mentre la leucopenia in un solo paziente. |
valori medi di globuline (GLOB) e titolo anticorpale (TIT ant.) dei pazienti del gruppo
P erano significativamente superiori rispetto a quelli del gruppo S (p < 0,05). Per
quanto riguarda le globuline 15 su 18 (83%) cani affetti da CanL hanno presentato
iperglobulinemia. Il valore medio di albumine (ALB) dei cani affetti da Leishmaniosi
invece era significativamente inferiore rispetto a quello dei cani sani (p < 0,05), 11
cani su 18 del gruppo P infatti avevano ipoalbuminemia (61%). Tutti gli altri parametri
ematologici e biochimici da noi considerati non hanno mostrato differenze

statisticamente significative (Tabella 4).
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Tabella 4: confronto tra i risultati degli esami ematologici e biochimici dei due gruppi S e P.

GRUPPO S GRUPPO P
VARIABILE Media (£SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) | p value
Hct (%) 46,03 (4,6) 46,7 (36,1-52,9) 31,25 (9,15) 33,45 (15,3-43,6) 0,00
Rbe (10%/pl) 6,64 (0,55) 6,7 (5,49-7,61) 4,64 (1,34) 4,69 (1,92-6,63) 0,00
Hgb (g/dl) 15,66 (1,58) 15,8 (11,8-17,9) 10,09 (2,96) 10,4 (4,8-14,1) 0,00
MCYV (1) 70,38 (2,83) 69,5 (65,2-76,2) 69,15 (7,25) 66,8 (60-80,1) 0,54
WBC (10%/ul) 9,18 (2,95) 8,7 (5,26-16,4) 10,22 (2,93) 10,62 (4,84-15,06) 0,31
PLT (10*/pul) 280,47 (46,94) 295 (198-371) 436,11(194,34) 425,5 (140-980) 0,001
GOT (U/L) 47,87 (9,66) 48 (27,65) 57,05 (17,95) 57 (27-89) 0,08
GPT (U/L) 44,07 (19,44) 41 (20-80) 45,05 (41,88) 27,5 (10-171) 0,32
ALP (U/L) 52,4 (23,23) 57 (9-85) 145,55 (357,73) 62 (14-1573) 0,41
GGT (U/L) 6,4 (2,23) 7(2-9) 5,33(2,08) 6 (1-10) 0,17
BIL TOT (mg/dl) 0,14 (0,08) 0,1(0,01-0,3) 0,10 (0,09) 0,1 (0,01-0,3) 0,23
CHOL (mV/dl) 174,6 (62,55) 155 (104-342) 217,61 (85) 198,5 (127-321) 0,09
CPK (mg/dl) 264,73 (107,79) 244 (128-543) 350,72 (198,75) 276,5 (123-816) 0,30
BUN (mg/dl) 26,67 (5,50) 27 (16-35) 69,72 (94,79) 35,5 (10-328) 0,13
CREA (mg/dl) 0,87 (0,25) 0,9 (0,3-1,2) 1,41 (1,20) 1,1 (0,4-4,7) 0,16
GLU (mg/dl) 75,47 (8,98) 75 (64-98) 79,22 (14,14) 77 (51-125) 0,28
P (mg/dl) 4,47 (0,95) 4.4 (3,6-6,8) 6,41 (4,20) 4,75 (2,4-16) 0,16
PT (g/dl) 7,36 (0,76) 7,3 (6-8,9) 8,66 (1,85) 8,3 (6,2-12) 0,06
ALB (g/dl) 2,26 (0,62) 2,4 (1,2-3,1) 1,81 (0,48) 1,8 (0,9-2,5) 0,03
GLOB (g/dl) 1,29 (0,56) 1,52 (0,5-1,98) 3,43 (1,59) 3,26 (0,7-7,1) 0,00
TIT ant. 53,3 (19,51) 40 (40,80) 720 (1245,71) 320 (160-5120) 0,0472
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4.3 Visita oculistica, confronto tra cani sani (gruppo S) e cani malati (gruppo P).

Il valore medio dei test di Schirmer, eseguiti su entrambi gli occhi dei cani sani, ¢

risultato significativamente maggiore rispetto a quello ottenuto sui cani affetti da CanL

(p < 0,05) infatti, in questi ultimi la componente acquosa del film lacrimale era

inferiore rispetto a quella dei cani sani. In questo studio i valori medi di pressione

intraoculare bilaterale non hanno messo in evidenza differenze statisticamente

significative (p > 0,05) tra i due gruppi S e P (Tabelle 5 e 6).

Tabella 5: confronto di Test di Schirmer (SST) e Pressione intraoculare (IOP) tra i due gruppi S e P per 1’occhio sinistro.

OCCHIO SINISTRO

GRUPPO S GRUPPO P
Media (+SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) vaI;ue
STT. 22,4 (2,69) 23 (18,27) 15 (4,08) 16 (7-21) 0,00
(mm/min)
(mlgll-)lg) 15 (1,5) 13 (10-18) 13,11 3,52) 12 (5-19) 0,98
Tabella 6: confronto di Test di Schirmer (SST) e Pressione intraoculare (IOP) tra i due gruppi S e P per 1’occhio destro.
OCCHIO DESTRO
GRUPPO S GRUPPO P
Media (=SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) v;;ue
STT. 21,93 (2,55) 22 (18-25) 15,16 (5,02) 17 (6-24) 0,00
(mm/min)
lop 14,13 (2,53) 15 (10-17) 12,44 (3,11) 13,5 (7-17) 0,10
(mmHg)
64
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4.4 Lesioni oculari riscontrate nei cani malati di Leishmaniosi canina (gruppo

P).

Nel gruppo P, 15 cani su 18 (83%) presentavano segni clinici oculari. Su un totale di
35 lesioni oculari, riscontrati alla visita oculistica, 31 erano bilaterali (89%) ¢ 4
monolaterali (11%). Le lesioni e 1 segni clinici oculari, rilevati nei cani affetti da
Leishmaniosi, sono elencati in Tabella 7. Per ciascuna lesione ¢ riportato il numero di
cani affetti e la prevalenza delle lesioni sul campione dei pazienti esaminato. Il 61%
dei cani presentava uveite anteriore, mentre il 33% presentava KCS di questi 4 cani su
6 presentavano la forma bilaterale e 2 cani su 6 quella monolaterale. Un 22% dei
soggetti del gruppo P manifestava blefarite alopecica e un altro 22% presentava
episclerite, e la congiuntivite ¢ stata riscontrata in un altro 22% di casi. Sia la blefarite
umida che la cheratite sono state riscontrate nel 11% dei casi. Le lesioni meno
frequentemente riscontrate sono state la blefarite ulcerativa e la sinechia anteriore
entrambe erano presenti solo nel 5,5% dei cani. Infine, il 17% dei cani appartenenti al

gruppo P non ha presentato alcuna lesione oculare.
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Tabella 7: lesioni oculari rilevate nei cani affetti da Leishmaniosi (gruppo P)

GRUPPO P (cani affetti da Leishmaniosi canina)

p/ P PP P PP P|P | P P P P P P P TOT. PREV

2|13(4(5|6|7|8|9|10 |11 |12 |13 (14 |15 |16 |17 | 18
Blefarite v v v 4 22%
alopecica
Blefarite (4 1 5,5%
ulcerativa
Blefarite v v 2 11%
umida
Congiuntivite v v v 4 22%
Episclerite v v v 4 22%
Cheratite (%4 v 2 11%
KCS v vV |V v v 6 33%
Uveite (%4 (%4 (%4 (%4 4 vV |V |V |V |V |V 11 61%
anteriore
Sinechia v 1 5,5%
anteriore
Lesioni Vi v v 44 v v v v v 11 61%
multiple
Lesione v v v (%4 4 22%
singola
Assenza di v v vV |3 17%
lesioni
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4.5 Biometria ecografica oculare, confronto tra cani sani (gruppo S) e cani

malati (gruppo P).

