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1. LEISHMANIOSI 

1.1 Introduzione  

La leishmaniosi è una malattia parassitaria causata da protozoi del genere Leishmania spp. 

e trasmessa da insetti vettori, appartenenti ai generi Phlebotomus e Lutzomyia, ad ospiti 

mammiferi. 

Nell’uomo la malattia si manifesta in tre forme principali: cutanea (CL), mucocutanea 

(ML) e viscerale (VL) (Alvar et al., 2012) e risulta essere causata da sei specie di Leishmania: L. 

tropica, L. major, L. donovani, L. infantum, L. braziliensis e L. mexicana.  

Il parassita fu osservato per la prima volta in India, nel 1885, da Cunningham in persone 

affette dal cosiddetto “Bottone d'Oriente” e nel 1903 dei microrganismi identici, isolati da soggetti 

ammalati di “Kala-azar”, furono descritti da Leishman e Donovan.  

Nel cane fu segnalata per la prima volta nel 1908 da Nicolle e Comte (Nicolle & Comte, 

1908) che individuarono nel cane il ruolo di serbatoio.  

L’agente eziologico principale della Leishmaniosi canina (LCan) è L. infantum. LCan è 

una delle malattie emergenti più importanti del mondo (WHO, 2010). 

Tra le specie domestiche il cane sembra ad oggi rappresentare l'unico serbatoio di rilevanza 

epidemiologica (Maroli et al., 2002). L’infezione è più comune in canidi (De Almeida Curi et al., 

2006; Figueiredo et al., 2008; Roque & Jansen, 2014; Saliba & Oumeish, 1999; Souza et al., 2010) 

e roditori (Caldart et al., 2017; Tsakmakidis & Dovas, 2017), ma un’ampia varietà di specie 
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animali domestiche e selvatiche possono essere infettate, anche se raramente manifestano la 

malattia. In letteratura, infatti, sono stati descritti casi di malattia in felidi (Dahroug et al., 2010, 

2011; Maroli et al., 2007;), lagomorfi (García et al., 2014; Molina et al., 2012; Tsokana et al., 

2016), perissodattili (Aguilar et al., 1989; Soares et al., 2013), procionidi (Lainson et al., 1989, 

2010) e primati (Lainson et al., 1989; Malta et al., 2010).  

Per quanto riguarda il gatto domestico (Felis catus) è stato dimostrato che è suscettibile 

all’infezione da L. infantum; i soggetti colpiti, tuttavia, sembrano avere una certa resistenza, a 

meno che essi non abbiano in concomitanza patologie che compromettano il loro sistema 

immunitario, quali infezioni sostenute da Feline Immunodeficiency Virus (FIV) e Feline Leukemia 

Virus (FeLV) (Solano-Gallego et al., 2007), o ancora malattie di origine autoimmune o 

neoplastiche. Ancora oggi è oggetto di studio il ruolo della specie felina nel mantenere il ciclo 

vitale del parassita e l’eventualità di fungere da serbatoio secondario (Maia & Campino, 2011; 

Pennisi & Persichetti, 2018).  

 

1.2 Epidemiologia 

La leishmaniosi è endemica in 88 paesi (72 dei quali in via di sviluppo) e circa 12 milioni 

di persone ne sono affette, con un’incidenza mondiale stimata intorno a 1-2 milioni di nuovi casi 

all’anno, di cui circa 600.000 affetti dalla forma viscerale (VL) ed i restanti dalla forma cutanea 

(CL) (WHO, 2010; Dujiardin et al., 2008). 

In Europa, le aree maggiormente colpite sono quelle del bacino del Mediterraneo dove la 

malattia assume carattere endemico ed è sostenuta quasi esclusivamente da L. infantum. 

Per quanto riguarda la Leishmaniosi Canina in Europa, ad oggi si stimano circa 2.5/3 

milioni di casi (www.salute.gov.it). 

In Italia, dove la prima segnalazione risale al 1910, la patologia fino agli anni ’80 era 

confinata nel centro-sud Italia e nelle isole maggiori (Pozio et al., 1985). Oggi, invece, i focolai di 

Leishmaniosi canina sono presenti su tutto il territorio nazionale a seguito delle più frequenti 
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movimentazioni di cani senza una stretta sorveglianza, provenienti da aree endemiche (Maroli et 

al., 2008; Petersen & Barr, 2009; Otranto et al., 2009; Otranto & Dantas-Torres, 2013), nonché a 

seguito dei cambiamenti climatici. La percentuale media di sieroprevalenza nel cane per l’anno 

2017 è stata del 18,65%, con un numero totale di 55.774 esami svolti, di cui 10.402 esami positivi 

( www.salute.gov.it). 

Nel Nord Italia la percentuale media di siero prevalenza nel 2017 è del 14,21% con un 

numero totale di 24.716 esami svolti, di cui 3.513 esami positivi, ovvero con un valore cut-off di 

1:40, nel Centro Italia la sieroprevalenza nel 2017 è del 7,42% con un numero totale di 14.181 

esami svolti di cui 1.053 esami positivi, mentre nel Sud Italia la percentuale media di 

sieroprevalenza nel 2017 è del 32,76 % con un numero totale di 16.627 esami svolti, di cui 5.448 

esami positivi, ovvero con un valore cut-off di 1:160 (www.salute.gov.it). 

 

1.3 Eziologia 

Classificazione Leishmania spp. 

