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RIASSUNTO

Il presente studio ha valutato le modificazioni percentuali delle sottopopolazioni linfocitarie nel
sangue periferico di cagne sottoposte a intervento di ovarioisterectomia elettivo o in corso di
patologia (in questi casi piometra) e la presenza e localizzazione delle stesse sottopopolazioni

cellulari in ambito uterino attraverso I'esame immunoistochimico.

Inizialmente viene descritto il quadro generale di sviluppo e maturazione delle sottopopolazioni
linfocitarie considerate, seguito da una analisi della letteratura riguardante le modificazioni
percentuali delle stesse sottopopolazioni sia in medicina veterinaria che in medicina umana.
Successivamente, viene descritta in breve I’'anatomia dell’apparato riproduttore della cagna e il

ciclo estrale. Inoltre, vengono anche esposti i principi di citometria a flusso.

E stato indagato il profilo ematico di 25 cagne di diverse razze, taglia ed eta. Le sottopopolazioni
linfocitarie prese in esame sono i linfociti B con il marcatore CD20 e il CD21, i linfociti T con i
marcatori CD3, CD4, CD8, TCRyd e linfociti T regolatori (Tregs). Le stesse popolazioni cellulari

sono state prese in considerazione sugli uteri asportati tramite immunoistochimica.

Le analisi citofluorimetiche sono state eseguite in tre fasi: nella prima fase sono stati considerati
tutti i soggetti senza distinzione, nella seconda i soggetti sono stati divisi in sani e con patologia
(rispettivamente 19 e 6 soggetti), mentre in terza battuta sono stati suddivisi in base all’eta (5
soggetti giovani, 15 adulti e 5 anziani). Nella prima analisi sono stati ottenuti valori
statisticamente significativi a carico della %linfociti/PBMC, CD3+, CD8+ e CD21+; nella seconda
fase di analisi sono stati ottenuti valori statisticamente significativi a carico di %linfociti/PBMC e
CD4+; nella terza fase invece i valori statisticamente significativi riguardavano la %

linfociti/PBMC, CD8+ e CD21+.

Per quanto riguarda I'esame immunoistochimico sono stati messi a confronto uteri sani con
uteri patologici (in corso di piometra in questi casi), ottenendo valori statisticamente significativi

a carico delle popolazioni CD3+, CD8+ e CD20+.

| dati ottenuti sono stati sottoposti ad analisi statistica e successivamente confrontati con i

risultati ottenuti da altri autori.



ABSTRACT

The present study evaluated the percentage changes of lymphocyte subpopulations in the
peripheral blood of bitches undergoing elective or during pthology ovariohysterectomy surgery
(pyometra in these cases) and the presence and localization of the same cellular subpopulations

in the uterine environment by immunohistochemical examination.

Initially, the general framework of development and maturation of the lymphocyte
subpopulations considered is described, followed by a review of the literature regarding the
percentage changes of the same subpopulations in both veterinary and human medicine. Next,
the anatomy of the reproductive system of the bitch and the estrous cycle are briefly described.

In addition, the principles of flow cytometry are also exposed.

The blood profile of 25 bitches of different breeds, sizes and ages was investigated. The
lymphocyte subpopulations examined were B lymphocytes with marker CD20 and CD21, T
lymphocytes with markers CD3, CD4, CD8, TCRyS, and regulatory T lymphocytes (Tregs). The

same cell populations were considered on the excised uteri by immunohistochemistry.

Cytofluorometric analyses were performed in three stages: in the first stage, all subjects were
considered without distinction; in the second stage, subjects were divided into healthy and with
pathology (19 and 6 subjects, respectively); and in the third stage, subjects were divided
according to age (5 young, 15 adult, and 5 elderly subjects). In the first analysis, statistically
significant values were obtained at %lymphocyte/PBMC, CD3+, CD8+, and CD21+; in the second
stage of analysis, statistically significant values were obtained at %lymphocyte/PBMC and CD4+;

in the third stage, statistically significant values were at %lymphocyte/PBMC, CD8+, and CD21+.

For what concerns immunohistochemical examination, healthy uteri were compared with
pathological uteri (undergoing pyometra in these cases), obtaining statistically significant values

at the CD3+, CD8+ and CD20+ populations.

Data obtained were subjected to statistical analysis and then compared with the results

obtained by other authors.



CAPITOLO 1: SVILUPPO E MATURAZIONE LINFOCITARIA

Le cellule staminali emopoietiche HSC (hematopoietic stem cells) si sviluppano in differenti linee
ematopoietiche. Il primo passo verso il differenziamento genera due diverse linee cellulari di

progenitori:

- lalinea CMP (common myeloid progenitors)

- lalinea CLP (common lymphoid progenitors)
La linea CMP andra poi a generare tutte le cellule della linea mieloide, come eritrociti e piastrine.

La linea CLP va incontro poi a maturazione e differenziamento all’interno del midollo osseo, fino

a raggiungere lo stato di early lymphoid progenitors (ELP).

Le cellule HSC sono cellule multipotenti, in grado di autorigenerarsi e maturare per lungo tempo,
differenziandosi in stadi successivi distinti tra loro per I'espressione di alcuni marker specifici.
Ad esempio, il CD34 (cluster di differenziamento) e espresso dalle cellule HSC nel feto e nel
neonato, si arresta poi dopo qualche settimana dalla nascita per riprendere |'espressione
guando le cellule vengono attivate. Un processo simile accade al marker CD93, espresso a livello

di HSC fetali ma non in quelle dell’adulto.

Nell’adulto, quasi tutte le HSC e parte delle ELP residenti nel midollo osseo rimangono a lungo
in uno stato quiescente del ciclo cellulare (stadio Gy); questa & una condizione fondamentale
per il controllo delle dimensioni e dell’integrita delle cellule destinate a differenziarsi nelle varie

tipologie cellulari del sistema immunitario.

Le cellule multipotenti (MMP) sono precursori piu maturi, hanno perso la possibilita di
autorigenerarsi ma mantengono ugualmente la capacita di differenziarsi verso tutte le linee
cellulari del sangue. Questa potenzialita di produzione di ogni tipo di cellula del sangue e
mantenuta per tutta la vita grazie all’espressione del recettore tirosin-chinasi FLT3, presente
sulla superficie dei progenitori ematopoietici, ed € fondamentale per la sopravvivenza e il
differenziamento delle cellule. L’acquisizione progressiva di FLT3 avviene in sincronia con la
perdita del fattore di adesione vascolare VCAM1 e l'inizio dell’espressone dei geni per le cellule
linfoidi. | livelli di FLT3 e VCAM1 insieme ad altri parametri permettono di suddividere le cellule

HSC in tre diversi gruppi: popolazione a lungo termine di cellule staminali ematopoietiche (LT-
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HSC), popolazione a breve termine di cellule staminali ematopoietiche (ST-HSC) e cellule
progenitrici multipotenti (MPP). All'interno del gruppo HSC le cellule con pil alta espressione di
FLT3, fino al 25% del totale, sono state denominate LMPP (lymphoid-primed multipotent
progenitors); questo sottoinsieme LMPP comprende al suo interno le cellule ELP, che si
ritengono essere cellule strettamente linfoidi con la piu efficiente capacita di produrre linfociti
B e T. Tuttavia, le cellule ELP non perdono mai del tutto la capacita di produrre anche altri tipi
cellulari non linfoidi, ad esempio la loro progenie € in grado in certe condizioni di differenziarsi

in cellule dendritiche (DC).

Le cellule LT-HSC sono caratterizzate da una bassa espressione di VCAM1 ed evolvono in ST-HSC
che esprimono livelli piu alti di FLT3. La successiva trasformazione in MPP é caratterizzata da un
ulteriore aumento di FLT3. In questa fase, insieme all’espressione di geni specifici, inizia il vero
differenziamento all’interno delle cellule LMPP dei vari elementi che compongono il sistema
immunitario; in particolare si differenziano dapprima le DC convenzionali, poi le cellule
dendritiche plasmacitoidi, in seguito le cellule B, le cellule NK ed infine le cellule ETP (early

thymic progenitors) [1].

A guidare lo sviluppo verso le cellule B o le cellule T intervengono altri fattori; in particolare
NOTCH1 per la linea T e PAXS5 per la linea B. L’equilibrio delle molecole che regolano lo sviluppo,
in conseguenza della maggiore o minore espressione, determina la predilezione o il blocco di
una via a discapito di altre; questo e fondamentale in quanto, in condizioni fisiologiche, ogni
organismo € in grado di indirizzare la propria risposta immunitaria con la produzione di linee

cellulari specifiche [2].
Linfociti B

| linfociti B maturi, al termine del loro sviluppo intra-midollare, abbandonano la loro sede
d’origine per dirigersi verso i linfonodi e la milza, dove potranno venire in contatto con eventuali
antigeni per la produzione di plasmacellule in grado di produrre anticorpi per eliminare la
minaccia. | linfociti B attivati hanno la capacita di conservare memoria immunitaria per i contatti
successivi. Le cellule B, una volta attivate, vengono definite plasmacellule, cioé quella

sottopopolazione deputata alla produzione di anticorpi.



| linfociti B esprimono costitutivamente le molecole MHC (complesso maggiore di
istocompatibilita) di classe Il. Un marcatore per il differenziamento di questa sottopopolazione
cellulare puo essere il CD20, presente sulla superficie a partire dai primi stadi di maturazione,
fino ad arrivare agli stadi finali della vita della cellula, ad eccezione delle plasmacellule che ne
sono sprovviste. E stato dimostrato che il CD20, coinvolto nella regolazione della attivazione,
del differenziamento e della proliferazione dei linfociti B, in medicina umana & strettamente
correlato ad alcuni tipi di linfomi [3].

Anche il CD21 & presente su tutti i linfociti B a partire dallo stadio di pro-linfocita fino allo stadio
maturativo finale; non & piu presente solamente quando la cellula viene attivata e diventa

plasmacellula.

Inoltre, i linfociti B si possono differenziare in due sottopopolazioni a seconda dell’espressione
del CD5: in particolare le cellule CD5- rappresentano la maggior parte di questa
sottopopolazione, mentre i CD5+ sono solo una piccola parte ma con una grande importanza

organica, in quanto sembrerebbero i responsabili della produzione di autoanticorpi [4].
Linfociti T

Per quanto riguarda le cellule T, i loro precursori migrano dal fegato fetale e dal midollo osseo
fino al timo, dove trovano un microambiente ideale per espandersi e differenziarsi nel modo
corretto. Questo processo avviene seguendo un percorso preciso all’interno dell’organo [5]. Le
cellule pro-T, per essere considerate tali, devono esprimere sulla propria superficie il CD3, tipico
di questa linea cellulare. Una volta raggiunto I'organo, i progenitori subiscono modificazioni che
conducono alla produzione di due sottopopolazioni cellulari, distinte tra loro a seconda del
recettore TCR (T-cell receptor) espresso: questo pud essere aff o yb. Il CD3 & una parte
costituente del TCR. Indipendentemente dalla sua tipologia, questo recettore ha la funzione di
riconoscimento dell’antigene. Si tratta di due distinte sottopopolazioni cellulari T che nascono
da un precursore comune, noto come timocita doppio-negativo (DN), che non esprime né il CD4
né il CD8 ma solamente il CD3. Sono stati descritti diversi stadi maturativi di queste cellule,
distinti da DN1 a DN4; DN1 e lo stato dei timociti piu immaturi, durante lo stadio DN2 e in parte
durante lo stadio DN3 i timociti sono in prevalenza impegnati nel differenziamento della

sottopopolazione T y&. Durante la fase DN3, i timociti pre-TCR, costituiti da un recettore delle



cellule T a catena a e da un recettore T a catena B, maturano da DN a singolo positivi (SP). Lo
stadio DN3 & un passaggio fondamentale in cui I'espressione dei pre-TCR o dei TCR yé
rappresenta il segnale che dirige i timociti verso la proliferazione e il successivo
differenziamento [6]. | timociti che non vanno incontro a corretto sviluppo vanno incontro a
morte cellulare programmata (apoptosi). Le selezioni aB e y& si svolgono parallelamente

all’aumento delle dimensioni della cellula.

Linfociti T af

Per quanto riguarda la sottopopolazione af, che rappresenta circa il 90-95% delle cellule T
circolanti [7], con lo sviluppo della cellula si assiste ad una diminuzione dell’espressione del CD25
e alla comparsa di CD4 e CDS, fino a generare delle cellule chiamate doppio-positive (DP) che
costituiscono circa I'80% dei timociti. Queste cellule vanno poi incontro ad un riarrangiamento
genico che porta alla formazione dell’eterodimero TCR af. Queste cellule proseguono la loro
maturazione formando cellule singolo-positive (SP) distinte in CD4*/CD8 e CD4/CD8*. Per
contro, la maggior parte delle cellule yé rimane DN e con la maturazione perde I'espressione del

CD25 [8].
| linfociti SP si dividono in due macro-categorie: i linfociti T CD4* e i linfociti T CD8".

Linfociti T CD4*

| linfociti T CD4", conosciuti anche come T helper (Th), esprimono molecole in grado di
riconoscere antigeni presentati dagli MHC di classe Il e si distinguono a loro volta in due
categorie: Thl e Th2. Le cellule Thl sono dette inflammatorie e intervengono principalmente
nella risposta immunitaria cellulo-mediata consentendo I'eradicazione di patogeni come batteri,
virus, lieviti e parassiti. Questa sottopopolazione cellulare produce in grande quantita IL-2, IFN-
v, TNF-B mediando la citotossicita, stimolando una attivita microbicida e richiamando linfociti T
citotossici e macrofagi [7]. Le cellule Th2 sono invece dette adiuvanti, controllano la risposta
immunitaria umorale producendo in grande quantita IL-4, IL-5 e IL-13, eliminando parassiti

extracellulari; inoltre attivano mastociti e granulociti eosinofili.