Il valore medio del diametro longitudinale (DIAM. LONG.) e di quello trasversale

(DIAM. TRAS.) dell’occhio sinistro sono significativamente maggiori nel gruppo P

rispetto al gruppo S (Tabella 8). I valori medi delle profondita della camera anteriore

(M2) su entrambi gli occhi dei pazienti sani risultarono significativamente maggiori

rispetto a quelli ottenuti nei cani malati di Leishmaniosi (p < 0,05). Come si pud

vedere nelle tabelle 8 e 9, le altre misurazioni biometriche confrontate tra 1 due gruppi

non hanno mostrato differenze statisticamente significative (p > 0,05).

Tabella 8: confronto tra gruppo S e P delle misurazioni biometriche ottenute mediante ecografia dell’occhio sinistro.

OCCHIO SINISTRO
GRUPPO S GRUPPO P
Media(£SD) Mediana(Range) Media (£SD) Mediana (Range) p value
DIAM. LONG. OS (cm) 1,85 (0,05) 1,86 (1,72-1,93) 1,90 (0,07) 1,91 (172-2,01) 0,03
DIAM. TRAS. OS (cm) 1,29 (0,02) 1,3 (1,26-1,34) 1,33 (0,06) 1,32 (1,22-1,44) 0,03
M1 OS (cm) 0,05 (0,01) 0,05 (0,04-0,06) 0,04 (0,008) 0,04 (0,04-0,06) 0,48
M2 OS (cm) 0,27 (0,02) 0,27 (0,25-0,31) 0,24 (0,02) 0,24 (0,18-0,3) 0,00
M3 OS (cm) 0,57 (0,02) 0,57 (0,53-0,63) 0,57 (0,04) 0,57 (0,47-0,63) 0,94
M4 OS (cm) 0,88 (0,05) 0,89 (0,78-0,96) 0,91 (0,04) 0,92 (0,83-0,98) 0,05
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Tabella 9: confronto tra gruppo S e P delle misurazioni biometriche ottenute mediante ecografia dell’occhio destro.

OCCHIO DESTRO
GRUPPO S GRUPPO P
Media (+SD) | Mediana (Range) | Media (+SD) | Mediana (Range) pvalue
DIAM. LONG. OD (cm) 1,86 (0,04) 1,87 (1,78-1,92) 1,87 (0,05) 1,89 (1,72-1,98) 0,28
DIAM. TRAS. OD (cm) 1,29 (0,03) 1,3 (1,24-1,34) 1,31 (0,06) 1,31 (1,22-1,41) 0,16
M1 OD (cm) 0,05 (0,01) 0,05 (0,04-0,06) 0,04 (0,0006) 0,04 (0,04-0,06) 0,84
M2 OD (cm) 0,26 (0,01) 0,27 (0,24-0,28) 0,23 (0,02) 0,24 (0,18-0,28) 0,01
M3 OD (cm) 0,57 (0,01) 0,57 (0,52-0,6) 0,58 (0,04) 0,59 (0,49-0,64) 0,20
M4 OD (cm) 0,89 (0,03) 0,9 (0,83-0,95) 0,91 (0,04) 0,92 (0,84-0,96) 0,07

4.6 Indici flussimetrici Doppler delle arterie oculari, confronto tra cani sani

(gruppo S) e cani affetti da Leishmaniosi (gruppo P).

Come indicato nelle tabelle 10, 11, 12 e 13 i valori medi degli indici flussimetrici di

resistivita (RI) e pulsatilita (PI) dell’arteria oftalmica e dell’arteria ciliare sono risultati

significativamente maggiori, su entrambi gli occhi, nei cani affetti da Leishmaniosi

rispetto ai cani sani (p < 0,05).

Tabella 10: media e mediana e CI 95% degli indici di resistivita arterie oftalmica e ciliare occhio sinistro,

confronto tra gruppi S e P.

RI OCCHIO SINISTRO
GRUPPO S GRUPPO P
. Mediana o . Mediana o p
Media@SD) | poroo C195% | Media@SD) | (poyoor | CL9S% |
0,65 0,71
RI ARTERIA 0,64 (0,03) 0,62-0,66 | 0,72 (0,03) 0,7-0,74 | 0,00
CILIARE (0,58-0,68) (0,65-0,8)
0,62 0,72
RI ARTERIA > >
0,62 (0,03) 0,60-0,63 | 0,72 (0,04) 0,7-0,75 | 0,00
OFTALMICA (0,56-0,66) (0,6-0,82)
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Tabella 11: media e mediana e CI 95% degli indici di resistivita arterie oftalmica e ciliare occhio destro,

confronto tra gruppi S e P.

RI OCCHIO DESTRO
GRUPPO S GRUPPO P
. Mediana o . Mediana o )
Media(xSD) (Range) CI95% | Media(+SD) (Range) CI195% value
0,65 0,7

RI ARTERIA 0,64 (0,04) 0,61-0,66 | 0,71 (0,04) 0,69-0,74 | 0,00
CILIARE (0,52-0,68) (0,65-0,84)

RI ARTERIA 0,64 (0,02) 0,65 0,63-0,65 | 0,72 (0,05) 0,71 0,7-0,75 | 0,00
OFTALMICA (0,61-0,67) (0,67-0,86)

Tabella 12: media e mediana e CI 95% degli indici di pulsatilita arterie oftalmica e ciliare occhio sinistro,

confronto tra gruppi S e P.

PI OCCHIO SINISTRO
GRUPPO S GRUPPO P
. Mediana o . Mediana o )/
Media(xSD) (Range) CI195% | Media(=SD) (Range) CI95% value
1,17 1,25
PI ARTERIA > 1,07- >
1,13 (0,10) ’ 1,39 (0,26) 1,26-1,52 | 0,00
CILIARE (0,89-1,22) 1,18 (1,13-1,96)
PI ARTERIA 1,12 (0,12) 1,13 1,04- 1,53 (0,31) 1,45
1 1,38-1,69 | 0,00
OFTALMICA (0,88-1,27) 18 (1,06-1,99)
Tabella 13: media e mediana e CI 95% degli indici di pulsatilita arterie oftalmica e ciliare occhio destro,
confronto tra gruppi S e P.
PI OCCHIO DESTRO
GRUPPO S GRUPPO P
. Mediana o . Mediana o P
Media(+SD) (Range) CI 95% Media(£SD) (Range) CI95% value
PI ARTERIA 1,16 1,32
1,10 (0,14) 1,02-1,18 1,44 (0,32) 1,28-1,60 | 0,00
CILIARE (0,76-1,29) (1,13-2,19)
PI ARTERIA 1,11 (0,09) 1,14 1,46 (0,26) 1,36
1,06-1,16 1,34-1,6 0,00
OFTALMICA (0,94-1,23) (1,21-2,24)
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4.7 Esami ematologici, confronto tra cani malati, prima (sottogruppo PT0) e

dopo terapia (sottogruppo PT1).

Il sottogruppo PTO, costituito da 9 pazienti affetti da Leishmaniosi prima dell’inizio
della terapia presentava le seguenti alterazioni ematologiche: anemia lieve/moderata
era presente in 4 cani su 9 (44,4%). Sei mesi dopo I’inizio della terapia contro
Leishmania, gli stessi soggetti non presentavano nessun grado di anemia. Nel
sottogruppo PTO un solo soggetto presentava piastrinosi € uno piastrinopenia, il
numero medio di piastrine (PLT) rilevato in questi cani era significativamente
maggiore (p < 0,05) rispetto a quello rilevato negli stessi cani (sottogruppo PT1) in
seguito al trattamento (Tabella 15). I valori medi delle Gamma GT (GGT) e delle
albumine (ALB) dei pazienti affetti da Leishmaniosi prima del trattamento sono
risultati significativamente inferiori (p < 0,05) rispetto a quelli ottenuti dagli stessi
cani dopo la terapia (Tabella 15) ma in entrambi 1 casi entro i1 limiti di riferimento
(GGT 6-16; ALB 2-3.3); 5 cani su 9 (55%) del gruppo PTO presentavano
ipoalbuminemia che si ¢ risolta in tutti 1 pazienti in seguito a terapia.
L’iperglobulinemia era presente in 7 su 9 pazienti affetti da Leishmaniosi prima del
trattamento (78%), anche questa alterazione si ¢ completamente risolta in seguito alla
terapia. Gli altri parametri ematologici e biochimici da noi considerati non differivano

in modo significativo tra pre e post trattamento (Tabella 15).
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Tabella 15: confronto tra i risultati degli esami ematologici e biochimici dei due sottogruppi PTO e PT1.