La Leishmania è un protozoo intracellulare obbligato del sistema reticolo-istiocitario 

dell’uomo e di altri mammiferi, quali canidi (De Almeida Curi et al., 2006; Figueiredo et al., 2008; 

Roque & Jansen, 2014; Saliba & Oumeish, 1999; Souza et al., 2010) roditori (Caldart et al., 2017; 

Tsakmakidis & Dovas, 2017), felidi (Dahroug et al., 2010; Dahroug et al., 2011; da Silva et al., 

2010; Maroli et al., 2007;), lagomorfi (García et al., 2014; Molina et al., 2012; Tsokana et al., 

2016), perissodattili (Aguilar et al., 1989; Soares et al., 2013), procionidi (Lainson et al., 1989, 

2010) e primati (Lainson et al., 1989; Malta et al., 2010), trasmesso da un vettore biologico 

rappresentato dal flebotomo.  

Al giorno d’oggi si conoscono circa trenta specie di Leishmania delle quali una ventina 

sono considerate patogene per l’uomo.  

http://www.salute.gov.it/
http://www.salute.gov.it/
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La classificazione elaborata dall’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) nel 1990 si 

basa sulla biologia del protozoo, sulla specie di flebotomo responsabile della trasmissione e 

soprattutto sul corredo enzimatico del parassita. 

Il genere Leishmania spp. appartiene al Phylum: Sarcomastigophora, Subphylum: 

Mastigophora, Classe: Zoomastigophora, Ordine: Kinetoplastida, Sottordine: Trypanosomatinae, 

Famiglia: Trypanosomatidae, Genere: Leishmania.  

In figura 1 viene riportata la tassonomia della Leishmania. 

Il genere è a sua volta suddiviso, sulla base dello sviluppo nel flebotomo, in due 

sottogeneri: Leishmania, presente sia nel Vecchio che nel Nuovo Mondo, e Viannia limitato solo 

al Nuovo Mondo.  

Le diverse specie di Leishmania sono quindi raggruppate in complex o complessi, a 

seconda della forma clinica di cui sono responsabili. 

In Italia è presente una sola specie di Leishmania la L. infantum, appartenente al complex 

donovani (Fraga et al., 2010), i cui ceppi viscerotropi sono responsabili della leishmaniosi canina 

e della leishmaniosi viscerale umana (VL), mentre i ceppi dermotropi sono responsabili della 

leishmaniosi cutanea (CL) dell'uomo. 
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Figura 1 - Tassonomia di Leishmania (Bañuls et al., 2007) 

 

Vettore 

I flebotomi sono ditteri ematofagi appartenenti alla Famiglia Psychodidae, sottofamiglia 

Fhlebotominae, la quale comprende circa 700 specie aggregabili in cinque generi: Phlebotomus, 

Sergentomya, Warileya, Lutzomya, Brumptomya. Ai primi due generi appartengono le otto specie 

descritte in Italia: P. perniciosus, P. pefiliewi, P. mayor, P. papatasi, P. sergenti, P. ariasi, P. 

mascittii e S. minuta. Solo le femmine si nutrono di sangue, necessario per la maturazione delle 

loro uova. I maschi sono, invece, glicifagi.  

 

Ciclo biologico di Leishmania infantum 

La Leishmania è un protozoo dixeno, in quanto il suo ciclo biologico per completarsi 

necessita di due ospiti: un mammifero, che è l’ospite definitivo e può anche fungere da serbatoio, 

e un insetto rappresentato dal flebotomo, il quale svolge il ruolo di ospite intermedio e vettore 

biologico. Nel primo il parassita si trova a livello intracellulare sotto forma di amastigote, cioè 

priva di flagello, mentre nel secondo è nella forma di promastigote, cioè flagellata e mobile. 

Il ciclo biologico della L. infantum comincia con il pasto di sangue del flebotomo su un 

cane infetto e l’ingestione della forma aflagellata del protozoo (amastigote); nel suo apparato 

digerente l’agente patogeno assume la forma flagellata infettiva (promastigote), che viene 

reinoculata nella cute dell’ospite vertebrato con il pasto successivo, ricominciando così il suo ciclo 

(Kaye Scott, 2011; Laskay et al., 2003). 

Dopo essere stati inoculati, i promastigoti raggiungono il torrente circolatorio e sono 

fagocitati dai macrofagi in cui si trasformano nuovamente nella forma aflagellata di amastigote, 

resistente alla distruzione da parte del fagolisosoma. 

Il parassita, all’interno delle cellule fagocitarie, si moltiplica continuamente per via 

asessuata fino a causarne la rottura; a questo punto gli amastigoti liberati invadono altre cellule del 
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sistema reticolo-endoteliale e l’infezione si diffonde verso altri siti e soprattutto verso quelli più 

ricchi di queste cellule, quali milza, fegato, linfonodi e midollo osseo (Ayele & Seyoum, 2016; 

Bates, 2007; Dostalova & Volf, 2012; Gharbi et al., 2015; Kaszak et al., 2015). 

 

 

 

 

 

1.4 Trasmissione di Leishmania infantum 

Affinché si mantenga la sopravvivenza del parassita, questo deve avere un serbatoio in cui 

riprodursi e l’opportunità di diffondere ad altri ospiti suscettibili, attraverso la presenza nel 

territorio del vettore specifico.  

In Italia, l’unico ciclo di trasmissione provato è quello zoonotico di L. infantum (Ready, 

2008; Desjeux, 1991), in cui l’ospite definitivo e serbatoio è rappresentato dal cane, mentre l’uomo 

è considerato un ospite accidentale o occasionale, che si infetta per la puntura di flebotomi che 

hanno precedentemente punto cani infetti, ma non contribuisce alla trasmissione.  

Nell’uomo, infatti, non esiste contagio interumano, né diretto (uomo-uomo) né indiretto 

(uomo-flebotomo-uomo). 