Entrambe queste sottopopolazioni cellulari promuovono la crescita e il differenziamento della

rispettiva sottopopolazione, ma possono anche inibire la produzione di cellule della categoria
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opposta. Questo fatto potrebbe spiegare il motivo per cui le differenti tipologie di risposta si
regolano a vicenda [9]. Infatti la produzione di IL-4 e IL-10 da parte dei Th2 porta a un’azione
antagonista nei confronti dei Th1, I'opposto avviene con la produzione di INF-y prodotto dai Thl
[7]. Inoltre, & stato dimostrato come IL-12 e IL-4 sono fondamentali nel differenziamento

rispettivamente di Thl e Th2 [9].

Le cellule T af comprendono anche le cellule “invariant-NKT” (CD1/d) [10] e le “regulatory T

cells” (Tregs CD4* CD25" FOXP3+) [11].
Linfociti T CD8"

Un’altra categoria di linfociti T & quella denominata CD8" o CTL (linfociti T citotossici). Queste
cellule hanno funzione citotossica e riconoscono gli antigeni presentati dagli MHC di classe | [7].
Essendo delle vere e proprie cellule effettrici sono cruciali nel combattere patogeni
intracellulari, eliminare cellule infette da virus, cellule tumorali o cellule trapiantate.
Successivamente all’eliminazione del patogeno, la maggior parte delle cellule effettrici muore,
ma una piccola parte sopravvive e fonda la popolazione di cellule della memoria, che in caso di
successiva esposizione allo stesso patogeno si attivera rapidamente per efficacemente per
combattere l'infezione [12]. Dato che la molecola MHC di classe | & presente su quasi tutte le
cellule, praticamente tutte possono concorrere alla presentazione dell’antigene e quindi alla
risposta rapida [7]. Tuttavia, i linfociti T CD8" naive non sono in grado di produrre una risposta
se non dopo presentazione dell’antigene, ovvero quando si innesca il processo per renderle

cellule attivate.
Linfociti T CD4" attivati e regolatori

| linfociti T regolatori (Treg), a lungo chiamati T soppressori, sono considerati in grado di giocare
vari ruoli sia in condizioni fisiologiche che patologiche come infezioni e autoimmunita [13]. La
principale funzione di questa sottopopolazione cellulare é di sopprimere le risposte immunitarie
e assicurare la tolleranza al self. Sono una sottopopolazione CD4" la cui maggioranza esprime
elevati livelli di catena a del recettore per I'lL-25 in assenza di altri marcatori di attivazione [14].
Il meccanismo d’azione consiste nella sottrazione di IL-2 alle cellule effettrici causandone
I"apoptosi. | linfociti Treg si distinguono in due categorie a seconda che provengano dal timo

(tTreg) o indotti a livello periferico (pTreg o iTreg). | tTreg sono il prodotto del normale sviluppo
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dei linfociti T, sono autoreattivi e il loro principale ruolo € quello di prevenire malattie
autoimmuni. | pTreg invece sono conosciuti anche come Treg adattativi e derivano dalle cellule
CD4+ naive periferiche. Queste cellule, una volta esposte ad antigeni, citochine (IL-2, IL-10, TGF-
B) o ad altre condizioni stimolatorie, diventano Tregs. Durante una infezione i pTreg svolgono
un ruolo piu importante rispetto ai tTreg, mentre per quanto riguarda stabilita e plasticita
cellulare differiscono leggermente. In generale, i Treg vengono identificati mediante due
marcatori: il CD25 e il FoxP3 [13]. Il fattore di trascrizione FoxP3 fa parte della famiglia dei
“forkhead”, viene secreto nel citoplasma ed e fondamentale per lo sviluppo e la funzione
soppressiva dei Treg, mentre non & necessario per la sopravvivenza dei loro precursori [15].
L’espressione costitutiva e ad alta intensita del CD25, insieme all’espressione del FoxP3, sono
identificativi dei linfociti Treg. Vari studi condotti sia sul’'uomo che sugli animali indicano che i
Treg svolgono un ruolo importante nelle infezioni, ma prendono parte anche a malattie del

sistema immunitario come ipersensibilita e autoimmunita [13].

Inoltre, & da notare che lo sviluppo dei timociti non e uniforme, in quanto vi sono altre vie di
differenziamento (ad esempio le cellule IEL, che verranno trattate successivamente). Le cellule
T che hanno terminato il loro processo evolutivo timico vengono definite “recent thymic

emigrants” (RTE).

Il numero dei linfociti T & mantenuto sia dalla riserva di cellule circolanti, sia dall'immissione di
nuove cellule da parte del timo. Le nuove cellule possono avere uno qualsiasi di entrambi i
recettori antigenici, consentendo una risposta quando entrano in contatto con un antigene o un
patogeno. Inoltre, nel corso di infezioni virali croniche, svolgono un importante ruolo di
clearance e di risparmio di CD8*. Naturalmente man mano che I'organo subisce la sua fisiologica
involuzione, I'immissione di nuove cellule si riduce sempre di pit, ma gli RTE si trovano anche
nell’individuo adulto. Questi RTE presentano marcatori di superficie diversi dalle cellule T
mature con alti livelli di CD24 e TCR-CD3 e bassa espressione di CD45 e CD28. Le cellule RTE per
completare il loro sviluppo necessitano di prendere contatto con organi linfoidi secondari come

milza e linfonodi [16].
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Linfociti T y6

| linfociti T y§, che rappresentano circa il 5-10% delle cellule T circolanti [7], sono caratterizzati
da un tropismo spiccato per I'epitelio cutaneo, il fegato e le mucose dell’apparato respiratorio,
digestivo e riproduttivo, verso i quali migrano subito dopo l'uscita dal timo; in queste sedi
rimangono come cellule residenti. Fisiologicamente le cellule T y6 hanno diversi ruoli, tra cui
immunita verso patogeni intra- ed extra-cellulari, la sorveglianza verso tumori, la modulazione
delle risposte immunitarie innate ed adattative, il mantenimento dell'integrita epiteliale
promuovendo la rigenerazione tessutale; inoltre in seguito a segnali di stress cellulare
promuovono il reclutamento e I'attivazione di neutrofili, monociti e macrofagi, mentre per
guanto riguarda la risposta adattativa prima attivano le cellule dendritiche stimolando poi,
insieme ad esse, la risposta delle cellule B. Inoltre, le cellule yé contribuiscono alla rimozione di
patogeni sia direttamente, tramite la produzione di molecole batteriostatiche o batteriolitiche,

sia indirettamente tramite attivazione degli altri effettori dell'immunita e delle cellule epiteliali.

| linfociti y& possono anche produrre citochine infiammatorie coinvolte nelle risposte
immunitarie verso virus e patogeni intracellulari (TNF e IFNy), batteri extracellulari e funghi (IL-
17) e parassiti extra-cellulari (IL-4, IL-5 e IL-13). Inoltre, questa sottopopolazione linfocitaria va
incontro ad espansione a livello di placenta e ghiandola mammaria in lattazione, suggerendo un
loro coinvolgimento nelle modificazioni subite da questi organi durante gravidanza e lattazione

[17].

Le cellule T residenti nell’epitelio intestinale prendono il nome di “intra-epithelial lymphocytes”
(IEL) specializzate nella risposta all’enorme numero di patogeni presenti nell’lambiente
intestinale. Le IEL possono a loro volta essere suddivise in gruppi a seconda del meccanismo di
attivazione; il primo gruppo & composto dalle “natural IELs” (NIEL), che acquisiscono il loro
fenotipo prima dell’'uscita dal timo e poi si dirigono direttamente verso I'epitelio intestinale,
possono essere CD8aa+ o CD8aa- con TCR afy o y6, ma non esprimono né CD4 né CD8ap; il
secondo gruppo sono le “induced IELs” (lIEL), che emigrano dal timo verso i linfonodi
mesenterici e le placche del Peyer dove vengono attivate a naive CD4+ TCRaf e naive CD8+
TCRaB per poi migrare nell’epitelio intestinale. Le funzioni delle IIEL comprendono il

mantenimento dell’integrita della barriera epiteliale riparando I’epitelio, controllando il
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turnover e la crescita epiteliale; inoltre con le IgA provvedono alla difesa in prima linea
dall’ingresso di patogeni enterici. Le IEL TCR yd producono citochine protettive come il TNF e
I"IFN-y in risposta alle inflammazioni, ma allo stesso tempo ne controllano la produzione da
parte di altre cellule suggerendo un ruolo protettivo verso le risposte eccessive a insulti esogeni.
Le IEL inoltre sono fortemente influenzate dai composti dietetici e microbici presenti all’interno
dell’intestino. L'interazione tra ambiente e sistema immunitario intestinale mantiene la barriera
intestinale nelle sue funzioni e nella sua integrita; tuttavia, I'eccessiva attivazione delle IEL e la
loro ubicazione intraepiteliale suggeriscono un possibile ruolo nell’avvio di risposte
immunopatologiche o nell’esacerbare patologie inflammatorie alla base di sindromi da
malassorbimento (“inflammatory bowel disease”, IBD) o promuovere lo sviluppo e Ia
progressione di neoplasie intestinali. Inoltre & stato dimostrato in modelli murini che in
condizioni inflammatorie o durante il riconoscimento di antigeni con affinita per il self queste

cellule autoreattive conducano a patologie autoimmuni [18].

Una rappresentazione schematica dei CD e marker puo essere ritrovata in tabella 1.

Tabella 1: Marker utilizzati per l'identificazione delle sottopopolazioni linfocitarie.

Sottopopolazione Identificazione
Linfociti B CD20 CD21
Linfociti T CD3 Cb4 CD8 TCRyb FoxP3 CD25
Cellule NK

La terza sottopopolazione cellulare dopo i linfociti B e i linfociti T & rappresentata dalle cellule
Natural Killer (NK). Queste cellule si sviluppano principalmente nel midollo osseo a partire dai
progenitori linfoidi comuni (CLP) da un gruppo specifico di precursori denominati NKP (NK
progenitors). Gli NKP possono diventare NK sotto I'influenza di IL-2 e IL-15. Gli NKP identificati
nel timo fetale di topo e nel midollo osseo adulto non esprimono nessuno dei marcatori
conosciuti delle cellule NK mature ma ugualmente non evolveranno verso cellule diverse dalle
NK. L'FTL3 compare anche sulla superficie delle NKP ma non sulle NK mature. In medicina umana
e stato dimostrato che una sottopopolazione di precursori CD34+ evolve in NK CD56+ nei

linfonodi; inoltre e stata confermata la possibilita delle NK di svilupparsi anche nel fegato [19],
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infatti durante la vita fetale sia nel timo che nel fegato albergano precursori dotati della

potenzialita di differenziarsi in NK [2].

In uno studio [20] e stato dimostrato come nel sangue periferico del cane tutte le cellule i CD56+
esprimono anche il CD3, e le cellule CD56+ sono costituite da due diversi sottogruppi cioé cellule
CD3+CD4+CD8-CD56+ e CD3+CD4-CD8+CD56+. Lo sviluppo e il differenziamento delle NK nelle
fasi successive sono dettati da una acquisizione sequenziale di specifici marcatori. Nelle fasi
avanzate di sviluppo le NK acquisiscono competenze come la citotossicita e la secrezione di
citochine (IFN-y e TNF). La capacita di produrre citochine viene acquisita mediante diverse vie:
nel sangue umano sono state descritte piu famiglie di NK distinguibili sulla base della loro
citotossicita. La capacita citotossica & acquisita con la comparsa del marker CD56 [2]. Come
avviene per i linfociti T, le cellule NK subiscono processi di selezione positiva e negativa adibiti a
selezionare le cellule non reattive contro il self; quindi cellule mature che non attacchino i tessuti
sani. In condizioni di omeostasi le cellule NK si trovano nel sangue, nella milza, nel fegato e nei
polmoni, mentre si ritrovano con minor frequenza nei linfonodi. Le cellule NK presentano anche
caratteristiche dell'immunita adattativa quali longevita e memoria immunitaria. Le cellule con
memoria immunitaria si ritrovano in organi linfoidi ma anche in organi non linfoidi e, se
stimolate, possono mediare una risposta effettrice forte e rapida. Le cellule NK possono essere
ulteriormente distinte tra loro in base alla capacita o meno di degranulare e secernere IFN-y

[19], rispettivamente cellule attivate o di riserva.
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Variazioni percentuali delle popolazioni linfocitarie in letteratura

Non esiste in letteratura un effettivo consenso riguardo la variazione numerica di leucociti nel
sangue circolante canino correlato all’eta ma in linea di massima gli autori sono concordi sul
fatto che le sottopopolazioni B, T, CD4+ e CD8+ subiscano variazioni correlate all’eta. Infatti, si
assiste ad un incremento di linfociti T e T CD8+ accompagnato da un decremento percentuale
dei linfociti B; inoltre la sottopopolazione dei linfociti T nel maschio sembra essere
significativamente ridotta in percentuale rispetto alle femmine [21,22,23]. Sono state segnalate

anche differenze significative legate alla razza [24,25].

Per quanto riguarda i linfociti B, la letteratura non e concorde: alcuni studi riportano che la
proliferazione di cellule B diminuisce con I'aumentare dell’eta [26,27,28], mentre in altri studi si
dimostra che non ci sono differenze significative nella percentuale delle cellule B nel sangue

circolante degli individui anziani rispetto ai giovani [29].

I linfociti T invece esprimono sulla loro superficie il marker CD3; con I'avanzare dell’eta questa
sottopopolazione cellulare subisce una notevole riduzione numerica [22,26]. Altri autori invece
riportano alterazioni non significative a carico di questa sottopopolazione [28]. Studi condotti in
medicina umana segnalano un aumento percentuale di linfociti T CD8+ mentre si & osservata
una riduzione o nessuna alterazione a carico dei linfociti T CD4+, cui fa seguito un ridotto

rapporto CD4:CD8 [29].

Il rapporto CD4:CD8 e stato indagato anche in medicina veterinaria [24], evidenziando come il
rapporto subisca una riduzione con I'avanzare dell’eta tanto da rappresentare un potenziale
biomarker di invecchiamento [29]; questa riduzione perd non si osserva in tutte le razze in ugual
misura, ma anzi nel Pastore Tedesco si evidenzia un andamento opposto [22] e nel Labrador
Retriever non e stata evidenziata alcuna alterazione a carico del rapporto CD4:CD8 legata all’eta

o al sesso dei soggetti [21].