SOTTOGRUPPO PT0 SOTTOGRUPPO PT1
VARIABILE Media (£SD) Mediana (Range) Media (=SD) Mediana (Range) pvalue
Het (%) 35,33 (7,97) 37,4 (21-43,6) 41,16 (2,88) | 40,02(37346) | 0,12
Rbe (10%/u1) 5,20 (1,13) 5,68 (3,01-6,63) 6,64 (0,81) 645 (5.44-83) | 0,007
Hgb (g/dl) 11,34 (2.46) 12,3 (7,2-14,1) 1507 (1,84) | 146(128-181) | 0,002
MCV () 69,71 (8.28) 67,3 (60-80,01) 6874 (3,14) | 678(654-744) | 075
WEC (10/p) 8,75 (2,33) 8,66 (4,84-11,3) 8,34 (1,16) 825 (68-1045) | 0,64
PLT (10%u) | 394,33 (119.26) 426 (140-558) 267,89(9229) | 285(112-402) | 0,023
GOT (U/L) 55,78 (20,06) 57 (27-89) 59,78 (13,85) 66 (36-76) 0,63
GPT (UL) 36,55 (20,59) 35 (10-75) 51,78 (8,33) 52 (38-61) 0,056
ALP (UL) 59,22 (25,8) 62 (14-96) 43,78 (21,87) 54 (11-67) 0,19
GGT (UIL) 5,22 (1,64) 6 (3-8) 7,89 (2,03) 8 (4-11) 0,007
Bl 0,08 (0,08) 0,08 (0,01-0,2) 0,04 (0,04) 0,1(0,01-0,1) 0,30
CHOL (mi/dl) | 20033 (6037) 221 (127-301) 187,67(41,82) | 182(127-278) 0,61
CPK (mg/dl) | 292,55 (177.55) 231 (123-619) 173 (32,88) 164 (119-219) 0,12
BUN (mg/dl) 33,44 (16,91) 28 (10-62) 31,44 (9,58) 29 (19-47) 0,76
CREA (mg/dl) 1,01 (0.42) 09 (0,5-2) 0,92 (0,27) 0,85 (0,59-142) | 0,69
GLU (mg/dl) 79,55 (5,96) 81 (72-89) 82,67 (6.82) 82 (71-92) 0,32
P (mg/dI) 6,08 (3,64) 5.1(2,8-152) 4,94 (0,76) 49 (3,5-5.8) 0,89
PT (g/dl) 8,33 (1,79) 8,3 (6,5-11.9) 7,08 (0,61) 7,1(5,87.9) 0,16
ALB( 1,77 (0,61) 1,7 (0,9-2,5) 2,8(0,16) 2,8(2,6:3,1) 0,0003
g/dl)
GLOB (z/d)) 3,28 (1,77) 33 (0,7-7,1) 1,33 (0,32) 14 07-1,8) 0,006
TIT ant, 622,22 (805,76) 320 (160-2560) 231 (84,33) 160 (160-320) 021
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4.8 Visita oculistica, confronto tra cani malati, prima (sottogruppo PT0) e dopo

terapia (sottogruppo PT1).

Confrontando i1 valori medi ottenuti dai test di Schirmer (STT) sugli occhi dei pazienti

malati di Leishmaniosi prima (sottogruppo PT0) e dopo trattamento (sottogruppo PT1)

si osserva che prima della terapia gli stessi soggetti avevano valori significativamente

inferiori p < 0,05 rispetto a quelli ottenuti dopo trattamento (Tabelle 16 e 17). I valori

medi della pressione intraoculare (IOP) misurata negli occhi dei cani malati, prima che

ricevessero la terapia, non differivano significativamente (p > 0,05) rispetto a quelli

ottenuti dopo il trattamento (Tabelle 16 € 17).

Tabella 16: confronto di Test di Schirmer (SST) e Pressione intraoculare (IOP) tra i due gruppi PTO e PT1 per 1’occhio

sinistro.

OCCHIO SINISTRO

SOTTOGRUPPO PTO SOTTOGRUPPO PT1
Media (£SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) p value
STT (mm/min) 14,55 (3,84) 16 (9-21) 18,33 (2,12) 18 (16-23) 0,02
IOP (mmHg) 13,33 (2,83) 12 (11-19) 15,44 (1,67) 15 (13-18) 0,07

Tabella 17: confronto di Test di Schirmer (SST) e Pressione intraoculare (IOP) tra i due gruppi PTO e PT1 per I’occhio

destro.

OCCHIO DESTRO

SOTTOGRUPPO PTO

SOTTOGRUPPO PT1

Media (£SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) p value
STT (mm/min) 15 (4,53) 17 (8-20) 19,89 (1,96) 20 (16-22) 0,006
IOP (mmHg) 13,33 (2,55) 14 (10-17) 15,22 (1,48) 16 (13-17) 0,07
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4.9 Evoluzione delle lesioni oculari, nei cani affetti da Leishmaniosi, in seguito a

terapia (sottogruppo PT1).

Alla visita oculistica di controllo post-trattamento, condotta sui 9 cani del gruppo PT1

abbiamo osservato 1 seguenti risultati (Tabella 18): guarigione completa di tutti 1 casi

di blefarite alopecica, blefarite ulcerativa, cheratite ¢ KCS. La guarigione clinica

dell’uveite anteriore ¢ stata completa in 4 cani su 6 (67%), negli altri due si ¢ avuto un

miglioramento clinico ma persisteva ancora un basso grado di uveite anteriore, infatti,

I’effetto Tyndall si era ridotto sensibilmente da +3 a +1. Infine, ’'unico caso di

blefarite umida rilevato prima della terapia ¢ migliorato notevolmente con involuzione

a blefarite alopecica.

Tabella 18: risoluzione delle lesioni oculari nei cani affetti da Leishmaniosi dopo trattamento (sottogruppo PT1).

SOTTOGRUPPO PT1 (cani affetti da Leishmaniosi canina dopo trattamento)

PT2 | PT5 | PT6 | PT10 | PT11 | PT12 | PT13 | PT17 | PT18 | TOT. %
RISOLTI RISOLTI

Blefarite alopecica v 4 2 100%
Blefarite v 0 0%
ulcerativa
Blefarite umida v 1 100%
Cheratite v v 2 100%
Congiuntivite v 1 100%
KCS v 4 v v 4 100%
Uveite anteriore v v v v v v 4 67%

Legenda: vesioni risolte, ¥lesioni non risolte
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4.10 Biometria ecografica oculare, confronto fra cani malati, prima (sottogruppo

PT0) e dopo terapia (sottogruppo PT1).

Come indicato nelle tabelle 19 e 20, nessuno dei valori biometrici, ottenuti mediante

I’ecografia oculare B-Mode, dei cani del sottogruppo PTO a confronto con i cani del

sottogruppo PT1 ¢ risultato significativamente differente (p > 0,05).

Tabella 19: confronto tra sottogruppi PT0 e PT1 delle misurazioni biometriche ottenute mediante ecografia dell’occhio sin.