 

Vie alternative di trasmissione 

Molti studi hanno segnalato la trasmissione dell’infezione per via sessuale e transplacentare 

in molti ospiti quali il topo (Rosypal & Lindsay, 2005), l’uomo (Boehme et al., 2006; Meinecke 

et al., 1999; Pagliano et al., 2005; Zinchuk & Nadraga, 2010) e il cane (Ben Slimane et al., 2014; 

Naucke & Lorentz, 2012; Riera & Valladares, 1996; Rosypal et al., 2005; Silva et al., 2009). In 

particolare, nella specie canina la trasmissione per via venerea sembra essere più efficiente da un 

maschio infetto a una femmina sensibile (Turchetti et al., 2014). Da uno studio condotto negli 
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USA sono state riscontrate positività alla PCR in cuccioli nati da cagne naturalmente infette, che 

all’anamnesi non avevano storia di spostamenti in zone endemiche. Questa è stata la prima 

segnalazione di trasmissione verticale di L. infantum in cani naturalmente infetti in America del 

Nord e ha sottolineato che queste modalità potrebbero sostenere l’infezione all'interno delle 

popolazioni canine, anche in assenza di vettori competenti (Boggiatto et al., 2011; Masucci et al., 

2003).  

Altre vie di trasmissione nell’uomo e nel cane sono rappresentate da trasfusione di sangue 

o emoderivati (Riera et al., 2008; Tabar et al, 2008; de Freitas et al., 2006; Kyriakou et al., 2003; 

Otero et al., 2000; Cardo, 2006; Owens et al., 2001; Giger et al., 2002), trapianto di organi da 

donatori infetti (Antinori et al., 2008) e condivisione di aghi contaminati (Chicharro et al., 1999; 

Morillas-Marquez et al., 2002), anche se al momento sono necessari ulteriori approfondimenti per 

stabilire un loro effettivo ruolo.  

Altra via di trasmissione sospettata è quella diretta tra cani, attraverso morsi o ferite cutanee 

(Karkamo et al., 2014; Naucke et al., 2016). 

Non si hanno ancora evidenze scientifiche, invece, circa il possibile ruolo di altri vettori, 

quali alcuni ectoparassiti ematofagi (pulci, zecche e zanzare), nella trasmissione della malattia 

(Baneth, 2014; Dantas-Torres, 2011; WHO, 2010). 

 

1.5 Patogenesi e immunologia dell’infezione da Leishmania infantum 

Il manifestarsi della malattia e l’entità dei segni clinici della leishmaniosi nel cane 

dipendono da molti fattori, che includono il ceppo parassitario, la genetica e lo stato immunitario 

e sanitario dell’ospite. 

L’efficacia della risposta immunitaria, in particolare, è un aspetto fondamentale nella 

patogenesi della malattia e nella sua progressione (Alvar et al., 2004). In alcuni cani in grado di 

controllare l’infezione è predominante una risposta immunitaria di tipo cellulo-mediata ad opera 

dei linfociti T helper 1 (Th1) che, grazie alla produzione di alcune citochine (IL-2 e IFN-γ), 



 9 

promuovono l’attivazione dei macrofagi (Hosein et al., 2017; Koutinas & Koutinas, 2014). 

All’interno dei macrofagi, l’enzima iNOS (sintetasi inducibile dell’ossido nitrico) stimola la 

produzione di ossido nitrico, causando la morte del parassita e controllandone quindi la diffusione 

(Holzmuller et al., 2005).  

Nei soggetti clinicamente malati, invece, predomina un notevole incremento della risposta 

umorale e una riduzione di quella cellulare, che sarà di tipo misto Th1/Th2, con prevalenza di 

linfociti T helper 2. Questi ultimi riducono il rilascio di citochine “positive” da parte dei Th1 e 

sono responsabili della produzione di altre citochine, come IL-4 e IL-10 che, insieme alla intensa 

risposta anticorpale, sembrano essere correlate alla progressione della malattia (Hosein et al., 

2017; Koutinas & Koutinas, 2014; Solano-Gallego et al., 2009). 

Diversi Autori (De Vasconcelos et al., 2019; Quinnell et al., 2003) hanno evidenziato che 

in alcune razze canine, in particolare nel Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler e Pastore Tedesco, la 

suscettibilità alla malattia sembra essere associata all’espressione del gene SLC11A1 (Solute 

Carrier Family 11 Member 1) e/o al polimorfismo del complesso maggiore di istocompatibilità 

(MHC) di classe II, mentre il Podenco Ibenco sembra essere la razza più resistente all’infezione 

(De Vasconcelos et al., 2019). 

 

1.6 Sintomatologia  

I segni clinici riscontrati con maggiore frequenza in cani naturalmente infetti da L. infantum 

sono: linfoadenomegalia generalizzata, dimagrimento, alopecia generalizzata non pruriginosa, 

associata ad alterazioni dermatologiche multiple, incluse lesioni esfoliative ed ulcerative del 

tartufo e delle prominenze ossee degli arti posteriori, blefarite bilaterale ed onicogrifosi. 

La linfoadenomegalia è uno dei primi segni clinici a comparire e principalmente interessa 

i linfonodi poplitei, ma anche i prescapolari e i sottomascellari (Lima et al., 2004). 

Le alterazioni dermatologiche sono rappresentate da quadri di dermatite esfoliativa non 

pruriginosa con o senza alopecia, che può essere localizzata o disseminata, dermatite erosiva-



 10 

ulcerosa, dermatite nodulare papulare o pustolosa, depigmentazione o ipercheratosi del tartufo e 

onicogrifosi. 

Altri segni clinici che si riscontrano con una certa frequenza sono dimagrimento, 

disoressia, enterite cronica, splenomegalia ed epatomegalia, epistassi, ipotrofia muscolare ed 

alterazioni oftalmologiche di varia natura e gravità (Eguchi et al.,2017; Di Pietro et al.,2016; 

Koutinas & Koutinas 2014; Solano-Gallego et al., 2011; Peña et al., 2000; 2008).  