La letteratura, per quanto riguarda le cellule che esprimono il TCRyd riferisce che non si
osservano differenze correlate all’eta [24]. Uno studio piu recente invece ha evidenziato come
le cellule esprimenti TCRyd subiscano una drastica riduzione con I'avanzare dell’eta

indipendente dalla razza [30].
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In corso di piometra, all'interno dell’endometrio vengono richiamate un gran numero di cellule
tra cui neutrofili, macrofagi e linfociti ma in maniera non statisticamente significativa [31].

Alcuni studi riportano inoltre che la conta dei linfociti T, a livello di endometrio di cagna, varia a
seconda della fase del ciclo estrale, in particolare sono maggiormente presenti in anestro e in

estro piuttosto che nelle altre fasi del ciclo [32].
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Autoimmunita

L'autoimmunita viene definita come una risposta immunitaria specifica nei confronti di antigeni
self. Essa riflette la perdita della tolleranza immunologica nei confronti dei tessuti propri
dell’organismo o degli antigeni cellulari ed & caratterizzata da un’attivita normale o eccessiva
delle cellule effettrici immuni che reagiscono contro antigeni self. Puo essere organo-specifica,

localizzata o sistemica e puo essere mediata sia da anticorpi che da linfociti T autoreattivi [33].

Le malattie autoimmuni sembrano svilupparsi spontaneamente, e raramente le cause
predisponenti sono ovvie. In generale possono risultare da una risposta normale a antigene
inusuale, oppure da una risposta abnorme a un antigene normale. Questa seconda categoria

sembra essere la pilu comune.

Nella risposta normale spesso c’eé una attivazione immunitaria verso antigeni che
precedentemente erano nascosti oppure per crossr-eattivita tra agenti infettanti e normali
componenti corporee. Solitamente gli anticorpi prodotti sono IgM o IgG a basso titolo e bassa

affinita verso frammenti proteici o proteine danneggiate da ossidazione o da enzimi.

La risposta abnorme, invece, puo risultare da una carenza nel normale meccanismo di controllo
del sistema immunitario. Non € raro riscontrare autoimmunita di questo tipo anche in tumori
linfoidi.

Normalmente i linfociti autoreattivi sono eliminati a livello del timo per apoptosi.

Numerosi fattori possono predisporre a malattie autoimmuni, come ad esempio una
predisposizione genetica, data da modificazioni di alcuni geni responsabili di espressione di
marker pro-apoptotici, oppure predisposizione di razza, dovuta ad una eccessiva selezione;

infatti alcune razze sono piu predisposte di altre a sviluppare malattie autoimmuni.

Una malattia autoimmune si manifesta quando i tessuti sono danneggiati da linfociti T o da

anticorpi, e questo danno é il risultato di un meccanismo di ipersensibilita [34].
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Secondo McGavin (2014) [33] e Tizard (2012) [34], I'ipersensibilita pud essere distinta in quattro

tipi fondamentali:

e Tipo I: allergica. Un antigene che normalmente non dovrebbe causare risposta immunitaria
invece la provoca, stimolando una risposta Th2-mediata con formazione di IgE autoimmuni.
Questo porta a una risposta di tipo anafilattico con iperproduzione di istamina e altri fattori

vasoattivi. Tuttavia questa via di risposta non & molto comune.

¢ Tipo II: citotossica. Sviluppo di anticorpi diretti contro antigeni presenti sulla superficie
cellulare o in un tessuto, che portano alla distruzione della cellula o del tessuto. Sono mediate
dalla formazione di IgG e IgM che attivano il complemento, il quale puo mediare la citotossicita
attraverso la formazione del complesso di attacco alla membrana, portando a lisi la cellula, o
attraverso la fissazione di frammetti del fattore C3 sulla superficie che favorisce la fagocitosi

mediante opsonizzazione. La risposta verso componenti cellulari non e cosi rara.

e Tipo Ill: da immunocomplessi. Mediata dalla formazione di complessi antigene-anticorpo
che attivano il complemento e causano danno tessutale; gli immunocomplessi vengono
depositati nei tessuti determinando un danno indiretto, ma attivano anche il complemento
richiamando neutrofili e macrofagi, responsabili di ulteriore danno tessutale. Causa di alcune

malattie autoimmuni come il Lupus Eritematoso Sistemico o I'artrite reumatoide.

e Tipo IV: ritardata. Risposta cellulo-mediata perché e il risultato dell’interazione tra linfociti
T con I'antigene specifico verso i quali sono stati sensibilizzati. La risposta avviene dopo 24-48
ore dall’esposizione e non dipende dalla formazione di anticorpi. Anche questa risposta &
abbastanza presente nelle malattie autoimmuni come ad esempio in alcuni tipi di diabete

mellito insulino-dipendente.

In uno studio retrospettivo [35] & stato analizzato come la sterilizzazione influisca sul sistema
immunitario sia nel maschio che nella femmina; in particolare le femmine sterilizzate hanno una
maggiore probabilita di sviluppare col tempo delle malattie autoimmuni immuno-mediate con
una prevalenza elevata soprattutto di anemia emolitica immuno-mediata (AHIA) e

ipoadrenocorticismo (morbo di Addison). Infatti viene evidenziata I'importanza che hanno gli
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ormoni sessuali sulla funzione immunitaria e si suggerisce che potrebbero anche essere implicati

nel riconoscimento del self.
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CAPITOLO 2: CARATTERISTICHE ANATOMICHE E
FISIOLOGICHE DELL’APPARATO RIPRODUTTORE DELLA
CAGNA

Anatomia

Tutta la seguente trattazione anatomica e stata ottenuta dal libro “Anatomia comparata dei
mammiferi domestici” di Barone Robert [36], edizione italiana a cura di Bortolami Ruggero,
volume 4°.

L’apparato riproduttore femminile si compone fondamentalmente di tre grandi sezioni:

1. ghiandolare: costituita dalle ovaie, che restano in cavita addominale

2. tubulare: presenta tre distretti molto differenti per funzione e conformazione. Le tube
uterine captano gli oociti e sono la sede della fecondazione. L'utero riceve I'ovulo fecondato
e ne permette l'impianto, protegge il feto e ne permette il sostentamento durante la
gravidanza. La vagina e separata dall’'utero da un potente restringimento chiamato collo

uterino; e in continuita caudalmente con il seno uro-genitale

3. seno uro-genitale: comprende una parte profonda formante il vestibolo della vagina e una
regione dell’orificio che costituisce la vulva. Completato dalla vagina, il seno uro-genitale

riceve il pene durante la copula e consente il passaggio del feto al momento del parto.
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Figura 2: schema dell'apparato riproduttore femminile

Ovaio

Organo pari in cavita addominale, posto caudalmente ai reni. Colore grigio-rosa, quasi liscio nei
periodi di riposo funzionale mentre appare bozzellato e a superficie irregolare, per la presenza
di numerosi follicoli, nella stagione d’attivita. L'ilo € poco pronunciato e non viene oltrepassato
dal peritoneo. L'organo € completamente ricoperto dalla borsa ovarica e quasi adeso alla volta
addominale. A destra, la gonade e situata dorsalmente al pancreas e alla parte discendente del
duodeno; a sinistra & posta dorso-lateralmente al colon discendente g, in genere, € un po’ piu
lontana dalla parete addominale. Il mesovario prossimale prende il nome di legamento
sospensore dell’ovaio con andamento quasi orizzontale viste le sue inserzioni che arrivano fino
al diaframma; il mesovario distale invece & piu breve, ricco di cellule muscolari lisce e quasi
ridotto ad una semplice aderenza. Il mesosalpinge invece ¢ infiltrato di tessuto adiposo e non
consente un’agevole visualizzazione dell’ovaio attraverso la borsa ovarica. La fimbria ovarica e
breve, larga e ispessita e I'epitelio si estende fino sull’ovaio, dove si unisce per transizione
all’epitelio superficiale.

La struttura e caratterizzata da una grande estensione della zona vascolare, circondata da una
zona parenchimatosa piu sottile. L’arteria ovarica termina triforcandosi poco dorsalmente alla
borsa ovarica. Un ramo craniale accompagna il legamento sospensore dell’ovaio; un ramo

uterino, piu grosso, si porta caudalmente nel legamento largo. Un ramo intermedio ¢ la
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continuazione diretta dell’arteria ovarica, raggiunge I'ilo dove ramifica in numerosi piccoli vasi.

Il ritorno venoso confluisce assai presto in una vena ovarica.

Tuba uterina

Organo pari, quasi privo di flessuosita, che si estende dall’ovaio al corpo dell’utero. L'infundibolo
si apre medialmente all’ovaio e attraverso le fimbrie accoglie gli oociti maturi espulsi dai follicoli.
All’'ampolla, poi, fa seguito I'istmo che andra a terminare mediante un piccolo ostio nelle corna

dell’utero.

Utero

Organo pari, definito bipartito, con corna strette e lunghe. Le corna hanno un calibro uniforme
e si estendono, descrivendo una piccola curvatura a concavita dorsale, dal polo caudale del rene
alla faccia dorsale della vescica, cranialmente all’entrata del bacino. La base delle due corna si
unisce ad angolo acuto; il corpo e il collo costituiscono un insieme cilindroide di calibro
uniforme. La cavita uterina e tappezzata da una mucosa ispessita, compatta, grigio-rossastra
che si solleva in pieghe poco elevate, longitudinali, ondulate e irregolari. Il canale cervicale e
provvisto di pieghe assai ridotte e collega in direzione ventro-caudale I'utero alla vagina. Di
norma, le corna uterine sono applicate contro la parete del fianco. Il collo e il corpo mostrano
rapporti con la vescica ventralmente e il colon-retto dorsalmente.

| legamenti larghi sono infarciti di tessuto adiposo, la loro inserzione lombo-sacrale € assai lunga
mentre il margine ventrale segue dalla borsa ovarica fino al corpo dell’'utero, dove i due
legamenti quasi si uniscono. Dalla faccia laterale dei legamenti si staccano i legamenti rotondi,
molto robusti. Sempre dalla faccia laterale si staccano anche i legamenti laterali della vescica,
che circoscrivono un ampio e profondo fondo cieco.

Il miometrio e relativamente sottile mentre 'endometrio & ispessito con ghiandole poco
ramificate. La vascolarizzazione € assicurata dal ramo uterino dell’arteria ovarica e da un ramo
dell’arteria vaginale. Queste arterie formano un’anastomosi alloggiata nel comparto ventrale
del legamento largo e da questa si dipartono rami ascendenti e discendenti; questi ultimi
anastomizzano e formano una fitta rete vasale uterina. Le vene ricalcano il tragitto delle arterie,

confluendo nella vena ovarica e nella vena vaginale.
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Vagina
Molto lunga, con mucosa pallida, pieghe numerose e che non scompaiono. Sul pavimento della

vagina sbocca l'uretra, determinando un piccolo rilievo a forma di stella.

Vestibolo della vagina

Rivestito da una mucosa piu scura rispetto a quella della vagina, con numerosi noduli linfatici
che sollevano la superficie. Qui sbocca I'ostio esterno dell’'uretra, attorno al quale sono
localizzati orifici di numerose ghiandole vestibolari minori. Il bulbo del vestibolo & ben delimitato

e presenta un ricco plesso venoso.

Vulva e clitoride

Le labbra sono grosse e si uniscono dorsalmente con una sagoma un po’ arrotondata, mentre
ventralmente hanno un’unione a punta. La pelle della faccia laterale, di solito pigmentata, e
ricoperta di peli non molto lunghi ma fitti. Il clitoride € ben sviluppato ma esile, il suo glande non

e facilmente apprezzabile in condizioni di riposo.

Fasi del ciclo estrale della cagna

La cagna e un animale monoestrale stagionale, cioe presenta i cicli estrali due volte I'anno, non
€ presente una vera e propria stagionalita in quanto possono manifestare I'estro in qualsiasi
momento dell’anno. La durata del ciclo & di sei mesi, I'estro varia dai 4 ai 21 giorni con una
prevalenza di 9 giorni. L’estro dura anche diversi giorni dopo I'ovulazione nonostante i livelli
elevati di progesterone: la autolisi non avviene anche se I'accoppiamento non é risultato fertile.
Questo consentiva in ambiente selvatico la pratica del baliaggio [37].

La cagna si mantiene fertile per tutta la vita anche se con I'invecchiamento (oltre i 7 anni) si puo
assistere a un prolungamento della fase interestrale, riduzione della portata delle figliate,
aumento dell’incidenza di difetti congeniti e di parti distocici.

Il primo estro compare in relazione allo sviluppo dell’animale, quando cioé avra raggiunto

altezza e peso caratteristici dell’individuo adulto.
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Il ciclo estrale della cagna si compone di: fase follicolare, corrispondente a proestro e estro, fase
luteale, cioé metaestro e diestro, e fase di anestro [37]. Gli andamenti ormonali durante il ciclo

estrale sono riportati in tabella 1.

Il proestro ha una durata variabile trai 3 e i 16 giorni con una media di 9 giorni, nel quale si puo
riscontrare un livello elevato di estrogeni prodotti dai follicoli [38]; questi ormoni portano a
edema della vulva, perdite ematiche, alterazioni del comportamento come irrequietezza e
tentativi di monta. Inoltre anche I'ovaio aumenta di dimensioni in questa fase. Il valore medio
di estrogeni preovulatori & di 353 +140 pmol/L che poi raggiungono il valore di 35,2 +8,8 pmol/L
80 ore dopo il picco di LH preovulatorio. Il progesterone, presente in quantita ridotta, inizia ad
aumentare nelle ultime 48-72 ore del proestro secreto dai follicoli che si luteinizzano, per poi
superare i livelli basali (2,2 + 1 nmol/L) in concomitanza col calo di estrogeni. [39]. Inoltre in
guesta fase si puo assistere a una proliferazione di dotti e tubuli mammari, ispessimento e

allungamento delle corna uterine, edema della cervice, proliferazione dell’epitelio vaginale.