OCCHIO SINISTRO

SOTTOGRUPPO PTO SOTTOGRUPPO PT1
Media (£SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) p value
DIAM. LONG. OS (cm) 1,9 (0,08) 1,92 (1,72-2,01) 1,9 (0,08) 1,9 (1,75-1,99) 0,82
DIAM. TRAS. OS (cm) 1,32 (0,07) 1,32 (1,23-1,43) 1,32 (0,07) 1,33 (1,24-1,44) 0,79
M1 OS (cm) 0,05 (0,01) 0,05 (0,04-0,06) 0,05 (0,008) 0,04 (0,04-0,06) 1,00
M2 OS (cm) 0,25 (0,03) 0,26 (0,18-0,3) 0,36 (0,33) 0,26 (0,19-0,25) 1,00
M3 OS (cm) 0,56 (0,05) 0,56 (0,47-0,62) 0,56 (0,05) 0,57 (0,48-0,63) 1,00
M4 OS (cm) 0,92 (0,006) 0,94 (0,83-0,98) 0,92 (0,006) 0,95 (0,82-0,97) 0,93

Tabella 20: confronto tra sottogruppo PTO ed PT1 delle misurazioni biometriche ottenute mediante ecografia dell’occhio dest
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4.11 Indici flussimetrici Doppler delle arterie oculari, confronto tra cani malati,

prima (sottogruppo PTO0) e dopo terapia (sottogruppo PT1).

I valori medi di RI dell’arteria ciliare di entrambi gli occhi e dell’arteria oftalmica
dell’occhio sinistro dei cani affetti da Leishmaniosi prima e dopo trattamento non sono
risultati differenti in modo statisticamente significativo (p > 0,05) come indicato nelle
Tabelle 21 e 22. Contrariamente, 1 valori medi degli RI dell’arteria oftalmica
dell’occhio destro e dei PI di entrambi gli occhi e di entrambe le arterie dei cani affetti
da Leishmaniosi, prima del trattamento (PTO) sono risultati significativamente
maggiori rispetto ai valori ottenuti negli stessi cani dopo trattamento (PT1) con p <

0,05 (Tabelle 22, 23 e 24).

Tabella 21: media e mediana IR arterie oftalmica e ciliare occhio sinistro, confronto tra sottogruppi PT0 e PT1.

OCCHIO SINISTRO

SOTTOGRUPPO PT0 SOTTOGRUPPO PT1

Media (£SD) Mediana (Range) | Media (£SD) Mediana (Range) | p value

RI ARTERIA CILIARE 0,71 (0,03) 0,72 (0,65-0,75) 0,70 (0,03) 0,7 (0,65-0,75) 0,77

RI ARTERIA OFTALMICA | 0,70 (0,04) 0,71 (0,6-0,75) 0,70 (0,04) 0,7 (0,6-0,75) 0,82

Tabella 22: media e mediana IR arterie oftalmica e ciliare occhio destro, confronto tra sottogruppi PTO e PT1.

OCCHIO DESTRO

SOTTOGRUPPO PT0 SOTTOGRUPPO PT1

Media (+SD) Mediana (Range) | Media (=SD) | Mediana (Range) | p value

RI ARTERIA CILIARE 0,70 (0,03) 0,7 (0,65-0,77) 0,64 (0,06) 0,64 (0,54-0,71) 0,068

RI ARTERIA OFTALMICA 0,71 (0,02) 0,7 (0,7-0,76) 0,66 (0,05) 0,65 (0,56-0,73) 0,01
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Tabella 23: media e mediana IP arterie oftalmica e ciliare occhio sinistro, confronto tra sottogruppi PTO ¢ PT1.

OCCHIO SINISTRO

SOTTOGRUPPO PTO SOTTOGRUPPO PT1

Media (=SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) | p value

PI ARTERIA CILIARE 1,38 (0,28) 1,24 (1,13-1,89) 1,21 (0,19) 1,15 (0,99-1,65) 0,007

PI ARTERIA OFTALMICA 1,38 (0,18) 1,36 (1,06-1,59) 1,15 (0,13) 1,2 (0,93-1,34) 0,007

Tabella 24: media e mediana IP arterie oftalmica e ciliare occhio destro, confronto tra sottogruppi PTO e PT1.

OCCHIO DESTRO

SOTTOGRUPPO PTO0 SOTTOGRUPPO PT1

Media (+SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) | p value

PI ARTERIA CILIARE 1,32 (0,16) 1,32 (1,13-1,63) 1,14 (0,15) 1,13 (0,98-1,42) 0,00

PI ARTERIA OFTALMICA 1,35 (0,09) 1,33 (1,27-1,56) 1,14 (0,07) 1,13 (1,03-1,24) 0,00

4.12 Esami ematologici, confronto tra cani sani (gruppo S) e cani malati dopo

terapia (sottogruppo PT1).

Confrontando i cani sani con i cani affetti da Leishmaniosi e sottoposti a terapia, che
avevano raggiunto la guarigione clinica, ¢ risultato che il valore medio dell’Hct era
significativamente maggiore (p < 0,05) nei cani sani, nonostante solo uno dei 9 cani
appartenenti al gruppo PT1 fosse lievemente anemico. Il valore medio del titolo
anticorpale dei cani sani ¢ risultato significativamente (p<0,05) inferiore rispetto a
quello dei cani con Leishmaniosi in seguito a trattamento, come mostrato in Tabella
25. Anche 1 valori medi di Glutammato-Ossalacetato Transaminasi (GOT) e di
glucosio (GLU) del gruppo S hanno evidenziato risultati significativamente inferiori
rispetto ai valori medi del sottogruppo PT1 (Tabella 25). I valori medi della bilirubina
totale (BIL. TOT.) e della creatininfosfochinasi (CPK) dei cani sani sono risultati
significativamente maggiori di quelli ottenuti nei pazienti affetti da Leishmaniosi post-
trattamento (p < 0,05), come mostrato in Tabella 25. Tutti gli altri valori medi dei

parametri ematologici e biochimici del gruppo S e del sottogruppo PT1 a confronto
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non hanno evidenziato differenze statisticamente significative (p > 0,05), come

indicato in Tabella 25.

Tabella 25: confronto tra i risultati degli esami ematologici e biochimici del gruppo S e del sottogruppo PT1.

GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1
VARIABILE Media (£SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) va’;ue
Het (%) 46,03 (46) 46,7 (36,1-52,9) 41,16 (2,88) 40,2 (37,3-46) 0,01
Rbe (10p) 6,64 (0,55) 6,7 (5,49-7,61) 6,64 (0,81) 6,45 (5,44-8,3) 0,98
Hgb (g/dl) 15,66 (1,58) 15,8 (11,8-17,9) 15,07 (1,84) 14,6 (12,8-18,1) | 041
MCV () 70,38 (2,83) 69,5 (65,2-76.2) 68,74 (3,14) 67.8 (654-744) | 0,20
WBC (10%/pl) 9,18 (2,95) 8,7 (5.26-16,4) 8,34 (1,16) 825 (6,8-10,45) | 043
PLT (10%/ul) 280,47 (46,94) 295 (198-371) 267,89 (92,29) 285 (112-402) 0,66
GOT (U/L) 47,87 (9,66) 48 (27,65) 59,78 (13,85) 66 (36-76) 0,02
GPT (U/L) 44,07 (19,44) 41 (20-80) 51,78 (8,33) 52 (38-61) 0,27
ALP (U/L) 52,4 (23,23) 57 (9-85) 43,78 (21,87) 54 (11-67) 0,38
GGT (U/L) 6.4 (2,23) 7 (2-9) 7,89 (2,03) 8 (4-11) 0,11
B(Ilﬁ;(ﬁ’)T 0,14 (0,08) 0,1 (0,01-0,3) 0,04 (0,04) 0,1 (0,01-0,1) 0,00
CHOL (m/dI) 174,6 (62,55) 155 (104-342) 187,67 (41,82) 182 (127-278) 0,26
CPK (mg/dl) 264,73 (107,79) 244 (128-543) 173 (32,88) 164 (119-219) | 0,004
BUN (mg/dl) 26,67 (5,50) 27 (16-35) 31,44 (9,58) 29 (19-47) 0,13
CREA (mg/dl) 0,87 (0,25) 0.9 (0.3-1,2) 0,92 (0,27) 0,85 (0,59-1,42) | 0,64
GLU (mg/dl) 75,47 (8,98) 75 (64-98) 82,67 (6,82) 82 (71-92) 0,05
P (mg/dI) 4,47 0,95) 4,4 (3,6-6,.8) 4,94 (0,76) 49 (3,5-5.8) 0,22
PT (g/dI) 7,36 (0,76) 7,3 (6-8.9) 7,08 (0,61) 7,1 (5.8-7.9) 0,35
ALB (g/d)) 2,26 (0,62) 2,4(12-3,1) 2,8 (0,16) 2.8 (2,6-3,1) 0,49
GLOB (gz/dI) 1,29 (0,56) 1,52 0,5-1,98) 1,33 (0,32) 1,4 (0,7-1,8) 0,84
TIT ant. 533 (19,51) 40 (40,80) 231 (84,33) 160 (160-320) | 0,000
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4.13 Visita oculistica, confronto tra cani sani (gruppo S) e cani malati dopo

terapia (sottogruppo PT1).