Si segnalano, inoltre, segni neurologici (Zobba et al., 2017; Márquez et al 2013; Font  

et al., 2004) e infiammazioni a carico delle articolazioni, che si presentano sotto forma di artriti e 

poliartriti (Sbrana et al., 2014; Santos et al., 2006) (Tabella 1). 

Tutti i cani affetti da Leishmaniosi possono sviluppare glomerulonefrite, un processo 

infiammatorio a livello renale determinato dalla deposizione di immunocomplessi nel glomerulo; 

ciò porta, nel medio-lungo periodo, alla comparsa di una insufficienza renale cronica, che 

rappresenta la causa di morte più comune nei cani malati (Roura et al., 2013; Solano-Gallego et 

al., 2011). 

I pazienti affetti da leishmaniosi vengono classificati con dei sistemi di stadiazione clinica 

della malattia, che indirizzano nello stabilire diagnosi, prognosi e trattamento più adeguati 

(Solano-Gallego et al., 2009). 

In particolare, il gruppo LeishVet classifica la malattia in quattro fasi evolutive: stadio I in 

cui la malattia è lieve; stadio II in cui la malattia è moderata, stadio III in cui la malattia è grave; 

stadio IV dove la malattia è molto grave (Tabella 2). Lo stadio II è ulteriormente suddiviso in 

sottostadi: IIa e IIb, cani nefropatici non proteinurici o proteinurici in base al rapporto proteine 

urinarie creatinina urinaria (PU/CU). Gli stadi III e IV comprendono, invece, i cani inquadrati 

rispettivamente negli stadi I e II e negli stadi III e IV del sistema IRIS (International Renal Interest 

Society, http://iris-kidney.com). 

Questa classificazione si basa sui riscontri derivanti dall’esame clinico, sul livello di 

anticorpi specifici ricercati mediante immunofluorescenza indiretta e sui risultati delle analisi 
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emato-biochimiche, comprese quelle relative alla funzionalità renale valutate secondo le linee 

guida dell’IRIS (Solano-Gallego et al., 2011).  

Esiste, tuttavia, un ulteriore sistema di stadiazione elaborato dal gruppo di lavoro sulla 

leishmaniosi canina (CLWG, Canine Leishmaniasis Working Group), che inquadra i pazienti in 

quattro stadi in base alle lesioni clinico-patologiche e ai risultati delle diagnosi sierologica e 

parassitologica, definendoli come: A) cane esposto; B) cane infetto; C) cane malato e D) cane 

malato con quadro clinico grave (Tabella 3) (Paltrinieri et al., 2010; Roura et al., 2013). 

 

1.7 Diagnosi 

Il sospetto diagnostico di leishmaniosi canina deve sempre sorgere in presenza di rilievi 

anamnestici (dimagrimento, cambiamento della facies), clinici (dermatite furfuracea, 

linfoadenomegalia, onicogrifosi, ecc.) e di laboratorio (anemia, iperglobulinemia, 

ipoalbuminemia, proteinuria) compatibili con la malattia. 

In un corretto iter diagnostico, tra gli esami di laboratorio da eseguire si ricordano: esame 

emocromocitometrico, protidemia totale e frazionata, uremia e creatininemia, enzimi epatici ed 

esame delle urine completo. 

Gli esami specifici che permettono di diagnosticare la presenza dell’agente eziologico in 

maniera diretta e/o indiretta sono classificati in esami parassitologici, molecolari e immunologici.  

 

 Esami parassitologici 

Essi si basano sull'identificazione diretta del parassita, ovvero degli amastigoti, liberi o 

all'interno dei macrofagi, in preparati citologici che possono essere ottenuti da sangue intero, 

(Giudice & Passantino 2011; Di Pietro et al., 2020) biopsia cutanea, agoaspirato linfonodale, 

splenico, midollare o epatico (Gomes et al., 2008).  

L’aspirato splenico solitamente non è consigliato per le possibili complicazioni 

emorragiche legate alla sua realizzazione, nonostante sia l’esame più sensibile in assoluto, seguito 
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da quello midollare, che ha una sensibilità di circa il 60-85% (Barrouin-Melo et al., 2004) e, infine, 

da quello linfonodale con sensibilità del 30-40% (Sundar & Rai, 2002). 

L’immunoistochimica può risultare più sensibile rispetto all’esame citologico nei soggetti 

con bassa carica parassitaria nei quali, talvolta, quest’ultimo può dare esiti falsamente negativi. 

Infine, possiamo considerare l’esame colturale, che si effettua ponendo i suddetti substrati 

in terreni di coltura specifici, come ad esempio il Novy-McNeal-Nicolle (NNN) ed altri. Questo 

esame permette l’isolamento del ceppo responsabile dell’infezione, anche se, ai fini diagnostici 

esso è considerato poco pratico, a motivo dei lunghi tempi per ottenere l’esito, della bassa 

sensibilità rispetto alle tecniche molecolari e della laboriosità della metodica. 

 

Esami molecolari 

Le tecniche di biologia molecolare rispetto ad altri esami sono dotate di una maggiore 

specificità e sensibilità; esse mettono in evidenza nei campioni biologici la presenza di uno 

specifico segmento di DNA del parassita tramite amplificazione in vitro. 

La PCR (Polymerase Chain Reaction) e la PCR quantitativa (qPCR) o real-time PCR 

possono essere utilizzate per l’analisi di un’ampia varietà di substrati, come sangue periferico, 

aspirato di midollo osseo o linfonodi, frammenti di cute, urine e altri campioni (Silva et al., 2007; 

Solano-Gallego et al., 2007, 2011), sia freschi che fissati in formalina o paraffina (Solano-Gallego 

et al., 2001; Roura et al., 1999). 