L’estro invece ha una durata media di 9 giorni e inizia con la prima accettazione del maschio;
I’edema vulvare & in diminuzione, lo scolo vulvare diventa giallo paglierino e terminano le
perdite ematiche. Il livello di estrogeni cala ulteriormente fino a raggiungere livelli inferiori ai 15
pg/ml. L'aumento di progesterone oltre i 5 ng/ml invece determina un picco preovulatorio di
ormone follicolo stimolante (FSH) e ormone luteinizzante (LH) da parte dell’ipofisi. L'ovulazione
avviene tra 24 e 72 ore dal picco di LH. Il numero di ovulazioni e correlato alla razza e avvengono
in un breve lasso di tempo (massimo 96 ore) e anche i follicoli che non vanno incontro a

deiescenza contengono ovocellule allo stesso stadio di maturazione.

A questa fase segue il diestro che ha una durata variabile: se I’'animale é rimasto gravido termina
al momento del parto cioe intorno ai 60 giorni, se 'animale non € rimasto gravido perdura per
tutta la fase luteinica e quindi per 10-20 giorni in piu, e in questa fase e possibile avere una
pseudogravidanza. La funzionalita del corpo luteo inizia ad esaurirsi intorno a 25-30 giorni dall’
ovulazione, mentre nella cagna gravida verso il 60° giorno. Il progesterone 20-30 giorni dopo

I’ovulazione ha un picco, poi rimane stazionario in una fase di plateau per 1-2 settimane per
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infine abbassarsi fino ai livelli basali determinando la fine del diestro, in concomitanza con un

aumento delle prostaglandine e della prolattina.

L'anestro & I'ultima fase del ciclo estrale, si protrae fino al proestro successivo. In questa fase si
hanno scariche di LH-FSH con la funzione di provocare ondate follicolari non in grado di produrre
strutture luteiniche; intanto I'utero va incontro a fenomeni di involuzione che comportano la
restitutio ad integrum in 120 giorni nella cagna ciclica e in 140 giorni dopo gravidanza. Durante
guesta fase sono presenti anche sporadiche scariche di LH che conducono ai due picchi di questo

ormone, il primo precede il proestro e il secondo coincide con I'ovulazione [37].

25-50 ng/ml
Progesterona

falls to 2Zng/mil
36-48 hrs

before whelping

/—\'{L
o
20 30 40 50 60 ©
Progesterone falls Whelping
DAYS to 1ng/mil at whelping

Figura 3:schema di Concannon & Roe; andamento ormonale nelle varie fasi del ciclo estrale della cagna

Tabella 2: andamento ormonale nelle fasi del ciclo estrale

Proestro Estro Diestro Anestro

Estrogeni t l
Ormone t picco
luteinizzante t preovulatorio 1
Progesterone "‘ l

Prolattina t termine

gravidanza
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Complesso Iperplasia Cistica Endometriale — Piometra

Durante la vita della cagna l'utero viene ciclicamente stimolato da cascate ormonali atte a

preparare 'ambiente ad una gravidanza e al successivo mantenimento della stessa.

Con l'avanzare dell’eta, pero, questa continua stimolazione della mucosa uterina puo portare
ad una alterazione della struttura della parete uterina. In particolare, prima I'endometrio va

incontro ad ispessimento-iperplasia, fino poi alla comparsa di cisti nei casi piu gravi.

Il grado di iperplasia cistica endometriale, schematizzato in tabella 2, puo essere determinato

secondo una scala a 4 gradi [40,41]:

- grado |: utero ecograficamente ispessito ed arrotondato, istologicamente iperplasia
endometriale senza endometrite e senza infiltrazione cellulare

- grado ll: ispessimento dell’utero < 3 cm di diametro, endometrio iperplastico con cisti
irregolari e con infiltrazione di plasmacellule

- grado llI: ispessimento dell’'utero > 7-8 cm di diametro con ispessimento anche delle
corna uterine, endometrio molto bozzellato con superficie irregolare e talvolta
ulcerazione dell’endometrio con infiltrazione di elementi cellulari polimorfonucleati

- grado IV: puo essere suddiviso a sua volta in due sottocategorie; grado A (cervice aperta)
con ispessimento dell’utero e delle corna < 3 cm di diametro, con endometrio fibrotico
e miometrio ipertrofico con presenza di cisti, endometrite cronica e talvolta metaplasia
squamosa dell’epitelio; grado B (cervice chiusa) ispessimento di grado variabile della
parete uterina tendenzialmente senza ispessimento delle corna uterine, spesso

endometrio e miometrio atrofici con presenza di cisti di dimensione variabile

La principale causa scatenante la patologia € il progesterone, che va ad impregnare I’'endometrio
uterino ad ogni ciclo estrale. In particolare, ad ogni ciclo estrale 'endometrio viene stimolato
dapprima dagli estrogeni che portano ad un feedback + nei confronti dei recettori per il
progesterone, aumentando come numero e come affinita per il progesterone. Successivamente
alla fase estrale avviene la fase diestrale, caratterizzata dal picco di progesterone. Questo picco
porta ad una eccessiva stimolazione e sensibilizzazione della mucosa uterina. Il progesterone
porta inoltre ad una riduzione delle difese immunitarie locali all’interno dell’utero (in quanto

I’embrione sarebbe per meta non-self), oltre che ad una minor presentazione antigenica ai
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neutrofili e ai macrofagi che quindi non vengono attivati, predisponendo all’evoluzione della

patologia, cioe la piometra.

La piometra e una patologia tipica della fase diestrale del ciclo, e si instaura successivamente ad
impianto batterico. In questo caso avviene la raccolta di materiale purulento all’'interno del lume
uterino. In particolare il batterio piu presente mei casi di piometra e E. coli, rilevato nel 65-90%

dei casi [42] seguito da Staphylococcus spp e Streptococcus spp.
La terapia di questa patologia puo essere medica o chirurgica.

Per quanto riguarda la terapia medica, sembrerebbe avere maggiore efficacia nei casi di
piometra aperta, quindi con il rilassamento della muscolatura cervicale. La terapia consiste in
iniezioni di aglepristone al dosaggio di 10 mg/kg/p.v. per via sottocutanea al giorno 1, giorno 2,
giorno 8 e poi ogni 8 giorni fino a completo svuotamento dell’utero. Nei casi complicati o con
cervice chiusa si puo associare cloprostenolo al dosaggio di 1-1.5 pg/kg/p.v. dal giorno 3 al
giorno 7. Indispensabile associare anche una terapia antibiotica mirata: eseguire un esame
colturale con antibiogramma per valutare il miglior antibiotico da utilizzare. In attesa dell’esito
dell’antibiogramma si possono utilizzare amoxicillina + acido clavulanico al dosaggio di 12.5 +

2.5 mg/kg/p.v. ogni 12 ore associato a marbofloxacina 2 mg/kg/p.v. ogni 24 ore.

La terapia chirurgica invece e sicuramente risolutiva, ma comporta la sterilizzazione del

soggetto.
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Tabella 3: stadiazione iperplasia cistica endometriale

Grado | Grado ll Grado lll Grado IV a Grado IVb
Ecografia Utero Ispessimento | Ispessimento | Ispessimento | Ispessimento
ispessito e uterino uterino uterino uterino
arrotondato <3cm >7-8cm <3cm, variabile,
anche corna cervice cervice
aperta chiusa
Istologia Iperplasia Iperplasia Iperplasia Fibrosi Atrofia
endometriale | endometriale | endometriale | endometrio | endometrio
, ho presenza di , superficie | e miometrio, | e miometrio,
endometrite, cistie bozzellata presenza di cisti di
no infiltrazione talvolta cisti, dimensione
infiltrazione | plasmacellul ulcerata, endometrite variabile
e infiltrazione cronica,
polimorfonuc | metaplasia
leati squamosa
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CAPITOLO 3: PRINCIPI DI CITOMETRIA A FLUSSO

Principi di funzionamento e applicazioni

La citometria a flusso & una tecnica molto utilizzata sia a livello diagnostico che di ricerca che
permette di caratterizzare le cellule sia a livello qualitativo che quantitativo, offrendo diversi
vantaggi, tra cui la riproducibilita, la rapidita, la semplicita, I'accuratezza di analisi e la
multiparametricita. Questa analisi permette di effettuare studi con elevata specificita su diversi
parametri cellulari morfologici - e non solo - come il volume, la complessita cellulare, il
contenuto di DNA, RNA, proteine e attivita enzimatica. Particolarmente interessante ¢ il suo
utilizzo nella determinazione dello stato di attivazione cellulare e della risposta immunitaria. La
citofluorimetria &, quindi, un’analisi multiparametrica e riproducibile che consente di analizzare
un elevato numero di cellule presenti in una sospensione che viene introdotta in un sistema
fluidico. | campioni di partenza possono essere sangue in toto, aspirato midollare, colture
cellulari, tessuti dissociati, nuclei, batteri, lieviti e parassiti.

La identificazione delle cellule o delle componenti cellulari che si stanno indagando avviene
grazie alla marcatura con fluorocromi che, una volta eccitati con un raggio laser a determinate
lunghezze d’onda (A), generano fluorescenza. Lo strumento atto alla lettura del campione é il
citofluorimetro, dotato di un alloggio che permette I'introduzione del campione, mentre il resto
dell’apparecchiatura non e visibile all’operatore (a causa della presenza del laser). O strumento
aspira la sospensione di cellule che si trovera scorrere in fila all’interno di un condotto chiamato
camera di flusso, permettendone cosi I'eccitazione delle cellule e quindi I’analisi una ad una. Si
tratta cioé di un’analisi dinamica di cellule che scorrono separatamente e in modo ordinato e,
guando il raggio laser incidente le colpisce, si crea un fascio di raggi dispersi in modo differente.
Questi segnali di luce diffusa sono legati prima di tutto alle caratteristiche fisiche e morfologiche
della cellula, per fenomeni di rifrazione, riflessione e diffrazione. In campioni marcati con
reagenti associati a fluorocromi, I’eccitazione dei fluorocromi ad una determinata lunghezza
d’onda da parte del laser causa il passaggio dei loro elettroni di valenza dallo stato fondamentale
allo stato eccitato, transizione dovuta all’acquisizione di energia elettromagnetica. Questa
configurazione elettronica & instabile, quindi gli elettroni tenderanno a tornare allo stato

fondamentale rilasciando I’energia assorbita. Il meccanismo di ritorno allo stato fondamentale
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€ misto: in un primo momento parte dell’energia viene persa sotto forma di calore (fenomeno
dovuto ad un rilassamento vibrazionale non radioattivo) e la restante parte di energia viene
rilasciata sotto forma di luce, ossia la fluorescenza (e la molecola stessa, in questo caso il
fluorocromo, che diventa sorgente di radiazione).

Il citofluorimetro alloggia un sistema complesso di lenti, filtri ottici (per permettere la selezione
di una particolare A o una banda di A), specchi, fotodiodi e fotomoltiplicatori che permettono di
raccogliere i segnali emessi dai fluorocromi e i segnali cellulari di luce diffusa per inviarli ai
rispettivi rivelatori e permetterne I'acquisizione sotto forma di dati digitali.

Un fotodiodo, per la rilevazione del Forward Scatter (FS), € posto frontalmente rispetto al raggio
laser e raccoglie le informazioni sulla dimensione cellulare contenute nella luce dispersa in
avanti. Mentre il secondo sensore, per la rilevazione del Side Scatter (SS) € posto a lato rispetto
al raggio, in modo ortogonale, e raccoglie la luce riflessa dalle cellule fornendo informazioni
relative alla complessita cellulare (dovuta a granulosita cellulare, rapporto nucleo/citoplasma e
irregolarita della superficie). | fotomoltiplicatori (posti in canali specifici, FL) si occupano invece
di raccogliere i segnali di fluorescenza, rilevando ognuno un colore, determinando cosi la
complessita del citofluorimetro che si utilizza, in quanto maggiore e il numero di
fotomoltiplicatori, tanto maggiore sara il numero di fluorocromi utilizzabili e rilevabili
contemporaneamente. Alcuni dei fluorocromi pit comunemente utilizzati sono: isotiocinato di
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), etidio bromuro (EtBr), ioduro di propidio (PI) e possono
essere impiegati non solo per marcare la superficie delle cellule, ma anche componenti
citoplasmatiche o nucleari come ad esempio organuli, proteine, acidi nucleici o ioni
citoplasmatici. | differenti fluorocromi emettono luce in uno specifico range di lunghezze
d’onda. Una rappresentazione schematica dello strumento utilizzato e riportata in figura 4.
Ogni fluorocromo e caratterizzato da uno spettro di eccitazione e da uno spettro di emissione,
in ognuno dei quali prevale una lunghezza d’onda massima, le quali prendono il nome
rispettivamente di picco di eccitazione e picco di emissione. Nell’utilizzo della citometria a flusso
€ necessario scegliere con cura i fluorocromi da utilizzare per ridurre al minimo la
sovrapposizione dei diversi spettri di emissione, anche se & presente un sistema di correzione
elettronica chiamato compensazione, il cui fine e quello di ridurre le sovrapposizioni di intensita
(le diverse lunghezze d’onda vengono comunque separate dai filtri ottici e specchi). Infine, un

sistema di rivelatori misura l'intensita dei segnali luminosi e la trasforma in un segnale elettrico
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indirizzato ad un programma di elaborazione di dati presente in un computer interfacciato al
citofluorimetro.