I test di Schirmer (STT) e la misurazione della pressione intraoculare (IOP) dei cani

sani e di quelli affetti da Leishmaniosi post-trattamento (gruppo PT1), messi a

confronto, hanno evidenziato valori medi significativamente maggiori nell’occhio

sinistro dei cani sani (p < 0,05), 1 valori medi degli stessi parametri per 1’occhio destro

non sono risultati differenti in modo statisticamente significativo (p > 0,05) come

riportato nelle tabelle 26 e 27.

Tabella 26: confronto di Test di Schirmer (SST) e pressione intraoculare (IOP) tra il gruppo S e il sottogruppo PT1 per
I’occhio sinistro.

OCCHIO SINISTRO

GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1
Media (£SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) p value
STT (mm/min) 22,4 (2,69) 23 (18-27) 18,33 (0,7) 18 (16-23) 0,00
IOP (mmHg) 15 (1,5) 13 (10-18) 15,44 (1,67) 15 (13-18) 0,02

Tabella 27: confronto di Test di Schirmer (SST) e pressione intraoculare (IOP) tra il gruppo S e il sottogruppo PT1 per

I’occhio destro.

OCCHIO DESTRO
GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1
Media (+SD) Mediana (Range) Media(+SD) Mediana (Range) p value
STT (mm/min) 21,93 (2,55) 22 (18-25) 19,89 (1,96) 20 (16-22) 0,05
IOP (mmHg) 14,13 (2,53) 15 (10-17) 15,22 (1,48) 16 (13-17) 0,37
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4.14 Biometria ecografica oculare, confronto tra cani sani (gruppo S) e cani

malati dopo terapia (sottogruppo PT1).

Le Tabelle 28 e 29 evidenziano che 1 valori medi delle misurazioni biometriche oculari

bilaterali, rilevate mediante ecografia oculare non differiscono in modo significativo (p

> (),05) tra i due gruppi S e PT1.

Tabella 28: confronto tra gruppo S e PT1 delle misurazioni biometriche ottenute mediante ecografia dell’occhio sinistro.

OCCHIO SINISTRO
GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1
Media (£SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) p value
DIAM. LONG. OS (cm) 1,85 (0,05) 1,86 (1,72-1,93) 1,9 (0,08) 1,9 (1,75-1,99) 0,07
DIAM. TRAS. OS (cm) 1,29 (0,02) 1,3 (1,26-1,34) 1,32 (0,07) 1,33 (1,24-1,44) 0,25
M1 OS (cm) 0,05 (0,01) 0,05 (0,04-0,06) 0,05 (0,008) 0,04 (0,04-0,06) 0,54
M2 OS (cm) 0,27 (0,02) 0,27 (0,25-0,31) 0,36 (0,33) 0,26 (0,19-0,25) 0,30
M3 OS (cm) 0,57 (0,02) 0,57 (0,53-0,63) 0,56 (0,05) 0,57 (0,48-0,63) 0,49
M4 OS (cm) 0,88 (0,05) 0,89 (0,78-0,96) 0,92 (0,006) 0,95 (0,82-0,97) 0,12

Tabella 29: confronto tra gruppo S e PT1 delle misurazioni biometriche ottenute mediante ecografia dell’occhio destro.

OCCHIO DESTRO
GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1
Media (£SD) Mediana (Range) Media (+SD) Mediana (Range) pvalue
DIAM. LONG. OD (cm) 1,86 (0,04) 1,87 (1,78-1,92) 1,87 (0,07) 1,87 (1,74-1,97) 0,07
DIAM. TRAS. OD (cm) 1,29 (0,03) 1,3 (1,24-1,34) 1,28 (0,06) 1,29 (1,2-1,4) 0,67
M1 OD (cm) 0,05 (0,01) 0,05 (0,04-0,06) 0,05 (0,008) 0,05 (0,04-0,06) 0,33
M2 OD (cm) 0,26 (0,01) 0,27 (0,24-0,28) 0,25 (0,03) 0,24 (0,22-0,29) 0,11
M3 OD (cm) 0,57 (0,01) 0,57 (0,52-0,6) 0,58 (0,06) 0,58 (0,49-0,68) 0,65
M4 OD (cm) 0,89 (0,03) 0,9 (0,83-0,95) 0,91 (0,05) 0,91 (0,83-0,98) 0,25

Marzia Ester Moalli, Valutazione ecografica degli indici di resistivita (RI) e di pulsatilita (PI) delle arterie oculari e

— della biometria oculare nei cani affetti da Leishmaniosi, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, indirizzo Patologia e

Clinica Animale, Universita degli Studi Sassari.

79



4.15 Indici flussimetrici Doppler delle arterie oculari, confronto tra cani sani

(gruppo S) e cani malati dopo terapia (sottogruppo PT1).

I valori medi di RI delle arterie ciliare e oftalmica dell’occhio destro e i1 valori medi di
PI di entrambe le arterie di occhio destro e occhio sinistro, dei pazienti sani (gruppo S)
a confronto con 1 cani affetti da CanL post-trattamento (sottogruppo PT1) non
differivano in modo significativo p > 0,05 (Tabelle 31, 32 e 33), contrariamente, i
valori medi di RI dell’arteria ciliare e dell’arteria oftalmica dell’occhio sinistro dei
cani del gruppo S sono risultati significativamente inferiori rispetto a quelli ottenuti

dai cani del sottogruppo PT1 (p < 0,05) Tabella 30.

Tabella 30: media e mediana indici di resistivita arterie oftalmica e ciliare occhio sinistro, confronto tra gruppi S e PT1.

OCCHIO SINISTRO

GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1

Media (=SD) Mediana (Range) | Media (=SD) | Mediana (Range) | p value

RI ARTERIA CILIARE 0,64 (0,03) 0,65 (0,58-0,68) 0,70 (0,03) 0,7 (0,65-0,75) 0,00

RI ARTERIA OFTALMICA | 0,62 (0,03) 0,62 (0,56-0,66) 0,70 (0,04) 0,7 (0,6-0,75) 0,00

Tabella 31: media e mediana indici di resistivita arterie oftalmica e ciliare occhio destro, confronto tra gruppi S e PT1.

OCCHIO DESTRO

GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1

Media (SD) | Mediana (Range) | Media (+SD) | Mediana (Range) | p value

RI ARTERIA CILIARE 0,64 (0,04) 0,65 (0,52-0,68) 0,64 (0,06) 0,64 (0,54-0,71) 0,81

RI ARTERIA OFTALMICA 0,64 (0,02) 0,65 (0,61-0,67) 0,66 (0,05) 0,65 (0,56-0,73) 0,37
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Tabella 32: media e mediana indici di pulsatilita arterie oftalmica e ciliare occhio sinistro, confronto tra gruppi S e PT1.

OCCHIO SINISTRO

GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1
Media (=SD) Mediana (Range) Media (£SD) Mediana (Range) | p value
PI ARTERIA CILIARE 1,13 (0,10) 1,17 (0,89-1,22) 1,21 (0,19) 1,15 (0,99-1,65) 0,67
PI ARTERIA OFTALMICA 1,12 (0,12) 1,13 (0,88-1,27) 1,15 (0,13) 1,2 (0,93-1,34) 0,49

Tabella 33: media e mediana indici di pulsatilita arterie oftalmica e ciliare occhio destro, confronto tra gruppi S e PT1.