Queste tecniche sono ormai routinarie negli iter diagnostici per questa malattia e 

permettono la diagnosi anche negli stadi più precoci; esse sono più sensibili rispetto 

all’osservazione diretta del parassita e della sierologia e risultano alquanto utili anche per 

monitorare il decorso della malattia durante e dopo il trattamento. 

È comunque importante precisare che le informazioni ottenute grazie alla PCR e qPCR 

devono sempre essere affiancate dalle valutazioni clinico-patologiche e sierologiche (Solano-

Gallego et al., 2011).  
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Esami immunologici 

I metodi sierologici si basano sulla ricerca di anticorpi specifici anti-Leishmania su siero, 

consentendo di diagnosticare in maniera indiretta la presenza del parassita in un soggetto.  

Tra le tecniche sierologiche disponibili, quelle usate più frequentemente sono 

l’immunofluorescenza indiretta (Immuno-Fluorescence Antibody Test, IFAT) e l’ELISA (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay).  

L’IFAT evidenzia la presenza di IgG dirette verso la Leishmania, mediante l’uso di 

anticorpi secondari marcati con fluorocromi, la cui reazione è visualizzata attraverso l’utilizzo di 

microscopi a fluorescenza. 

L’ELISA, invece, è una tecnica immunoenzimatica che si basa sulla reazione tra anticorpi 

specifici del siero, verso antigeni solubili di Leishmania adsorbiti su piastre e antiglobuline di cane 

coniugate con un enzima responsabile della reazione colorimetrica, quantificata mediante uno 

spettrofotometro. 

I risultati di questi test sono interpretati come positivi, negativi o dubbi, in relazione 

all’indice di cut-off stabilito per la leishmaniosi (Ferroglio & Vitale, 2006), in accordo con quanto 

indicato dall’Organizzazione Internazionale delle Epizoozie (OIE) e dall’Istituto Superiore di 

Sanità (ISS). 

Nonostante nella routine clinica siano tra le metodiche più ampiamente adoperate, i test 

sierologici presentano alcune limitazioni come la scarsa sensibilità.  

Secondo Solano-Gallego et al., (2009) un titolo anticorpale alto è ritenuto diagnostico di 

leishmaniosi canina, mentre nel caso sia basso sono necessari ulteriori approfondimenti, con altri 

metodi diagnostici, per confermare o escludere la malattia (Miro et al., 2008). 

Inoltre, nelle aree endemiche l’uso di un'unica metodica senza altri accertamenti 

diagnostici è sconsigliato, in quanto cani resistenti o sani, che precedentemente sono venuti a 

contatto con il parassita, possono risultare falsamente positivi (Mancianti et al., 1988).  
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Nella pratica veterinaria, infine, vengono impiegati per la diagnosi di varie malattie tra cui 

anche la leishmaniosi i test rapidi immunocromatografici, pratici e facili da eseguire, anche se va 

sempre considerato che essi hanno un valore puramente indicativo. 

 

1.8 Risultati degli esami di laboratorio 

Una delle principali alterazioni che possono derivare dall’esame emocromocitometrico è 

l’anemia di tipo normocitico normocromico non rigenerativa, nella cui genesi possono essere 

sospettati uno stato infiammatorio cronico e/o la compromissione dell’eritropoiesi per il danno 

renale e/o midollare.  

Un altro reperto molto importante è l’alterazione del protidogramma con iperglobulinemia 

e ipoalbuminemia e conseguente inversione del rapporto albumina/globuline (Ribeiro et al., 2013). 

L’aumento delle proteine totali è dovuto alla marcata risposta umorale, che deriva da un 

significativo aumento delle γ-globuline, e spesso anche delle α e β globuline, con conseguente 

comparsa di un un tracciato definito comunemente “a orecchie di gatto”, per la sua caratteristica 

forma. L’ipoalbuminemia può essere correlata o al danno glomerulare causato dalla malattia, che 

provoca l’escrezione della proteina attraverso le urine, e/o alla sua minore sintesi per alterazione 

della funzionalità epatica.  

Il profilo renale nei cani leishmaniotici può mostrare alterazioni clinico-laboratoristiche 

quali lieve proteinuria, sindrome nefrosica o insufficienza renale cronica, che deriva da una 

glomerulonefrite generalmente associata alla deposizione di immunocomplessi.  

In alcuni casi possono essere alterati anche gli enzimi epatici (aspartato aminotransferasi 

AST, alanina aminotransferasi ALT e fosfatasi alcalina ALP), a motivo della comparsa di una 

compromissione epatica. 
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1.9 Terapia 

La terapia ha lo scopo di ridurre la carica parassitaria per ottenere quanto più possibile la 

remissione dei sintomi clinici e delle alterazioni clinico-patologiche e la diminuzione della 

contagiosità per i vettori, oltre a quello di gestire eventuali recidive (Oliva et al., 2011).  

I protocolli terapeutici maggiormente diffusi in medicina veterinaria per controllare la 

LCan prevedono l’impiego, singolarmente o in associazione, di molecole quali gli antimoniali 

pentavalenti, la miltefosina e l’allopurinolo. Oltre a queste molecole, altri prodotti vengono 

proposti per modulare la risposta immunitaria, come ad esempio domperidone, alcune citochine e 

i vaccini. L’allopurinolo ha un’azione parassitostatica e viene anche usato in monoterapia. I 

composti antimoniali pentavalenti e la miltefosina hanno invece effetto parassiticida. 