In questo studio I'approccio citofluorimetrico sfrutta I'interazione altamente specifica antigene-
anticorpo al fine di svolgere una immunofenotipizzazione di epitopi cellulari di superficie e
intracellulari. La tecnica permette grazie all'impiego di anticorpi specifici opportunamente
coniugati a fluorocromi di quantificare le cellule immunitarie in un determinato contesto
patologico a confronto con un quadro fisiologico e il loro stato di attivazione. In medicina, oltre
ad avere una frequente applicazione nell'immunologia, la citometria a flusso & spesso impiegata
in ematologia, farmacologia, diagnosi prenatale, oncologia (ad esempio per valutare il ciclo e
proliferazione cellulare). Pud essere anche utilizzata in altri campi come la microbiologia, la

proteomica, la biologia molecolare, vegetale e marina [43].
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Figura 4: Rappresentazione schematica del citofluorimetro FACSCalibur utilizzato in
questo studio (BD Biosciences®)

Rappresentazione dei dati

La rappresentazione dei dati e effettuata grazie ad un computer collegato al citofluorimetro,
che tramite uno specifico software provvede a tradurre i segnali ricevuti dai rivelatori in vari tipi
di rappresentazioni grafiche e alla loro visualizzazione sul monitor in tempo reale. Il grafico piu
semplice utilizzato per illustrare dati citofluorimetrici € I'istogramma, che riporta sull’asse delle
ascisse I'intensita di fluorescenza e sull’asse delle ordinate la quantita di cellule oggetto di studio

(eventi) acquisiti direttamente dal campione. All'interno di questi grafici & possibile evidenziare
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tramite cursori determinate aree per quantificarne gli eventi e per ogni picco & possibile

calcolare dati statistici (ad esempio valore medio, mediana, moda, deviazione standard, ecc.).

E possibile utilizzare anche rappresentazioni bidimensionali, che mettono in relazione due
parametri, ad esempio evidenziando due fluorocromi contemporaneamente, oppure Side
Scatter e Forward Scatter sui due assi. | grafici bidimensionali maggiormente impiegati sono: dot
plot e contour plot; nel primo i singoli eventi sono rappresentati da singoli punti, mentre nel
secondo vengono visualizzate aree aventi la stessa densita mediante linee. E inoltre possibile
utilizzare rappresentazioni dove I'intensita del colore & direttamente proporzionale alla densita
degli eventi. In particolare, il citogramma che mette in relazione i segnali FS e SS, permette di
distinguere le diverse tipologie di popolazioni cellulari (come, ad esempio, le popolazioni
linfocitarie) sulla base delle loro caratteristiche fisiche. In questi grafici € possibile effettuare
un’operazione chiamata gating, che attraverso la definizione di regioni (gates), permette di
delimitare ed evidenziare definite aree del citogramma che corrispondono a determinati
parametri caratterizzanti specifiche sottopopolazioni cellulari. Creando questi sottoinsiemi,
possono essere studiate singole sottopopolazioni cellulari all’interno di un campione complesso
sulla base della selezione di opportuni criteri, sfruttandone le potenzialita ad esempio in campo

immunologico ed ematologico.

Dapprima vengono quindi visualizzate le sottopopolazioni cellulari del campione e selezionata
qguella d’interesse mediante operazione di gating; in figura 5 si possono osservare tre
addensamenti cellulari, di cui quello selezionato ed evidenziato & costituito dai linfociti (a
sinistra), quello a maggior side scatter (SS) a fianco € costituito da monociti (destra), e quello

piu piccolo in basso e costituito da cellule morte o detriti cellulari.
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Figura 5: Selezione dei linfociti (gating) in citometria a flusso

Successivamente vengono visualizzate le sottopopolazioni linfocitarie presenti e selezionata

quella d’interesse. Nell’esempio sottostante (figura 6) vengono selezionati i linfociti CD4+.
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Figura 6: Selezione delle cellule CD4+ (gating)
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Come terza fase si selezionano le sottopopolazioni che rispondono alle positivita richieste. In

particolare, nell’esempio sottostante, nei linfociti CD4+ vengono selezionati i linfociti Treg,

positivi sia per FoxP3 che per CD25 (figura 7).
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Figura 7: Quantificazione delle cellule CD25+FOXP3+ nelle cellule CD4+ all’interno della sottopopolazione linfocitaria
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CAPITOLO 4: CONTRIBUTO SCIENTIFICO

4.1 Scopo del lavoro

Lo scopo del presente studio € quello di valutare le modificazioni percentuali che subiscono
alcune sottopopolazioni linfocitarie nel sangue periferico della cagna in seguito all’intervento di
sterilizzazione. | soggetti inclusi nello studio sono cagne di razze, eta e taglie differenti. Inoltre,
e stata eseguita anche una valutazione confrontando i soggetti sani con i soggetti in corso di
patologia uterina, in questi casi piometra. | prelievi ematici sono stati eseguiti a Ty (il giorno

dellintervento), T1 (due mesi dopo l'intervento) e T, (sei mesi dopo I'intervento).

Per la valutazione statistica dei dati ottenuti, sono stati suddivisi i soggetti in varie categorie

messe poi in rapporto tra di loro, come segue:

- la prima analisi comprendente tutti i soggetti inclusi nello studio (n=25)
- la seconda i soggetti sani e con patologia uterina (sani n=19, patologici n=6)
- la terza ha previsto la suddivisione dei soggetti in base all’eta (5 cagne appartenenti al

gruppo Junior, 15 al gruppo Adulti e 5 al gruppo Senior).

Gli uteri asportati sono stati analizzati mediante immunoistochimica per valutare le differenze
gualitative-quantitative delle sottopopolazioni linfocitarie residenti nell’endometrio,

esaminando le differenze tra soggetti sani e soggetti con patologia uterina.

| risultati ottenuti sono poi stati analizzati statisticamente per ricercare delle modificazioni

significative nelle sottopopolazioni esaminate.

4.2 Materiali e metodi

Per questo studio sono stati raccolti campioni di sangue e l'utero da 25 cagne (Canis lupus
familiaris) giunti presso I'Ospedale Veterinario Universitario Didattico (OVUD) del Dipartimento

di Scienze Medico Veterinarie dell’Universita di Parma nel periodo compreso tra il 2020 e il 2023.

Tutte le cagne incluse nello studio sono state sottoposte a intervento di ovarioisterectomia, sia
per chirurgia elettiva che per chirurgia in corso di patologia, in questi casi iperplasia cistica

endometriale (ICE) - piometra; tutte le cagne sono state sottoposte ad esami preoperatori di
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routine. Da tutte le cagne e stato prelevato anche un campione di sangue il giorno

dellintervento (Ty), dopo due mesi dall’intervento (T,) e dopo sei mesi dall’intervento (T,).

Criteri di inclusione

Come punto di partenza e stato fatto firmare ai proprietari dei soggetti da sottoporre a
intervento di ovarioisterectomia il consenso informato, in modo tale da assicurarsi di aver
spiegato correttamente la procedura da eseguire e i possibili rischi. In tale sede & stato spiegato
anche lo scopo del presente progetto e del dolore causato da un prelievo di sangue per cercare

di assicurarsi la collaborazione del proprietario.

| soggetti inclusi nello studio erano cagne di diverse razze o incroci (Meticci n=10, Lagotto
romagnolo n=2, Maltese n=2, Amstaff n=1, Australian cattle dog n=1, Breton n=1, Cocker spaniel
n=1, Jack Russell n=1, Jagdterrier n=1, Labrador n=1, Maltese n=1, Pastore maremmano-
abruzzese n=1, Schnauzer nano n=1, Shiba inu n=1), regolarmente vaccinate, che vivevano in un
ambiente domestico a stretto contatto con il proprietario; alimentate regolarmente con una

dieta commerciale specifica per la fase della vita del soggetto.

Il Body Condition Score (BCS) dei soggetti inclusi era compreso tra 4 e 5 in accordo con le linee

guida fornite dalla World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) [44].

Il piano vaccinale doveva essere certificato da cartella clinica elettronica o da libretto sanitario
cartaceo, ed essere trascorse almeno tre settimane dall’ultima vaccinazione. Il piano vaccinale
doveva essere conforme alle linee guida fornite dalla American Animal Hospital Association

(AAHA) [45].

Nei due mesi precedenti ciascun prelievo ematico soggetti non dovevano aver ricevuto
trattamenti farmacologici (ad eccezione di trattamenti antiparassitari), non dovevano essere

stati sottoposti a radiografie o tomografie computerizzate (TC), traumi o fattori stressanti.
Endo- ed ecto-parassiti devono essere assenti, valutati tramite esame clinico e esame delle feci.

| soggetti potevano presentare patologie parodontali rientranti nelle classi 1-3 di una scala a 4

punti [46] ed essere esenti da patologia articolari ad esclusione di artrosi nei soggetti piu anziani.
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| pazienti inclusi nello studio erano sia cagne sterilizzate per intervento di routine che sterilizzate

a causa di processi patologici (ICE o piometra, n=6).

Criteri di esclusione

| soggetti che svolgevano meno di due ore di attivita al giorno non vivevano a stretto contatto

con il proprietario o con BCS diverso dall’optimum erano esclusi.
Sono stati esclusi dallo studio i soggetti:

- non correttamente vaccinati o non correttamente trattati con antiparassitari, o che
erano sottoposti a radiazioni ionizzanti o a traumi
- affetti da patologie periodontali di grado 4 e da patologie inflammatorie o ulcerative a

livello buccale.

Alcuni soggetti inizialmente inclusi nello studio, successivamente sono stati esclusi sia perché,
nel tempo, poteva emergere un criterio di esclusione, che per mancata compliance del

proprietario per I'esecuzione dei successivi prelievi ematici.

Classificazione per eta

| soggetti presi in esame sono stati suddivisi in classi di eta, secondo lo schema recentemente

proposto da Harvey [47]:

- soggetti di eta di 1 anno sono stati inseriti nella classe Junior (J)

- soggetti di eta compresa tra 2 e 6 anni nella classe Adulti (A); media 3,47 + 1,5 anni,
mediana 3,5 anni

- soggetti di eta >7 anni sono stati inseriti nella classe Senior (S); media 11,2 + 2,05 anni,

mediana 12

Prelievo e Preparazione Dei Campioni

Intervento Chirurgico

Tutte le cagne incluse nel presente studio sono state sottoposte a intervento di

ovarioisterectomia, previa firma del consenso informato da parte del proprietario.
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Tutti i soggetti sono stati sottoposti a visita clinica e prelievo ematico per |'esecuzione degli
esami emato-biochimici di base prima di essere sottoposti ad anestesia generale e ad intervento

chirurgico.

A tutti i soggetti & stato inserito un catetere endovenoso di misura adeguata, per la
somministrazione della terapia perioperatoria e dei farmaci anestesiologici; il protocollo
anestesiologico ha previsto un’associazione di metadone (0,2 mg/kg; Semfortan®, Eurovet
Animal Health B.V., Dechra Veterinary Products) e dexmedetomidina (2 pg/kg, Dexdomitor”,
Vétoquinol Italia S.r.l.). Una volta raggiunto |’effetto sedativo desiderato, a tutte le cagne e stato
iniettato antibiotico (cefazolina 25 mg/kg, Cefazolina Teva, Teva Italia S.r.l.) per via endovenosa
lenta e antinfiammatorio (robenacoxib, 2 mg/kg, Onsior®, Elanco Italia S.p.A.) per via
sottocutanea. Entrambi i farmaci sono stati iniettati circa 30 minuti prima dell’inizio
dell’intervento chirurgico. Successivamente tutti i cani sono stati indotti con propofol (4 mg/kg,
Proposure®, Boehringer Ingelheim Animal Health Italia S.p.A.) e intubati con tubo orotracheale
di dimensione adatta al diametro tracheale. Dopo accurata tricotomia e disinfezione della zona
compresa tra la regione xifoidea, I’arcata costale e il pube, gli animali sono stati sottoposti ad
intervento di ovarioisterectomia. Dopo esteriorizzazione dei peduncoli ovarici & stata eseguita
una doppia legatura sul legamento ovarico per bloccare il flusso sanguigno dall’arteria ovarica
prima di attuare la resezione del peduncolo. Successivamente € stata eseguita una doppia
legatura a livello di cervice, quindi rimossi utero e ovaie in toto I'intervento e proseguito con la
sutura per piani. Al termine dell’intervento a tutti gli animali € stata somministrata per via
endovenosa buprenorfina al dosaggio di 15 pg/kg (Bupaq®, Richter Pharma AG) con effetto

antidolorifico.

Alla ricomparsa dei riflessi palpebrale e di deglutizione agli animali & stato rimosso il tubo
tracheale. Dopo il risveglio i soggetti sono stati dimessi con terapia post-operatoria di routine
(amoxicillina + acido clavulanico 12,5 mg/kg + 2,5 mg/kg ogni 12 ore per 7 giorni; meloxicam 0,2
mg/kg il primo giorno e 0,1 mg/kg per i due giorni successivi). A tutti i proprietari & stato
consigliato di tenere I’'animale con il collare di Elisabetta o un body post-chirurgico per evitare il
leccamento della ferita chirurgica. Dopo 10 giorni dall’intervento tutti i cani sono tornati presso
la struttura per una visita di controllo post-operatoria e la rimozione dei punti di sutura,

constatando outcome positivo di tutti gli interventi chirurgici.
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La diagnosi di patologia, in questi casi piometra, e stata eseguita mediante:

- esame clinico: scolo vulvare, fase estrale (patologia prettamente della fase diestrale)

- esame emocromocitometrico: innalzamento dei globuli bianchi oltre il limite superiore
di riferimento

- ecografia: raccolta di materiale anecogeno/ipoecogeno con corpuscoli in sospensione

all’interno del lume uterino
Processazione dei Campioni Uterini

Allestimento dei campioni

Sono stati esaminati uteri, sia patologici che non, al fine della scelta della porzione di utero da
esaminare, ciascun corno uterino e stato suddiviso in tre porzioni ed e stato considerato il terzo
prossimale rispetto all’ovaio. | campioni di utero da sottoporre ad indagini sono stati prelevati
e sezionati ad uno spessore di circa 1 cm. Successivamente sono stati immersi in OCT (Killik,
Biooptica) e congelati in isopentano preraffreddato in azoto liquido in apposite cassette.
Successivamente i blocchetti congelati sono stati sezionati a 5 micron di spessore su vetrini

Superfrost poli-lisinati carichi positivamente e le sezioni fissate in acetone.

Protocollo colorazione immunoistochimica

| campioni sono stati sottoposti a protocollo di colorazione immunoistochimica ABC secondo
guanto segue.