OCCHIO DESTRO
GRUPPO S SOTTOGRUPPO PT1
Media (+SD) | Mediana (Range) | Media (£SD) | Mediana (Range) | p value
PI ARTERIA CILIARE 1,10 (0,14) 1,16 (0,76-1,29) 1,14 (0,15) 1,13 (0,98-1,42) 0,53
PI ARTERIA OFTALMICA 1,11 (0,09) 1,14 (0,94-1,23) 1,14 (0,07) 1,13 (1,03-1,24) 0,49
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S. DISCUSSIONE

L’analisi dei dati raccolti mostra una grande omogeneita fra i due gruppi dei cani su
cui si basa il presente lavoro, cio¢ dei cani sani e di quelli affetti da Leishmaniosi. Non
sono state evidenziate, infatti, differenze significative nei parametri basilari come eta,
peso e sesso nonché temperatura corporea e pressione arteriosa sistolica (Tabelle 1, 2,
3). Dr’altra parte, valori significativamente piu bassi in Hct, Rbc, Hgb ¢ ALB e
significativamente piu elevati in GLOB e TIT anticorpale, riscontrati nel gruppo P
rispetto al gruppo S, sono da ritenere conseguenza della patologia considerata (Tabella
4). Nel presente studio il 61% dei cani affetti da Leishmaniosi aveva anemia
lieve/moderata. Il nostro risultato ¢ molto vicino a quello riportato da un altro studio
clinico condotto nel sud Italia, in Campania, in cui la prevalenza di anemia nei cani
affetti da Leishmaniosi era del 60%'*. L’anemia, in questa malattia, & principalmente
dovuta a inibizione dell’eritropoiesi secondaria a inflammazione cronica e puo essere
aggravata da insufficienza renale, perdite ematiche croniche, o distruzione
immunomediata dei globuli rossi*. Nel nostro studio, tutti i pazienti anemici sottoposti
a terapia medica con Miltefosina e Allopurinolo, al termine del periodo di trattamento,
avevano completamente risolto I’anemia e tutti gli indici eritrocitari erano rientrati nei
limiti di riferimento. 11 28% dei cani affetti da Leishmaniosi, inclusi nel gruppo P,
avevano leucocitosi, anche questo dato ¢ in linea con quanto riportato nei risultati di
altri studi nei quali la leucocitosi & segnalata nel 24% dei soggetti malati'®. Dai nostri
risultati si evince che 1 pazienti affetti da Leishmaniosi avevano un valore medio di
piastrine significativamente maggiore (436,11 + 194,34 10°/ul) rispetto a quello
calcolato per i cani sani (280,47 + 46,94 10°/ul), 5 soggetti avevano piastrinosi (28%)
mentre solo 2 (18%) piastrinopenia. La riduzione del numero di piastrine circolanti,
nei cani affetti da Leishmaniosi, ¢ riportata in letteratura con prevalenza piuttosto
variabile che va dallo 0% al 48%'*"". Questa eterogeneita di risultati potrebbe
spiegarsi con la differente numerosita campionaria dei pazienti inclusi in queste
ricerche oppure con la diversa prevalenza di malattie infettive concomitanti. La piu

frequente malattia infettiva associata a CanL, nel bacino del Mediterraneo, ¢
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’Ehrlichiosi (Ehrlichia canis) 1a quale & una frequente causa di piastrinopenia’”. I

cani inclusi nel nostro lavoro non sono stati testati per Ehrlichiosi canina. L’aumento
del numero di piastrine circolanti o piastrinosi, riscontrata nel 28% dei soggetti inclusi
nel gruppo P ¢ un alterazione ematologica generalmente associata a infiammazione
cronica’*. In seguito a terapia con Miltefosina e Allopurinolo la concentrazione media
di PLT si ¢ ridotta in maniera rilevante e statisticamente significativa, passando da
394,33 10°/ul (£ 119,26 SD) a 267 10°/ul (+ 92,29 SD) con valori di piastrinemia
rientrati entro 1 limiti di riferimento in quei pazienti che avevano piastrinosi al
momento della diagnosi. Le alterazioni delle proteine sieriche o disprotidemie,
presenti nei cani affetti da Leishmaniosi, inclusi nel gruppo P, erano le seguenti:
aumento delle proteine totali nel 44% dei cani malati, ipergammaglobulinemia
nell’83% dei soggetti ed ipoalbuminemia nel 61%. Queste disprotidemie sono tipiche
della patologia e sono state riportate in altri lavori'* con percentuali sovrapponibili a
queste. L’ipergammaglobulinemia, rilevata nell’83% dei cani malati di Leishmaniosi,
si ¢ risolta in tutti i soggetti in seguito al trattamento medico. Il valore medio di y-
globuline, calcolato nel gruppo P, ha subito una significativa riduzione passando da
3,28 (£1,77) g/dl al momento della diagnosi a 1,33 (£0,32) g/dl sei mesi piu tardi,
quest’ultimo valore non ¢ significativamente differente rispetto a quello calcolato nel
gruppo di controllo. Anche I’ipoalbuminemia, riscontrata al momento della diagnosi
nel 55,5% dei cani malati, si ¢ completamente risolta in seguito a terapia, con un
ritorno a livelli normali in tutti 1 pazienti. Possiamo concludere che il trattamento con
Miltefosina e Allopurinolo, somministrati ai dosaggi raccomandati dal gruppo di
studio sulla Leishmaniosi Canina™, a cui sono stati sottoposti i cani affetti da questa
patologia inclusi nel nostro lavoro, ha determinato la completa risoluzione delle
alterazioni analitiche dopo sei mesi dall’inizio della terapia, cosi come gia evidenziato

in un lavoro del 20097,

Al fine di quantificare e caratterizzare al meglio ’entita del coinvolgimento oculare, in
corso di CanL, abbiamo eseguito I’esame oftalmologico completo in tutti 1 cani inclusi

nello studio. Come riportato in Tabella 7 abbiamo riscontrato lesioni oculari nell’83%
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dei cani malati. In letteratura la prevalenza di lesioni oculari nei cani affetti da
Leishmaniosi varia dal 16% all’80%'*'%***! L cterogeneita di questi risultati potrebbe
essere dovuta a due motivi principali: il primo ¢ che in alcuni studi 1 soggetti inclusi
non sono stati visitati da oftalmologi specialisti, per cui lesioni lievi o subcliniche
possono essere passate inosservate’ il secondo & che, in alcuni lavori le lesioni
perioculari come blefarite, congiuntivite e blefarocongiuntivite sono state considerate
affezioni oculari’® mentre in altri alterazioni dermatologiche'*. Nel nostro lavoro le
lesioni oculari erano bilaterali nel 89% e monolaterali nell’11% dei casi, questi
risultati sono analoghi a quelli riportati in letteratura, in cui la localizzazione bilaterale
varia dall’88% al 98%°"°'° ¢ quella monolaterale dal 2% al 12%°%"°. Nel gruppo P
le lesioni oculari si sono presentate in forma multipla nel 61% dei casi, uno studio
clinico pubblicato nel 2000 riporta una prevalenza di lesioni oculari multiple
lievemente superiore (74,2%)’'. Nel presente studio la lesione oculare piu
frequentemente riscontrata nel gruppo P ¢ stata 1’uveite anteriore nel 61% dei casi.
Diversi studi hanno messo in evidenza il frequente interessamento del tratto uveale in

. 50,51,56
corso di CanL™ """