Il protocollo terapeutico più frequentemente impiegato per la leishmaniosi canina è 

rappresentato dall’associazione di antimoniato di meglumina, somministrato per via sottocutanea, 

intramuscolare o endovenosa alla dose di 50 mg/kg due volte al giorno per 4-8 settimane, e di 

allopurinolo, somministrato per via orale alla dose di 10 mg/kg ogni 12 ore per un minimo di sei 

mesi (Manna et al., 2015; Solano-Gallego et al., 2011).  

La durata della terapia è variabile e dipende dalla gravità della malattia, dalla tolleranza 

individuale ai farmaci somministrati e dalla risposta clinica al trattamento, ma solitamente il 

trattamento si prolunga per almeno 45-60 giorni.  

Gli effetti collaterali sono rappresentati da xantinuria, urolitiasi e mineralizzazione renale 

per l’allopurinolo, nefrotossicità per l'antimoniato di meglumina e disturbi gastrointestinali di 

gravità variabile per la miltefosina (Solano-Gallego et al., 2011; Torres et al., 2016). 

In soggetti affetti da malattia renale è risultata ottimale l’associazione dell’allopurinolo con la 

miltefosina.  

Il domperidone (0,5 mg/kg PO SID per 30gg e ripetizione del ciclo ogni 4 mesi), potenzia 

la risposta immunitaria di tipo cellulo-mediata e riduce il rischio di sviluppare la forma 

clinicamente manifesta della malattia (Sabaté et al., 2014). 
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1.10 Prevenzione e controllo 

La prevenzione si basa sulla protezione del cane contro la puntura del flebotomo attraverso 

barriere fisiche, barriere chimiche (sostanze con attività repellente) e atteggiamenti precauzionali, 

come la limitazione dell'esposizione dell’animale al flebotomo durante le ore crepuscolari e 

notturne. 

Tuttavia, queste misure non forniscono una protezione totale contro l’infezione; pertanto, 

è preferibile che esse siano affiancate dalla vaccinazione, la quale fa sì che il cane sviluppi una 

risposta immunitaria adattativa precedentemente al contatto naturale con il protozoo, tale da essere 

in grado di combattere l’infezione. 

I prodotti repellenti ed insetticidi in commercio sono formulazioni a base di piretroidi 

sintetici (deltametrina, permetrina o flumetrina) e sostanze insetticide, che hanno il duplice effetto 

di allontanare il vettore e causarne la morte in caso di contatto (Maroli et al., 2010; Quinnell & 

Courtenay, 2009). L’effetto protettivo di tali prodotti è variabile, può durare da 2-4 settimane per 

le formulazioni spot-on a 4-8 mesi per i collari impregnati, la cui applicazione deve essere però 

regolare, sia in animali non infetti che infetti (Brianti et al., 2014; Otranto et al., 2010). 

L’effetto della vaccinazione è quello di far sviluppare all’organismo ospite una risposta 

immunitaria di tipo Th1, con produzione di IL-12 e IFN-γ, essendo questa una risposta 

maggiormente protettiva verso la malattia, come già detto a proposito della patogenesi. 

In Italia, il primo vaccino contro la leishmaniosi autorizzato per l’uso nel cane 

(CaniLeish®) nasce nel 2011 e nel 2016 viene introdotto un secondo vaccino il "Letifend®", che 

ha come aspetto altamente vantaggioso quello di non interferire a livello diagnostico con i casi di 

infezione naturale (Wylie et al., 2014). 
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2. OBIETTIVO DELLO STUDIO 

Le varie specie di protozoi appartenenti al genere Leishmania sono capaci di parassitare le cellule 

della linea dei fagociti mononucleati (Alexander et al., 1992), delle cellule dendritiche (Moll et 

al., 1993) e dei neutrofili (van Zandbergen G et al., 2004), sebbene le cellule target siano i 

macrofagi. L’immunità nei confronti di Leishmania è principalmente mediata dalle cellule T, per 

cui sembrerebbe che la risposta cellulare Th1 è associata con immunità protettiva e con la 

risoluzione della malattia, mentre la riposta cellulare Th2 è associata ad una maggiore suscettibilità 

alla malattia e alla sua relativa esacerbazione (Alexander et al., 2005). 

Gli ormoni sessuali come gli androgeni, gli estrogeni e il progesterone possono interagire 

direttamente con le cellule del sistema immunitario, regolando e/o alterando la risposta 

immunitaria. Le due principali linee cellulari coinvolte nell’insorgenza della leishmaniosi, 

macrofagi e linfociti, possiedono recettori per gli ormoni sessuali e di conseguenza la loro attività 

risulta influenzata da questi ultimi. In particolare, macrofagi e cellule T posseggono recettori per 

gli androgeni (Cutolo et al., 1996; Wunderlich et al., 2002; Benten et al., 1999), gli estrogeni 

(Danel et al., 1983) e il progesterone (Jones et al., 2008; Piccinni et al., 2000).  

Diversi studi hanno evidenziato come il testosterone e il progesterone svolgano un effetto 

immunosoppressore, contrariamente agli estrogeni, rendendo plausibile quanto descritto per le 

infezioni da Leishmania nell’uomo, dove si riscontra una maggiore suscettibilità alla malattia negli 

individui di sesso maschile (Sinder et al 2009). In uno studio effettuato in Messico, su una 

popolazione di pazienti affetti da L. mexicana, solo il 10% di questi era di sesso femminile 

(Lezama-Davila et al., 2007); un altro studio condotto in Colombia su Leishmania mexicana, 

mostrava come i maschi presentassero forme cliniche più gravi delle femmine (Munoz et al., 

2006).  
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Ancora, studi effettuati su criceti infettati sperimentalmente con L. donovani e sottoposti a 

orchiectomia, mostravano una riduzione della carica parassitaria, contrariamente a criceti trattati 

con testosterone sintetico, che mostravano anche un peggioramento dei segni clinici (Anuradha et 

al., 1990).  