L’enzima perossidasi presente nelle cellule, che potrebbe dare una reazione aspecifica e stato
inibito immergendo i campioni in una soluzione di perossido di idrogeno al 0,6% in PBS
(phosphate bufferd saline) per circa 15 minuti.

Il passaggio successivo prevede I'incubazione con un siero aspecifico per saturare i siti di legame
aspecifici per I'anticorpo primario per 20 minuti a temperatura ambiente.

Incubazione con anticorpo primario avviene a temperatura ambiente per circa 60 minuti, ad
eccezione del FoxP3 (T regolatori) che resta overnight.

Successivamente si procede all'incubazione con I'anticorpo secondario, che si leghera alla
frazione Fc dell’anticorpo primario; gli anticorpi secondari diluiti 1:200 (tabella 3) vengono

distribuiti sui vetrini posizionati nella camera umida e si lasciano in incubazione per circa 30
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minuti. Al termine dell’incubazione dopo i lavaggi in PBS 1X si procede all'Incubazione con ABC
(avidin-biotin-complex).

A fine incubazione dopo i lavaggi in PBS 1X si procede alla colorazione con DAB rossa (3,3-
diaminodenzidina tetraidrocloruro, Vector NovaRED di Vector Laboratories) per poter rendere
visibile al microscopio ottico il legame antigene-anticorpo: I'enzima catalizza I'ossidazione del
substrato determinando la formazione di un prodotto finale colorato. Lo sviluppo colorimetrico
ottimale e determinato dallo sperimentatore.

| campioni sono stati poi controcolorati con ematossilina, montati con coprioggetto in montante
acquoso (“aqueous Mount”, ditta Zytomed systems) e osservati al microscopio ottico Nikon
Eclipse EBOO utilizzando gli ingrandimenti 4X, 10X, 20X, 40X: I'osservazione di spot specifici di

colore rosso nel vetrino indica la presenza dell’antigene di interesse nel campione.

Per la valutazione quantitativa delle popolazioni in esame sono stati valutati campi ottici ad un
ingrandimento 20x. Per ogni campione correttamente conservato e preparato sono stati

esaminati 4-5 campi ottici per ottenere una media significativa per 'esame in oggetto.

| risultati ottenuti sono riportati nella sezione Appendice, figure 12-13-14.
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Tabella 4: Pannello anticorpale per la ricerca immunoistochimica.

Target antigen | Dettagli Blocking serum Diluizione Anticorpo secondario
anticorpo/clone primario (1:200)

CcD3 Monoclonal BSA 1%+normal | 1:100 Biotinylated goat anti
mouse anti- | goat serum 10% mouse IgG (BA-9200-
human, IgG1, Vector Labs)

F7.2.38

CD20 Polyclonal BSA 1%+normal | 1:100 biotinylated rabbit anti-
rabbit anti- | goat serum 10% goat 1gG  (BA-5000-
human, IgG, Vector Labs)

RRID:
AB_10980806

CD4 Monoclonal BSA  1%+normal | 1:50 Biotinylated goat anti
mouse anti- | goat serum 10% mouse I1gG (BA-9200-
dog, IgG1, Vector Labs)

CA13.1E4

CD8 Monoclonal BSA  1%+normal | 1:50 Biotinylated goat anti
mouse anti- | goat serum 10% mouse I1gG (BA-9200-
dog, IgG1, Vector Labs)

YCATES5.9

Tyd Monoclonal BSA  1%+normal | 1:10 Biotinylated goat anti
mouse anti- | goat serum 10% mouse IgG (BA-9200-
dog, IgG2a, Vector Labs)

CA208H1

T-regolatori Monoclonal rat | BSA  1%+normal | 1:200 biotinylated rabbit anti-

anti-mouse, rabbit serum 10% goat 1gG  (BA-5000-

lgG2 FoxP3 FJK-
16s

Vector Labs)
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Raccolta Dei Campioni Ematici

A tutte le cagne il giorno dell’intervento e stato eseguito un prelievo ematico pre-operatorio di
3 ml in provette con EDTA (indicato come Ty) + 1 ml di sangue in EDTA per lI'esame

emocromocitometrico.

Isolamento delle cellule mononucleate da sangue periferico (PBMC) e calcolo della

concentrazione cellulare

Le cellule mononucleate nel sangue periferico (peripheral blood mononuclear cells, PBMC),
contenenti primariamente linfociti e monociti, sono state separate dalle altre sottopopolazioni
cellulari (cellule polimorfonucleate ed eritrociti) e isolate mediante gradiente di densita con
soluzione Histopaque-1.077° (Sigma). Nello specifico, il volume dei prelievi di sangue di cane
prelevato in anticoagulante (K3-EDTA) e stato stratificato lentamente sopra un ugual volume di
soluzione Histopaque-1.077" e quindi sottoposto a centrifugazione per 30 minuti a 400 xg.
Durante la centrifugazione, si crea un gradiente di densita che permette di separare le varie
componenti cellulari e non cellulari in diverse fasi corrispondenti a una specifica densita, e

qguindi separare le PBMC dalle altre sottopopolazioni.

Dopo la centrifugazione, le cellule mononucleate (dette nel complesso buffy coat) sono state
prelevate con pipetta pasteur e sottoposte a 2 lavaggi in soluzione PBS (phosphate buffer saline)
+ 1 % FBS (fetal bovine serum) (Gibco), preventivamente inattivato con calore (in., 65°C per 30’),

con centrifugazione per 5 minuti a 400 xg.

| campioni cellulari sono stati quindi congelati a -80°C in provette specifiche per il congelamento
(cryovials) all’interno di dispositivi appositi detti Mr. Frosty® (Sigma; il dispositivo permette un
congelamento graduale con un gradiente di 1°C/minuto in modo da minimizzare gli effetti
negativi del congelamento sulla vitalita cellulare) in terreno di congelamento completo (cRPMI)
a base di terreno RPMI-1640 + 10% FBS in. e supplementato con 1% penicillina/streptomicina,
1% amfotericina B (fungizone), 1% glutammina, 1% amminoacidi non essenziali (Sigma), a cui &
stato aggiunto il 40% di FBS in. e il 10% di DMSO (dimetilsulfossido) come criopreservante. Entro
48 ore, i campioni sono stati trasferiti in azoto liquido (fluido criogenico a circa -196°C) per una

conservazione per medio-lungo periodo ad alta vitalita cellulare.
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Quando si & proceduto con I'analisi in citofluorimetria a flusso, i campioni sono stati dapprima
scongelati rapidamente trasferendo le cryovials dall’azoto liquido in bagno termostatato a 37°C
in modo da minimizzare gli effetti negativi sulla vitalita cellulare. Le cellule sono state sottoposte
a due lavaggi in cRPMI aggiunto lentamente (per eliminare il DMSQO), risospese nello stesso
terreno, e contate con microscopio ottico in camera di Blrker con soluzione 0.4% Trypan blue
(Sigma). Utilizzando questa soluzione, vengono contate le cellule vive che escludono il colorante,
mentre le cellule morte o in fase di morte (apoptosi o necrosi) si colorano di blu. Nei campioni

in esame, la vitalita e risultata sempre maggiore del 95%.

Effettuate 3 conte per ciascun campione nei quadranti della camera di Biirker, si & calcolata la
concentrazione cellulare del campione moltiplicando la media delle 3 conte x 2 (fattore di
diluizione 1/2; 30 pl di cellule + 30 ul di Trypan blue) x 10.000 [fattore di conversione della
camera di Biirker per rapportare la conta da 0.1 pl (equivalente a 0.1 mm? del volume di conta
nella camera) a 1 ml di sospensione cellulare], ottenendo quindi la concentrazione cellulare del
campione, ossia il numero di cellule per ml di sospensione. Moltiplicando la concentrazione per
il volume totale in cui sono state risospese le cellule si ottiene la quantita totale delle cellule

recuperate dopo l'isolamento e a seguito di congelamento/scongelamento.

Marcatura

Colorazione diretta per antigeni di superficie, tubi 1 e 2:

aggiungere direttamente ai tubi 1 e 2 le MIX corrispondenti, vortexare ed incubare a 4° C per
20 minuti al buio

aggiungere 2 mL di cell wash e fare un lavaggio a freddo 400g per 5 minuti

decantare, vortexare e risospendere il pellet con 50 ulL di cell wash

conservare i tubi a freddo fino al momento dell’acquisizione
Colorazione indiretta per gamma/delta tubo 3:

aggiungere direttamente al tubo n.3 10 uL di Y& unlabelled, vortexare ed incubare a 4° C per
20 minuti al buio

aggiungere 2 mL di cell wash e fare un lavaggio a freddo 400g per 5 minuti

decantare, vortexare ed aggiungere 5ul dell’anticorpo secondario GaM, vortexare ed

incubare a 4° C per 20 minuti al buio
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aggiungere 2 mL di cell wash e fare un lavaggio a freddo 400g per 5 minuti

decantare, vortexare ed aggiungere 50uL di cell wash al 10% di mouse serum (per saturare i
siti di legame del GaM), incubare 10 minutia 4° C

aggiungere direttamente senza lavare 5ul di CD3

vortexare ed incubare a 4° C per 20 minuti

aggiungere 2 mL di cell wash e fare un lavaggio a freddo 400g per 5 minuti

decantare, vortexare e risospendere il pellet con 50 ulL di cell wash

conservare i tubi a freddo fino al momento dell’acquisizione
Preparazione MIX per 10+1 tubi:

MIX tubo 1= Cell wash 20ul x11 220ul

CDS8 FITC 2ulx11 22ul
CD4 PE-CY5.5 1ulx11 11ul
Totale= 253ul/11tubi 23ul/tubo

MIX tubo 2= Cell wash 20ul x11 220ul
CD3 FITC 5ulx11 55ul
CD21 PE 3ulx11 33ul
Totale= 275/11tubi 28ul/tubo

Analisi dei linfociti T regolatori (Treg) con citofluorimetro a flusso

Per I'analisi in citofluorimetria a flusso dei linfociti T regolatori (Treg) € stato ottimizzato un
protocollo di marcatura dei marcatori di superficie CD4 e CD25, e del marcatore intracellulare
FoxP3 (fattore di trascrizione). La tripla positivita CD4+CD25+FoxP3+ permette di identificare e

guantificare la percentuale di Treg del campione.

Prima di procedere alla marcatura, il volume contente 500.000 cellule in cRPMI & stato prelevato
da ogni campione e aggiunto in provette da citometria. Le cellule sono state sottoposte a un

lavaggio con 1 ml di PBS + 1% FBS in. freddo e centrifugate a 400 xg per 5 minuti.

Campioni di cellule non marcate sono stati utilizzati come controlli negativi.
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Il seguente protocollo e stato utilizzato per la marcatura dei Treg:

e Marcare con 5 pl di anticorpo anti-dog-CD4-AlexaFluor-647 (canale di fluorescenza FL4,
laser rosso) 1/10 e 5 pl di anti-dog-CD25-FITC (FL1, laser blu) 1/5 per 30 min. a 4°C al buio

e Lavare con 2 mldi PBS + 1% FBS in. freddo e centrifugare a 400 xg per 5 minuti

e Risospendere le cellule con vortex a bassa velocita, quindi aggiungere 1 ml di soluzione
di fissazione Fixation/Permeabilization 1/4 in soluzione Diluent (4x, kit eBioscience)
preparata al momento (non conservare per pit di 1 giorno), e agitare con vortex

e Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente (T.A.) al buio (la metodica puod essere

interrotta e i campioni mantenuti fissati a 4°C fino al giorno successivo)

e Lavare con 2 ml di soluzione di permeabilizzazione Permeabilization Buffer 1/10 in acqua
distillata (10x, kit eBioscience, filtrato 0.45 um) e centrifugare a 400 xg per 5 minuti

e Lavare con 1 ml di Permeabilization Buffer 1/10 in acqua distillata e centrifugare a 400
Xg per 5 minuti

e Risospendere le cellule con vortex e incubare con 5 pl di anticorpo anti-mouse/rat-FoxP3-
PE (FL2, laser blu) 1/4 per 40 minuti a T.A. al buio

e Lavare con 2 ml di Permeabilization Buffer 1/10 in acqua distillata e centrifugare a 400
Xg per 5 minuti

e Lavare con 1 ml di Permeabilization Buffer 1/10 in acqua distillata e centrifugare a 400
Xg per 5 minuti

e Risospendere le cellule in 300 pl di PBS + 1% FBS in.

e Acquisire il campione al citofluorimetro: gating (selezione della sottopopolazione di
interesse) nel grafico degli scatter [Forward Scatter (FSC) vs. Side Scatter (SSC); parametri
fisici di dispersione della luce) sui linfociti (basso SSC: side scatter)]

lettura di almeno 100.000 eventi nel gate, flusso del campione: medio o alto

L’analisi & stata effettuata con citofluorimetro a flusso a doppio laser (blu-rosso) Cytomics FC500

e programma CXP (Beckman Coulter).
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Tabella 5: Marcatura per I'analisi citofluorimetrica.

mAb Formato Ditta Cat. Clone Isotipo
Mouse anti- | R-PE BIO-RAD MCA1781PE CA2.1D6 IgG1l
canine CD21
Mouse anti- | FITC BIO-RAD MCA1774F CA17.2A12 IgG1
dog CD3
Anti-Y6 Leukocyte CS20.8H1 lgG2a
Antigen
Biology Lab
Goat anti- PerCPCy5.5 BioLegend 405314 Poly4053 Goat
mouse polyclonal
IgG
Mouse anti- | AlexaFluor- BIO-RAD MCA1038PE YKIX302.9 IgG2a
dog CD4 647°
Rat anti- FITC BIO-RAD MCA1039F YCATES5.9 IgG1l
canine CD8
anti-dog-CD4 | PE BIO-RAD MCA1038A647 | YKIX302.9 IgG2a
Mouse anti- | FITC BIO-RAD MCA5916F P4A10 IgG1l
dog-CD25
anti- PE eBioscience | 12-5773-80B FJK-16s IgG2akK
mouse/rat-
FoxP3
FoxP3 PE eBioscience | 72-5775-40 FIK-16s IgG2akK
Staining Set
PE