. I nostro risultato ¢ in linea con quello riportato da uno studio
retrospettivo”', condotto tra il 1993 e il 1998 all’Universita Autonoma di Barcellona,
su 105 cani affetti da Leishmaniosi in cui 'uveite anteriore ¢ stata riscontrata nel
63%"" dei soggetti. Come riportato nelle Tabelle 5 e 6, il valore medio della pressione
intraoculare (IOP) era inferiore nel gruppo dei cani malati (13,11 mmHg +3,52 SD
occhio sinistro, 12,44 mmHg 43,11 SD occhio destro) rispetto ai cani sani (15 mmHg
+1,5 SD occhio sinistro, 14,13 mmHg £+2,53 SD occhio destro); tuttavia tale differenza
non era statisticamente significativa. Probabilmente questa differenza ¢ dovuta all’alta
prevalenza di uveite anteriore che, come noto, riduce la produzione dell’'umor acqueo
¢ determina la diminuzione della IOP. Nel nostro studio, i cani malati che sono stati
sottoposti a trattamento, hanno mostrato un lieve aumento del valore medio della IOP
(Tabelle 16, 17, 26 e 27). Su questi soggetti, come riportato in Tabella 18, I'uveite

anteriore si € risolta nel 67% dei casi. Il restante 33% dei casi, sebbene non abbia

raggiunto la completa guarigione, ha mostrato un significativo miglioramento rispetto
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alle condizioni iniziali, infatti 1’effetto Tyndall (acqueous flare, particelle in
sospensione nell’umor acqueo) dal tipo +3 si € ridotto al +1. In uno studio, condotto su
132 cani, la percentuale di risoluzione di uveite anteriore in corso di Leishmaniosi ¢
stata inferiore alla nostra (48%’°%), mentre la percentuale di miglioramento (36%)"
conferma quella da noi ottenuta. La nostra alta percentuale di guarigione puo essere
dovuta al fatto che i1 cani che sono stati sottoposti a trattamento (gruppo PTO)
presentavano uveite anteriore in forma lieve (effetto Tyndall inferiore a +3). Nel
nostro studio la KCS ¢ stata la seconda lesione oculare maggiormente evidenziata
(33% dei casi) di cui, la maggior parte (66%) era bilaterale. Il nostro risultato ¢
leggermente superiore rispetto a quello riportato in uno studio retrospettivo in cui, in
un campione di 36 cani, ¢ stata riportata una prevalenza di KCS del 26,83%. Le
ipotesi che supportano I’insorgenza di KCS in corso di CanL sono molteplici: secondo
alcuni autori 1’ostruzione dei dotti ghiandolari da parte dell’infiltrato cellulare sarebbe
responsabile di accumulo e ritenzione della secrezione acquosa lacrimanle™. Altri
ritengono che la KCS possa essere conseguenza di infiammazione e chemosi
congiuntivale con ostruzione secondaria della componente escretiva duttale™™”’. Altre
teorie ipotizzano che il danno sia causato dalla diretta azione del parassita sulle
strutture ghiandolari lacrimali’’ o da reazione immunomediata. I risultati relativi al test
di Schirmer (STT), riportati nelle Tabelle 5 e 6, hanno evidenziato valori medi
significativamente inferiori nei pazienti affetti da Leishmaniosi (15 mm/min + 4,08 SD
occhio sinistro, 15,16mm/min + 5,02 SD occhio destro) rispetto a quelli sani
(22,4mm/min + 2,69 SD occhio sinistro, 21,93mm/min £ 2,55 occhio destro). Il test di
Schirmer misura la produzione quantitativa di lacrime, valori inferiori a 10 mm/min
sono ritenuti indicativi di cheratocongiuntivite secca (KCS)>*. Come si evince dalle
Tabelle 16, 17 e 18 in seguito al trattamento medico, i valori medi di STT sono
aumentati in maniera significativa e la KCS si ¢ risolta nel 100% dei cani trattati.
Questo risultato puo essere dovuto in parte all’efficacia del trattamento e in parte al
fatto che le forme di KCS erano lievi infatti non hanno mai raggiunto valori di STT <

6. In un recente studio, svolto in Sicilia’®, 1a percentuale di risoluzione della KCS in un
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campione di 132 cani malati di Leishmaniosi, dopo trattamento, era del 14,58%.
Questo risultato ¢ nettamente inferiore al nostro e tale differenza potrebbe essere
dovuta alla diversa numerosita campionaria considerata nei due lavori. In Tabella 7
sono riportate le altre lesioni oculari, nel 22% dei cani malati di Leishmaniosi era
presente episclerite che dopo il trattamento si ¢ risolta nel 100% dei casi (Tabella 18).
Questa lesione ¢ caratterizzata da un fenomeno infiammatorio diffuso, descritto in un
precedente studio™, e talvolta accompagnato da congiuntivite. Anche quest’ultima
lesione nel nostro lavoro ¢ stata riscontrata nel 22% dei casi (Tabella 7). In letteratura
la congiuntiva in corso di CanL risulta frequentemente colpita con una prevalenza che
va dal 17 al 34,15%°%*'"® Nella nostra indagine, la cheratite ¢ stata diagnosticata
nell’11% dei cani inclusi nel gruppo P (Tabella 7). In letteratura 1’interessamento

145051 oo

corneale ¢ stato segnalato con percentuali che vanno dal 10,6% al 36%
cani sottoposti a terapia, la risoluzione della lesione ¢ stata raggiunta nel 100% dei
soggetti (Tabella 18), mentre, in uno studio condotto su 132 cani affetti da
Leishmaniosi, la risoluzione della cheratite ¢ stata ottenuta solo nel 48%° dei soggetti
sottoposti a medesimo trattamento. Questa elevata differenza tra il nostro lavoro e
questo studio puod essere dovuta alla diversa numerosita dei soggetti sottoposti a
terapia. Nel nostro studio la blefarite alopecica ¢ stata rilevata nel 22%, quella umida
nell’11% e la forma ulcerativa nel 5,5% dei cani affetti da Leishmaniosi (gruppo P). In
letteratura la blefarite ¢ stata riportata come una manifestazione oculare comune della
CanL, la forma alopecica & stata segnalata con una prevalenza del 26,7%"', quella
umida del 25,7%", infine quella ulcerativa del 3,8%"". Le forme alopecica e umida si
sono risolte nel 100% dei cani sottoposti a trattamento, mentre non si ¢ risolta quella
ulcerativa che, tuttavia, ha evidenziato un miglioramento, evolvendo in forma
alopecica. La percentuale di risoluzione della blefarite riportata in bibliografia ¢ del
50%’° utilizzando lo stesso trattamento usato nel nostro studio. La differenza con il
nostro risultato potrebbe essere dovuta al fatto che, nello studio citato’®, la blefarite ¢

stata considerata come una lesione oculare unica, senza distinzione nelle tre forme. In

conclusione possiamo affermare che il trattamento con Miltefosina e Allopurinolo, a
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cui sono stati sottoposti 1 cani affetti da Leishmaniosi, inclusi nel sottogruppo PTO, si ¢
dimostrato efficace nel risolvere le lesioni oculari nell’82% dei casi e determinarne un
significativo miglioramento nel 18%. Le misurazioni biometriche oculari
generalmente vengono eseguite mediante ecografia A-Mode sia in oculistica
veterinaria sia in oculistica umana. Nel nostro lavoro tali misurazioni sono state
ottenute mediante ecografia B-Mode e 1 risultati ottenuti nei cani sani sono