Sulla base delle suesposte considerazioni, l’obiettivo del presente studio è stato quello di valutare 

il ruolo del trattamento con un agonista del GnRH (deslorelina acetato), sotto forma di impianto 

sottocutaneo (Suprelorin®), in associazione con meglumina antimoniato e allopurinolo, nel ridurre 

i segni clinici della malattia e il titolo sierologico in cani naturalmente affetti da Leishmania 

infantum. 

Al fine di comprendere meglio il meccanismo d’azione della deslorelina si è ritenuto opportuno 

effettuare alcuni cenni sugli aspetti farmacologici della suddetta molecola. 

 

DESLORELINA  

L'impianto a rilascio di deslorelina acetato (DRI, Suprelorin®) è stato sviluppato in Australia ed è 

attualmente commercializzato da Virbac (Carros, Francia) in due versioni. L'impianto da 4,7 mg, 

etichettato per sopprimere la fertilità nei cani maschi sessualmente maturi per un minimo di 6 mesi, 

è approvato per la vendita in Australia, Unione Europea (UE), Nuova Zelanda, Cina e Messico. È 

stato lanciato in Australia e Nuova Zelanda nel 2007 e nell'UE nel 2008. L'approvazione in Cina 

e Messico è avvenuta alla fine del 2019, con un lancio nel 2020. L'impianto da 9,4 mg, etichettato 

per sopprimere la fertilità nei cani maschi sessualmente maturi per un minimo di 12 mesi, è 

approvato e venduto in Australia e nell'UE (EMA, 2010). Il DRI è posizionato sotto la cute tra le 

scapole del cane; non è necessario preparare il sito di impianto. Il prodotto può essere 

ripetutamente applicato per prolungare il periodo di soppressione della fertilità. L'impianto è 

confezionato in un dispositivo a siringa sterile monouso con una durata di conservazione di 3 anni. 

Il prodotto deve essere conservato in frigorifero (2–8 ° C o 36–46 ° F) e non congelato (EMA, 

2008). 
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Meccanismo d'azione  

Il GnRH è un decapeptide ipotalamico, che agisce nella parte superiore della cascata che coordina 

la funzione dell'asse gonadico ipotalamo-ipofisario. Esso viene rilasciato da specifici neuroni che 

producono GnRH in modo pulsante. Questo modello pulsatile di rilascio stimola la produzione e 

il rilascio dalla ghiandola pituitaria delle due gonadotropine chiave, l'ormone follicolo stimolante 

(FSH) e l'ormone luteinizzante (LH), che a loro volta controllano la funzione gonadica (nei maschi, 

la produzione di testosterone e la produzione di cellule germinali, cioè, la differenziazione degli 

spermatogoni in spermatozoi). La deslorelina, come antagonista del GnRH, presenta una sequenza 

peptidica correlata alla sequenza del GnRH nativo con modifiche di tre dei suoi amminoacidi (nelle 

posizioni 1, 6 e 9) e delezione del suo amminoacido nella posizione 10. Lo scopo di questi 

cambiamenti strutturali è ridurre la sensibilità alla proteolisi e aumentare l'attività biologica 

(Padula, 2005). Ad esempio, è stato riscontrato che la deslorelina mostra una potenza 10 o 100 

volte superiore al GnRH nativo in un test di legame al ligando del GnRH e in una coltura in vitro 

di cellule ipofisarie di ratto, rispettivamente (Padula, 2005). 

Lo scopo degli impianti utilizzati per i cani è garantire il rilascio del loro contenuto di agonisti del 

GnRH (deslorelina) per periodi prolungati. Le concentrazioni plasmatiche di deslorelina 

raggiungono il picco ~ 14 giorni (200 e 2.000 pg / ml) dopo l'inserimento di un impianto da 4,7 

mg, per diminuire gradualmente fino a raggiungere valori non rilevabili 80 giorni circa dopo 

l’impianto (Navarro et al., 2012). 

L'esposizione continua delle cellule ipofisarie al GnRH innesca la desensibilizzazione ipofisaria, 

l'internalizzazione dei recettori del GnRH (che non sono più presenti per il legame sulla superficie 

cellulare) e l'inattivazione della cascata di segnalazione intracellulare. Una volta avviata la 

desensibilizzazione delle cellule ipofisarie al GnRH, le concentrazioni di LH scendono a valori 

non rilevabili e quindi non supportano la produzione di testosterone e sperma.  
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Reversibilità del trattamento con Deslorelina 

La durata dell'efficacia di 4,7 ‐ mg e 9,4 ‐ mg di deslorelina GnRH A ‐ SRI è compresa tra i 180 e 

i 400 giorni (Trigg et al., 2006). Per deslorelina GnRH A ‐ SRI da 4,7 mg, sono state riportate 

differenze nella durata dell'efficacia a seconda del peso corporeo del cane, con una durata media 

di circa 420 giorni (intervallo: 200-560 giorni) nei cani <10 kg ( dosaggio medio 0,76 mg 

deslorelina / kg, intervallo 0,54-1,32 mg deslorelina / kg), di circa 280 giorni (intervallo: 160-500 

giorni) nei cani tra i 10-25 kg (dose media 0,26 mg deslorelina / kg, intervallo 0,22-0,33 mg 

deslorelina / kg) e di circa 290 giorni (intervallo: 180-400 giorni) nei cani > 25 kg (media 0,15 mg 

di deslorelina / kg, 0,11-0,20 mg di deslorelina/kg) (Trigg et al., 2006). Tutti gli effetti indotti del 

GnRH A ‐ SRI sono considerati completamente reversibili, in quanto LH, FSH raggiungono le 

concentrazioni pre‐trattamento entro poche settimane dalla fine dell'efficacia o dalla rimozione 

dell'impianto (Goericke Pesch et al., 2017; Junaidi et al., 2003, 2009a; 2009b; Ludwig et al., 

2009). 