In tabella 5 sono indicati i valori medi delle popolazioni analizzate.

| risultati completi ottenuti sono riportati nella sezione Appendice, figure 8-9-11.
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Tabella 6: Valori medi ottenuti + deviazione standard. SCP = senza considerare patologia, tutti i campioni; SAN-PAT= divisione
soggetti sani e soggetti con patologia; ETA: divisione dei soggetti per classi di eta

TO+ds 46,84 66,55 * 39,77+ 2233+ 2,02+ 2,07% 2,7+ 16,8 +

21,05 7,43 7,29 7,08 0,85 0,84 2,5 6,1

Tl +ds 57,75 69,15 ¢ 39,09+ 25,64 £ 1,68 + 1,74 + 281+ 1592+
16,17 9,89 6,16 7,71 0,66 0,78 3,38 7,31

T2+ds 65,87t 73,74 = 38,79 = 31,3+ 145+ 142+ 3,79+ 10,88+
8,5 3,98 8,88 12,25 0,65 0,98 5,07 2,77

TOsano 52,46 £ 67,85 % 41,86 21,3+ 2,19+ 2,25+ 297+ 16,67 %
tds 19,39 7,09 4,14 7,06 0,78 0,9 2,94 6,09

T1lsano 59,47 + 69,06 + 40,05 + 24,16 + 1,81+ 1,84 + 2,8+ 16,15 +
tds 15,06 10,77 6,43 7,41 0,66 0,78 3,76 7,44

T2sano 67,92+ 728+34 4192+ 27,35 1,63 1,59 + 3,95+ 11,82+
tds 7,19 3,5 6,99 +0,49 0,95 5,53 1,39

TOpat+ 31,83 % 63,1+ 34,2 + 2508+ 156+ 162+ 199+ 17,15%
ds 19,03 7,85 10,97 6,98 0,93 0,46 0,72 6,67

Tlpat + 50,3 £2 69,53 34,97 £ 32,03+ 1,13+ 1,29 + 2,8+ 14,97 +
ds 2,32 6,12 2,41 6,41 0,29 0,79 0,79 8,19
T2pat + 53,6 79,4 20 55 0,36 0,39 2,8 5,3

ds

TOJ+ds 51,23+2 64,23+ 41,3 + 172+ 2,43+ 206+ 327+ 1923+
4,96 3,41 2,96 1,7 0,38 0,79 2,14 7,64

Tll+ds 53,22+ 62,75+ 39,43+3 20,22+ 2,07% 2,3+ 1,37+ 22,95+
20,06 8,49 5,68 0,63 0,86 0,65 5,04
T2) £ ds 56,2 68,8 38,5 26 1,48 0,87 3,4 13,5

TOA+ds 51,52+ 67,71 £ 40,66 + 22,73+ 2,04+ 2,22 + 289+ 17,04+
18,94 8,11 6,56 7,45 0,89 0,95 3,03 6,72

Tl1A+ds 63,01 71,28 £ 399+ 25,86+ 1,67t 1,61+ 3,47+ 14,24 +
12,2 10,42 7,32 7,25 0,64 0,66 4,17 6,94

T2A+ds 70,26+ 73,6 42,6 £ 27,62+ 1,66+ 1,74 + 406+ 11,48+
4,84 3,11 3,44 7,79 0,54 0,99 6,18 1,25

TOS+ds 31,08+ 64,72 £ 36,36 £ 24,3 1,71 + 1,67 = 1,84+ 14,66%
21,18 7,57 10,75 7,5 0,96 0,49 0,7 3,02

Ti1S+ds 40,05+ 71,3 £ 344 + 3535+ 0,98+ 1,27 + 2,35+ 10,3 +
20,5 7,49 3,11 4,03 0,2 1,12 0,21 1,84
T2S £ ds 53,6 79,4 20 55 0,36 0,39 2,8 5,3
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4.3 RISULTATI

Come gia descritto nella sezione “Materiali e Metodi” per questo studio sono stati presi in
considerazione campioni ematici e uterini di 25 cagne sottoposte a intervento di

ovarioisterectomia.

Esame citofluorimetrico su sangue periferico

Le analisi dei dati ottenuti mediante citofluorimetria su sangue sono state eseguite su tre livelli:
in prima istanza sono stati valutati i risultati ottenuti senza considerare patologie oppure eta dei
soggetti (totale 25 campioni), in seconda istanza dividendo i soggetti in sani e patologici (19 casi
sani, 6 casi patologici) mentre in ultimo suddividendo i soggetti in base all’eta secondo lo schema

proposto da Harvey [47] (5 cagne appartenenti al gruppo J, 15 al gruppo A e 5 al gruppo S).

Nel corso della prima serie di analisi sono state individuate differenze statisticamente
significative a carico di %linfociti/PBMC (peripheral blood mononuclear cells), cellule CD3+, CD8+

e CD20+.

Il rapporto dei linfociti rispetto al totale delle PBMC tende ad aumentare dopo l'intervento di
sterilizzazione, in particolare in maniera statisticamente significativa tra To e T, (p=0,028). | dati

sono rappresentati nel grafico 1.
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Grafico 1: Valori % linfociti/PBMC a TO e T2, senza considerare patologia o eta.
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Per quanto riguarda le cellule CD3+, questa sottopopolazione cellulare mostra la tendenza ad
aumentare con il passare del tempo dall'intervento di ovarioisterectomia in maniera

statisticamente significativa (p=0,022) tra T e T,. | dati sono rappresentati nel grafico 2.
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Grafico 2: Valori cellule CD3+ a TO e T2, senza considerare patologia o eta.

La sottopopolazione CD8+ (grafico 3) mostra anch’essa la tendenza ad aumentare dopo

I'intervento di ovarioisterectomia, in maniera statisticamente significativa (p=0,022) tra To e T,.
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Grafico 3
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Grafico 3: Valori delle cellule CD8+ a TO e T2, senza considerare patologia o eta.

Per quanto riguarda la sottopopolazione CD21+ (grafico 4), invece, questa mostra la tendenza a

diminuire dopo la sterilizzazione con un valore di p=0,02 traTo e T,.
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Grafico 4: Valori cellule CD21+ a TO e T2, senza considerare patologia o eta.

Nel corso della seconda serie di analisi, quelle effettuate dividendo i soggetti nei due gruppi sani
e patologici, i parametri risultati con un andamento statisticamente significativo sono il rapporto

%linfociti/PBMC e le cellule CD4+.
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Il rapporto %linfociti/PBMC tende ad essere inferiore nei soggetti in corso di patologia rispetto

ai soggetti sani, con un valore di p=0,037 (grafico 5).
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Grafico 5: Valori % linfociti/PMBC, TO in soggetti sani e con patologia.

Per quanto riguarda le cellule CD4+, questa sottopopolazione si dimostra piu presente a Ty nei

soggetti sani rispetto ai pazienti con patologia con un valore di p=0,02 (grafico 6).
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Grafico 6: Valori cellule CD4+, TO in soggetti sani e con patologia.
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Suddividendo invece i pazienti in base all’eta, sono stati riscontrati valori statisticamente

significativi a carico della %linfociti/PBMC e delle sottopopolazioni CD8+ e CD21+.

In particolare, per quanto riguarda il rapporto %linfociti/PBMC, questo mostra una tendenza

all’laumento nei soggetti della classe A tra Ty e T, (p=0,046; grafico 7).
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Grafico 7: Valori % linfociti/PBMC, confronto TO e T2 nella categoria A (adulti).

Per quanto riguarda i linfociti CD8+ (grafico 8), questa sottopopolazione cellulare si & mostrata

piu presente a T, nella categoria S rispetto alla categoria J con un valore di p=0,03.
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Grafico 8: Valori cellule CD8+ a T1 nei soggetti della categoria J (junior) e S (senior).
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La sottopopolazione CD20+ invece ha mostrato due distinti valori statisticamente significativi: il
primo (grafico 9) riguarda la presenza di linfociti CD20+ a T; paragonando le popolazioni J e A
con un valore inferiore nei soggetti appartenenti alla categoria A (p=0,04); il secondo (grafico
10) invece mostra un valore inferiore a T, nei soggetti appartenenti alla categoria S rispetto alla

categoria J (p=0,03).
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Grafico 9: Valori cellule CD20+ a T1 nei soggetti della categoria J (junior) e A (senior).
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Grafico 10: Valori cellule CD20+ a T1 nei soggetti J (junior) e S (senior).
Per tutte le altre sottopopolazioni prese in esame non sono state riscontrate differenze

statisticamente significative nelle tre fasi di analisi dei dati.
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Immunoistochimica

Con I'analisi immunoistochimica si & ricercata la presenza delle stesse sottopopolazioni
linfocitarie ricercate tramite citofluorimetria su sangue all’interno dell’endometrio, facendo poi
un paragone tra uteri sani e uteri con patologia. Tutti gli uteri patologici erano in corso di

piometra.

Dalle analisi eseguite sono stati ritrovati valori statisticamente significativi a carico delle cellule

CD3+, CD8+ e CD20+.

Per quanto riguarda la sottopopolazione CD3+, questa linea cellulare si € mostrata piu presente
in maniera statisticamente significativa (p=0,026) negli uteri patologici rispetto agli uteri sani

(grafico 11).
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Grafico 11: Valori cellule CD3+ residenti negli uteri, confronto tra sano e patologico.
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Allo stesso modo, i linfociti CD8+ (grafico 12) sono stati ritrovati piu rappresentati all'interno

dell’endometrio degli uteri patologici rispetto agli uteri sani (p=0,036).
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Grafico 12: Valori cellule CD8+ residenti negli uteri, confronto tra sano e patologico.

Riguardo invece i linfociti CD20+ (grafico 13), anche questa sottopopolazione cellulare si e

mostrata piu presente negli uteri patologici rispetto agli uteri sani, con un valore di p=0,007.
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Grafico 13:Valori cellule CD20+ residenti negli uteri, confronto tra sano e patologico.
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4.4 DISCUSSIONE

L’obiettivo di questo studio & stato quello di valutare 'andamento delle sottopopolazioni
linfocitarie nel sangue periferico di cagne sottoposte ad intervento di ovarioisterectomia;
inoltre, come secondo obiettivo si & ricercata la presenza di sottopopolazioni linfocitarie
residenti nella mucosa uterina sia in stati fisiologici che in stati patologici andando poi a fare un

paragone tra le due classi di soggetti.

Esame citofluorimetrico su sangue periferico

La letteratura non e sempre concorde sulle modificazioni a cui vanno incontro alcune
sottopopolazioni linfocitarie, in quanto un’influenza puo essere data anche dalla razza, dell’eta

e dal sesso dei soggetti analizzati.

In questo studio si € deciso di confrontare I'andamento di alcune sottopopolazioni linfocitarie
dopo l'intervento di ovarioisterectomia. Come descritto nella sezione “Risultati”, le analisi
citofluorimetriche sul sangue periferico sono state suddivise in tre passaggi: un primo passaggio
dove sono stati inclusi tutti i soggetti (n° 25) partecipanti allo studio senza considerare eta o
patologia; una seconda fase di analisi € stata eseguita suddividendo i soggetti in due classi,
rispettivamente sani (19 soggetti) e patologici (6 soggetti); in terza istanza i soggetti sono stati
suddivisi in base all’eta, ottenendo le classi Junior (5 soggetti), Adulti (15 soggetti) e Senior (5

soggetti).

| risultati ottenuti dalla prima analisi mostrano alterazioni statisticamente significative a carico

di alcune sottopopolazioni linfocitarie.

In particolare, la %linfociti/PBMC mostra la tendenza ad aumentare soprattutto a T, dopo
I'intervento di sterilizzazione. Questo dato e in disaccordo con quanto riportato da Watabe et
al. [28], dove si & dimostrata una tendenziale riduzione di questa sottopopolazione con
I’avanzare dell’eta, benché sei mesi siano un breve periodo di tempo da valutare. | linfociti T
CD3+ hanno mostrato un tendenziale aumento dopo l'intervento di ovarioisterectomia
soprattutto a T,. La letteratura non ha trovato un effettivo consenso per quanto riguarda le
modificazioni a cui questa popolazione va incontro con |'avanzare dell’eta, in quanto in alcuni
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studi viene riportata una riduzione di questa sottopopolazione con I'avanzare dell’eta del
soggetto [22, 26], altri autori non riportano nessuna differenza statisticamente significativa [28],
mentre altri autori riportano un aumento della stessa sottopopolazione [21, 23]. Il presente
studio si trova in accordo con questi ultimi autori, benché un periodo di sei mesi possa essere

considerato un lasso di tempo breve per I'invecchiamento del soggetto.

| linfociti T CD8+ hanno mostrato anch’essi una tendenza ad aumentare a T, dopo la
sterilizzazione. Questo dato & in accordo con la letteratura presente, in quanto con I'avanzare

dell’eta si assiste a un aumento di questa sottopopolazione [24, 28].

Al contrario, la sottopopolazione di linfociti CD21+, contenente i linfociti B, va incontro ad una
riduzione a T, in maniera statisticamente significativa. Anche questo dato & concorde con la

letteratura [23,26,28].

In seconda istanza i soggetti sono stati suddivisi nelle due categorie sani e patologici. Da queste
analisi si € ottenuto che la conta percentuale dei linfociti rispetto al totale delle PBMC tende ad
essere inferiore nei soggetti con patologia rispetto ai soggetti sani. Questo dato e in disaccordo
con quanto riportato da Paudel et al. [48] i quali descrivono una linfocitosi marcata in corso di
piometra chiusa rispetto alla piometra aperta, ma comunque portando valori oltre il limite
superiore dell’intervallo di riferimento. L’'altro valore ottenuto statisticamente significativo
riguarda i linfociti T CD4+, che si mostrano piu presenti nei soggetti sani piuttosto che nei
soggetti con patologia uterina. Infatti, in corso di infezione, la sottopopolazione CD4+ tende a

ridursi rispetto alla stessa popolazione nei soggetti sani [49].