T8 1 valori medi dei diametri

sovrapponibili a quelli riportati in letteratura
longitudinale e trasversale e la profondita della camera anteriore dell’occhio sinistro
ottenuti nel gruppo P sono significativamente maggiori rispetto a quelli del gruppo S
(Tabelle 8, 9). Nel nostro studio I’occhio sinistro ¢ anche quello piu interessato da
lesioni oculari monolaterali e quello nel quale mediamente le lesioni sono piu gravi. Il
valore medio delle dimensioni dell’occhio sinistro, nel gruppo P, ¢ risultato piu alto di
quello calcolato nel gruppo S, probabilmente perché due soggetti del gruppo P
avevano dimensioni aumentate rispetto ai valori normali. Questi due cani avevano
anche uveite grave (IOP < 6 mmHg, Tyndall +5 e sinechia anteriore). In uno studio ¢
stato riportato che una possibile complicanza dell’uveite anteriore ¢ il glaucoma nel
7,1%"". 11 glaucoma & la patologia oculare che determina 1’aumento delle dimensioni
del globo oculare®. Si potrebbe ipotizzare quindi che ’aumento delle dimensioni
biometriche nell’occhio sinistro dei due cani affetti da Leishmania e colpiti da grave
uveite possa essere un indice precoce di glaucoma, evidente ancora prima che si abbia
innalzamento della IOP. Non ¢ tuttavia possibile associare 1’'uveite da Leishmaniosi
all’aumento delle dimensioni oculari e quindi glaucoma solo sulla base di questa
osservazione che potrebbe anche essere dovuta al caso. Confrontando le dimensioni
del globo oculare dei cani con Leishmaniosi prima e dopo trattamento, non sono state
ottenute differenze statisticamente significative. E’ importante sottolineare che nel
gruppo dei cani malati sottoposti a trattamento, non sono stati inclusi 1 due cani citati
in precedenza poiché sono deceduti. La misurazione degli indici flussimetrici ottenuta
mediante studio Doppler dei vasi orbitali ¢ una tecnica riproducibile e facilmente

eseguibile nel cane™. Nel presente studio ¢ stato possibile identificare i vasi orbitali e
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misurare gli indici flussimetrici su tutti 1 pazienti sani e affetti da Leishmaniosi, prima
e dopo trattamento. I valori di RI e PI ottenuti nel gruppo di controllo sono
sovrapponibili a quelli riportati in letteratura®’. Sulla base delle nostre conoscenze non
sono mai stati pubblicati studi che abbiano valutato gli indici flussimetrici, derivati da
ecografia Doppler, delle arterie ciliari e oftalmica in cani affetti da Leishmaniosi.
Come si evince dai risultati (Tabelle 10, 11, 12, 13), gli Indici di Resistivita (RI) e di
Pulsatilita (PI) rilevati nei cani affetti dalla Leishmaniosi, sono stati costantemente ed
in maniera altamente significativa piu elevati rispetto ai cani sani. Questo risultato, sia
per la sua entita e sia perché evidente in entrambi gli occhi ed in entrambe le arterie
prese in considerazione, a nostro avviso, ¢ legato alla riduzione dell’elasticita delle
pareti vasali e all’aumento della resistenza al flusso ematico del microcircolo oculare
e costituisce un elemento da mettere in correlazione con la presenza della

Leishmaniosi. Come enunciato dalla legge di Pouseille, la resistenza al flusso ¢

-

direttamente proporzionale alla viscosita ematica e alla lunghezza del vaso mentre

o~

inversamente proporzionale al raggio dello stesso. A sua volta la viscosita ematica
direttamente proporzionale all’ematocrito e alla concentrazione di proteine
plasmatiche e inversamente proporzionale alla temperatura corporea®. A nostro
parere, ¢ improbabile che I’aumento della resistenza vascolare, rilevato nelle arterie
ciliari ed oftalmica dei cani affetti da Leishmaniosi, possa essere attribuito ad un
aumento della viscosita ematica, infatti, sebbene i pazienti malati avessero un valore
medio di proteine totali piu elevato rispetto a quello dei cani sani, la differenza era
lieve e non statisticamente significativa. Inoltre, I’eventuale aumento della viscosita
ematica, causato dalla maggiore concentrazione delle proteine totali, sarebbe stato
controbilanciato dalla significativa riduzione dell’ematocrito riscontrata nei pazienti
malati. A conferma di questo si puo notare come, in seguito al trattamento, gli RI sono
rimasti elevati in tre segmenti vasali su quattro considerati, nonostante i valori di
ematocrito e proteine totali siano rientrati nei limiti di riferimento. Altrettanto
improbabile appare una relazione tra IR e IP con la temperatura corporea i cui valori

tra 1 gruppi considerati non differivano in maniera significativa. Queste
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argomentazioni c¢i inducono a ipotizzare che la causa dell’incremento della resistenza
al flusso e della riduzione dell’elasticita parietale, dei vasi arteriosi retrobulbari
esaminati, siano dovuti alle alterazioni patologiche, vasali e perivasali, del
microcircolo oculare indotte dalla malattia. Le lesioni istologiche oculari, descritte in
letteratura, nei cani affetti da Leishmaniosi sono caratterizzate da presenza d’infiltrato
inflammatorio di tipo granulomatoso, costituito prevalentemente da macrofagi e
plasmacellule, ricco di amastigoti del protozoo e localizzato in sede perivascolare o
diffuso nelle diverse strutture oculari come la regione congiuntivale e
subcongiuntivale, il limbo, i1 corpi ciliari, I’iride, la cornea, la sclera, 1’angolo
iridocorneale, il tessuto coroideale e I’area del nervo ottico™®. Oltre alle reazioni
infiammatorie di tipo granulomatoso causate dalla presenza del parassita nei tessuti,
I’eccessiva produzione di anticorpi genera grandi quantitd di immunocomplessi
circolanti che, depositandosi nei glomeruli renali, nelle articolazioni e nelle pareti dei
vasi cutanei e uveali sono responsabili di vasculiti da immunocomplessi da cui
derivano fenomeni trombotici e sclerosi vasali che compromettono la normale
funzionalita degli organi coinvolti. L’uveite da immunocomplessi ¢ stata piu volte

descritta nel cane in corso di Leishmaniosi®®”

. Qualsiasi sia i1l meccanismo
fisiopatologico che genera le lesioni vasali e perivasali descritte, il risultato ¢ la
riduzione del lume vasale o la sua completa obliterazione dovuta a fenomeni
microtrombotici, queste alterazioni sarebbero, a nostro avviso, i principali fattori
determinanti I’aumento delle resistenze oculari osservato nel nostro studio. Come gia
accennato, in seguito a terapia, gli RI sono rimasti sostanzialmente invariati, questo
potrebbe significare che le alterazioni del microcircolo persistono anche in seguito a
terapia. Tuttavia non sappiamo se questi valori tendano a normalizzarsi nei mesi
successivi al termine della cura poiché ¢ stato eseguito un unico controllo a distanza di
sei mesi dall’inizio della terapia, né sappiamo se altri protocolli terapeutici possano
determinare il ritorno degli RI ai valori normali. Contrariamente agli RI, gli PI sono

diminuiti in maniera significativa in seguito alla terapia con Miltefosina e

Allopurinolo, ritornando entro 1 limiti di normalita. E’ noto che gli PI siano fortemente
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influenzati dall’elasticita vascolare pertanto, il nostro risultato ci induce a concludere
che in seguito alla terapia, le pareti dei vasi oculari abbiano verosimilmente riacquisito
la loro normale elasticita. La Leishmaniosi ¢ una malattia sistemica e, le alterazioni
flogistiche che avvengono nel microcircolo oculare, sono presenti anche in altri
distretti, in particolare a livello renale e cutaneo. Pertanto, la resistenza oculare
misurata mediante ecografia Doppler, potrebbe rappresentare una metodica di
quantificazione del danno vascolare sistemico e quindi fornire elementi utili alla
stadiazione e alla prognosi della malattia. Inoltre, la metodica potrebbe essere usata
come termine di confronto tra diversi protocolli terapeutici comunemente usati contro

questa patologia.
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6. CONCLUSIONI

Il presente lavoro ha confermato il frequente coinvolgimento delle strutture oculari in
corso di Leishmaniosi canina. L’alterazione degli indici flussimetrici oculari, misurati
mediante ecografia Doppler, indica come la Leishmaniosi sia causa di importanti
alterazioni del microcircolo sistemico che si riflettono in un aumento della resistenza
arteriosa misurata a monte del letto capillare. Gli indici di resistivita e di pulsatilita
delle arterie oculari possono essere usati come uno strumento di monitoraggio della
progressione della patologia e di risposta terapeutica nonché come elemento di
confronto tra diversi protocolli terapeutici comunemente usati nel combattere questa

patologia.
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