In una terza fase di analisi sono state ricercate le modificazioni che subiscono le sottopopolazioni
linfocitarie in base all’eta dei soggetti. In particolare, differenze significative sono state

riscontrate a carico di %linfociti/PBMC, linfociti CD8+ e CD21+.

La percentuale di linfociti rispetto al totale delle PBMC mostra una tendenza all’aumento da Ty
a T, nei soggetti appartenenti alla categoria Adulti. Questo dato e in disaccordo con quanto
riportato da Watabe et al. [28], dove si € dimostrata una tendenziale riduzione a carico di questa
sottopopolazione con I'avanzare dell’eta, tenendo perod conto del limite che un lasso di tempo

breve puo rappresentare.
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Per quanto riguarda i linfociti CD8+, questa sottopopolazione si & dimostrata piu presente a T;
nei soggetti appartenenti alla categoria Senior rispetto alla categoria Junior. Questo dato &
concorde con la letteratura, in quanto i linfociti T CD8+ subiscono un aumento con I’avanzare

dell’eta [24].

| linfociti B CD20+ hanno mostrato una tendenza a ridursi con I'avanzare dell’eta. Infatti sono
stati riscontrati a carico di questa sottopopolazione due valori con significativita statistica a T;:
guesta sottopopolazione si € mostrata ridotta nei soggetti della categoria Adulti rispetto alla
classe Junior, ma anche nei soggetti della categoria Senior rispetto alla classe Junior. Questi dati
sono concordi con la letteratura, in quanto i linfociti B hanno una tendenza a ridursi con

I'avanzare dell’eta [23, 26, 28].

A carico della sottopopolazione dei linfociti Tregs non sono state riscontrate differenze

statisticamente significative.

Immunoistochimica

Dalle analisi dei campioni immunoistochimici ci si aspettava che negli uteri soggetti a patologia

ci fosse una maggiore presenza di cellule immunitarie [31].

Infatti, dalla valutazione dei preparati immunoistochimici sono emersi tre valori significativi.

Il primo riguarda i linfociti T: sia i linfociti CD3+ che CD8+ si sono mostrati piu presenti negli uteri
patologici rispetto agli uteri sani. La stessa tendenza e stata riscontrata a carico dei linfociti B
CD20+. Questi dati sono concordi con la letteratura [31]. Infatti, in corso di infezione, vengono
reclutate varie sottopopolazioni immunitarie per rispondere all’insulto infettivo, appartenenti

sia alla classe dell'immunita innata che a quella dell'immunita acquisita.

Quindi, basandosi sui dati ottenuti, si puo affermare che nel sangue periferico della cagna la
percentuale di linfociti rispetto al totale delle PBMC tende ad aumentare dopo l'intervento di
sterilizzazione e con I’eta, ma tende a ridursi in corso di patologia; i linfociti T CD3+ tendono ad

aumentare dopo l'intervento di sterilizzazione; i linfociti T CD4+ tendono a ridursi in corso di
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patologia; i linfociti T CD8+ mostrano una tendenza ad aumentare dopo I'ovarioisterectomia e

con I'eta; i linfociti B CD20+ mostrano una tendenza a ridursi con I’eta.

Si puo inoltre affermare che, a carico dell’endometrio, le sottopopolazioni linfocitarie tendono
ad aumentare e in particolare questo si e riscontrato a carico delle sottopopolazioni CD3+, CD8+

e CD20+.

In conclusione, si puo affermare che la sterilizzazione ha degli effetti importanti non solo sullo
stato riproduttivo e ormonale del soggetto, ma porta anche ad una modificazione delle
sottopopolazioni linfocitarie nel sangue periferico. Anche I'eta, come gia dimostrato da altri

autori, ha un ruolo importante nella modificazione dello stato immunitario.

Tuttavia, molte domande rimangono aperte riguardo l'influenza dell’eta e della sterilizzazione
sull’organismo e sul sistema immunitario, gettando le basi per studi futuri che potrebbero
valutare periodi di tempo piu lunghi, possibili differenze di razza e la possibile implicazione nello

sviluppare patologie autoimmunitarie o oncologiche.
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APPENDICE

NMome e T Exa Peso | Ukero nfolPBF CD3+ CDO4+

SwiAMI TO 1 30 Sano 265 B7.2 43.3 7.2 252 4.5 13 g
CLOE TO Z 17 Sano 536 T0.6 43,6 16,5 2,35 26 £.85 7.2
KIMBERL+ TO 3 4 Sano 43 T3 45,5 207 221 2 3.66 12
LUMNA-TTO 3 | Sano 236 al.6 vz 0.3 3.41 2.1 127 326
MALS TO q 30 Sano T2 3.7 33.2 3.3 1.13 3.2 1.54 1.3
LOLATO 1 jl= Sano 503 65 37.3 13.3 £, 4.5 Z 15,7
LUMA-2TO G 1B Sano 1.4 T6.3 41,3 33.5 125 1 132 101
TATITO 5 ] Sana 231 B0.6 3T 214 1.63 1.3 1.85 17
LAICA TO 2 20 Sana 1.6 G6.5 38.6 il 145 14 1.63 13.3
BELLATO q 45 Sano 533 5.2 37.6 T 113 T 1.06 10.3
MICOLETTATOD 2 14 Sano 3 4.6 43,7 4.3 .48 12 3,75 12,6
MIkA TO 4 45 Sano 377 BE.5 41,6 214 1.94 1 1.81 14
FLIMA TO 2 3 Sano 574 65.3 33.4 23 1.71 15 3.07 16.3
MIS3-Z TO 3 35 Sano a0 63.3 427 13.7 207 12 3.4 14.3
BIREA TO 1 o Sano T4 0.5 42,7 15.5 2,79 0.5 £.83 2
TRILLY TO 2 & Sano  B3.8 B5.4 45,6 4.5 3.4 15 28 20,2
STELLATO 3 8  Piometra BZ2.1 B7.3 28.6 28.2 1.0 26 203 13.5
MISS-1T0 G B  Piometra 356 a5 3.4 23 0.81 27 133 3.6
TUSHI TO 13 Z4  Piometra 347 Bt 25 3.3 0.30 18 123 15.5
PEGGY TO 3 W Piometra G5 53,7 23.2 22,2 132 1.1 1.21 13.5
A5la TO 12 ¥ Piometra 351 B3.5 45,8 5 3.05 25 232 15.5
TERATO 13 30 Piometra 17 4.5 a0z 213 2,36 12 1.58 10.3
St A T1 a2 5.3 40,3 7.7 147 2.2 1.05 15,7
KIMBERL™ T1 41,2 g2 23.1 20,3 2,54 6.1 133 0.8
MaLs T1 TZh6 3 41,8 36,5 114 31 132 e
LUMA-Z T 3.3 83.6 dd.Z 35.7 1.24 12 0.83 d.1
TATITI 63,3 B3 3.2 £5.2 1.36 13 1.51 20,7
BELLA T1 0.7 T 33 3Z.2 1.02 4.4 0,63 3.4
MHIMA T1 235 LT 332 28,2 133 14 147 15,7
kL& T1 23,4 a5.6 4.6 18.2 130 15 2,93 223
MISS-= T1 al.3 T3 a0.3 6.7 3.0 1.1 2.4 3.4
BIREA T1 B0, 7 0.5 47,5 14.3 2,85 03 £33 3.7
Mi& T1 2 5] Sano 0.1 275 32.5 13.3 1,65 09 2,52 13.3
MIMA T1 1 13 Sano 374 a3 38.3 16.3 2,30 16 £ B2 25,2
FLORA T1 1 13 Sano 36.1 56.3 35.5 214 1.66 0.5 2,54 7.2
STELLA T a5 TE.6 36.6 FZ.5 1.13 25 2,06 3
MISS-1T1 53,3 G5 36,1 £5.4 142 3T 133 2d.3
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TUSHI Tz 3.6 T34 20 a5 0.36 2.8 0,33 8.3

Figura 8: Citofluorimetria dei soggetti inclusi nello studio, nessuna suddivisione.
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Figura 9: Citofluorimetria dei soggetti inclusi nello studio, suddivisione sano — patologico.
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1 anno Swami Lola Birba Mina Flora
2-banni  Cloe Kimberly Luna-1 MNala Luna-2 Eccheffamo Laica Bella
Nicoletta Nina Kuna Miss-2 Trilly Mia Miss-1

Figura 10: Suddivisione dei soggetti per eta.

NHome e T Exa Peso | Utero nfolPBR CD3+ CD4+ CD8+ J4+:-CDED3+gd-

S TO 1 30 Sano £6.5 B7.2 43,3 7.2 252 4.5 1.3 g
LOLA TO 1 16 Sano al.a BS ar.3 15.3 2 4.5 2 15,7
BIRE& TO 1 1o Sano 6.4 60,5 4z, 7 15.5 2,79 0.8 2,35 28
SwtArMI T 8.2 5.3 40.3 277 147 2.2 1.05 15,7
BIREA T1 50,7 60,5 42,5 14.3 2,85 0.3 2,33 23,7
MIrA T1 1 13 Sano 37.3 23,3 3.3 16.3 2,30 16 262 5.2
FLORA T1 1 13 Sano 361 26,3 39,5 214 1.66 0.a 2,54 27,2
Swal T2 56,2 6.5 38,5 £6 145 3.4 0.37 13.5
CLOETO 2 1r Sano 23.6 T0.6 43.6 6.3 2.95 2.6 2,85 7.2
KIMEERLY TO 3 4 Sano 43 TZ.3 45,3 20,7 2,21 £ 3.66 12
LUMA-1TO 3 3 Sano £3.6 2.6 av.2 10.3 341 2 LET JZ.6
Mala To 4 30 Sano 76,2 a7 33.2 34.5 113 3.2 1.54 143
LUMA-Z TO G =] Sano 4 6.3 41,5 33.5 125 1 132 101
TATITO a g Sano =31 B0.6 3T 213 1.63 13 1.85 1r
LalCa To Z 20 Sano 16 6.5 3.6 £6 145 14 1.63 13.3
BELLATO d =] Sano 58.3 T2 37.6 3T 1.13 T 1.06 0.3
MICOLETTATC =2 14 Sano 3 4.6 43,7 4.3 3.45 12 3.79 12.6
MIMA TO q 45 Sano 37.7 66,5 41,6 214 1.34 1 1.81 g
kLM& TO 2 3 Sano at.d B5.5 334 23 1.71 15 3.07 6.3
MIS3-2 TO 3 35 Sano a0 6.3 d4z.7 13.7 217 12 314 4.3
TRILLY TO 2 B Sano B3.3 B5.4 45.6 4.5 314 15 2.8 202
MISS-1TO G 1 Piomewa 355 a5 £3.4 23 0,81 2.7 133 23,6
KIMEERL" T1 412 g2 23,1 203 £.54 B.1 1.33 5.8
MALa T TZ.6 83 41,5 36.5 114 31 132 T8
LUM&-Z T1 3.3 3.6 dd,Z 35.7 1.24 12 0.33 8.1
TATIT1 B3.3 B3 ad.Z 25,2 1.36 13 1.51 20,7
BELLA T1 0.7 T 33 FE.2 1.0z 4.4 0.63 3.4
MIMA T1 53.5 LT 33.2 282 1.33 14 147 15.7
ELMA T 53.4 25,6 4.6 8.2 1.30 15 2.53 22,3
MISS-= T1 a0.3 T3 50,3 16,7 3.0 1.1 2.4 3.4
M T1 2 g Sano 0.1 a5 2.5 13.3 1.65 0.3 2.52 13.3
MIS3-1T1 §3.3 66 36.1 P 142 3T 133 4.3
LUMA-Z TZ B7.3 =T 33.7 F3.7 118 14 0.33 0.5
BELLAT:Z 6.5 76,1 33.3 23.6 1.63 151 0,581 0.2
MIMA TZ T2 ST 40,7 3 1.07 18 146 1.6
kLM& T2 T2 B35 46,3 224 202 1 2,33 13.5
MISS3-2Z TZ §3.3 Tl 46,4 13.3 2,33 1 £.55 1.3
STELLATO 3 8  Piometra 621 B7.3 28.6 28.2 1.01 2.6 2.03 13.5
TUSHITO 13 24 Piometra 347 54 28 34.5 0.30 18 123 15.5
FEGG TO 3 0 Piometra B3 237 £3.2 222 132 1.1 1.1 13.5
43514 TO 12 7 Piometra 3511 63.5 45.5 =] 3.05 25 2,32 15.5
TERA TO 13 30 Piomewra 17 .5 50,2 £1.3 2,36 12 1.58 10,3
STELLA T1 a5 6.6 36,6 J2.5 1.13 2.5 2,06 |
TUSHI T il = 66 322 8.2 0,34 2.2 0,45 1.6
TUSHI Tz 53.6 T34 20 55 0.36 2.8 0.33 8.3

Figura 11: Citofluorimetria dei soggetti inclusi nello studio, suddivisione per eta.
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Nome

Preparato 1

Preparato 2

Preparato 3

Preparato 4

[y

o=l SRR - Ue IR TF IR = R T R VR

Figura 12: Immunoistochimica per cellule CD3+.

Preparato 5

11
35

11

Preparato 1 Preparato 2 Preparato 3 Preparato4 Preparato5
9 3 5 6 g
2 1 2 1 2
7 13 3 5 5
4 5 3 3
2 3 1 4 1
4 1 1 1 4
3 4 1 2 2
1 11 9 5 b
1 2 1 1 3
3 2 1 3
2 3 1 1 3
5 3 14 1
13 4 7 9 10
4 1 9 3 3
7 5 5 6 pi
10 1 16 21 16
4 13 3 2 1
3 5 5] 8
3 5] 5] 4

Figura 13: Immunoistochimica per cellule CD8+.
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Nome Preparato 1l Preparato 2 Preparato 3 Preparato4 Preparato5 Media

2 1 1 2 1,5
1 1 2 1 2 1,4
1 1 1 2 1,25
3 1 2 2 2

8 7 4 4 5 5,6
6 4 4 4 4,3
3 3 1 3 2,5
7 4 8 4 5,75

Figura 14: Immunoistochimica per cellule CD20+.
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