La spermatogenesi e la sovraregolazione dell'apparato steroidogenico si normalizzano 

rapidamente (Goericke Pesch et al., 2017) entro 9 settimane dopo la rimozione del GnRH A ‐ SRI 

(Goericke Pesch et al., 2017), mentre la qualità del seme normale si identifica fra 6 e 16 settimane 

dopo la fine dell'efficacia di un GnRH A ‐ SRI da 6 mg (Junaidi et al., 2003; Trigg et al., 2006).  
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4. MATERIALI E METODI 

 

4.1 Animali 

Per lo studio oggetto della presente tesi sono stati arruolati n. 31 cani maschi di proprietà, 

appartenenti a diverse razze ed età, di cui alcuni portati a visita presso l'Ospedale Veterinario 

Didattico dell'Università degli Studi di Messina, altri ospitati presso il canile rifugio “Millemusi” 

di Messina (ME) e/o presso il canile “Rifugio sanitario e per il ricovero di Petralia Sottana e 

Isnello” (PA). 

 Sebbene siano stati considerati idonei 31 cani, solo 23 sono stati inclusi nel presente 

studio, così come evidenziato nella Figura n. 2. 

 Successivamente un cane moriva per arresto cardiorespiratorio a causa di un’insufficienza 

cardiaca cronica e, pertanto, il gruppo DES risultava costituito da 10 cani e il gruppo CTR da 12 

animali. Le razze di cani incluse nei gruppi DES/CTR erano le seguenti: Pitbull (1/2), Pastore 

Tedesco (1/0), Labrador Retriever (2/1), Meticcio (2/6), Dogo Argentino (0/1), Jack Russell (2/0), 

Segugio (1/0), Beagle (1/0), Setter inglese (0/1). 
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Figura 2 - Diagramma di flusso relativo all’arruolamento dei cani 

 

I criteri scelti per l’inclusione nello studio sono stati:  

- la presenza di un titolo anticorpale superiore a 1:320 all’immunofluorescenza indiretta 

(IFAT) (cut off 1:80) (Mancianti et al., 1988);  

- l'evidenziazione diretta degli amastigoti di Leishmania spp. su strisci di aghi aspirati  

linfonodali;  

- la presenza di segni clinici e/o alterazioni degli esami di laboratorio secondo il sistema di 

classificazione del gruppo di studio LeishVet, indicativi della parassitosi (Solano-Gallego 

et al., 2011).  
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Sono stati esclusi dallo studio cani vaccinati per leishmaniosi e/o già trattati con allopurinolo, 

antimoniato di meglumina, miltefosina, domperidone, ciclosporina, glucocorticoidi ed integratori. 

Sono stati, inoltre, esclusi tutti gli animali con concomitanti patologie endocrine e malattie 

trasmesse da vettori quali l'ehrlichiosi (Ehrlichia canis) e la babesiosi (Babesia canis), 

diagnosticate tramite IFAT ed esame microscopico diretto su strisci di sangue intero.  

Lo studio era stato approvato dal Comitato Etico del Dipartimento di Scienze Veterinarie 

dell'Università degli Studi di Messina (approvazione n. 22 del 9/06/2018), previa sottoscrizione di 

un consenso informato da parte dei proprietari degli animali, nonché del direttore sanitario dei 

canili.  

 

4.2 Raccolta di campioni 

Per lo studio sono stati raccolti campioni di sangue, urine e linfonodali.   

I campioni di sangue sono stati raccolti tramite prelievo dalla vena giugulare o cefalica e posti in 

provette contenenti acido etilendiamminotetracetico (EDTA), litio eparina o provette con 

separatore di siero a seconda dei parametri da analizzare. 

I campioni di sangue dai quali si doveva ricavare il siero sono stati lasciati coagulare per 30 minuti 

a temperatura ambiente (20-25 °C) e centrifugati a 3.000 g × 20 minuti (ALC 4235 A, Milano, 

Italia). I campioni di siero ottenuti dopo la centrifugazione sono stati divisi in più aliquote e 

conservati a -20° C, fino al momento dell’analisi.  

I campioni di urine venivano prelevati, preferibilmente al mattino, esclusivamente tramite 

cistocentesi. 

Il materiale linfonodale per l’evidenziazione diretta del parassita (sotto forma di amastigoti 

all’interno del citoplasma dei macrofagi o liberi nel campione) veniva prelevato tramite ago-

aspirato linfonodale, in genere dai linfonodi prescapolari o poplitei. 

 

4.3 Valutazione clinica 
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Per la valutazione dei segni clinici attribuibili all’infezione da Leishmania è stato utilizzato un 

punteggio numerico, in accordo con quanto riportato da Solano-Gallego et al. (2011) (Tabella 4). 

 

4.4 Test di laboratorio 

Le valutazioni ematologiche includevano un esame emocromocitometrico completo, eseguito 

tramite contaglobuli automatico (Procyte Dx Hematology Analyzer, IDEXX Laboratories, Inc., 

Westbrook, USA). I parametri valutati erano: globuli rossi (Red Blood Cells, RBC), ematocrito 

(HCT), volume corpuscolare medio (Mean Corpsucolar Volume, MCV), concentrazione di 

emoglobina (HGB), emoglobina corpuscolare media (Mean Corpsucolar Heamoglobin, MCH), 

concentrazione di emoglobina corpuscolare media (Mean Corpsucolar Heamoglobin 

Concentration, MCHC), reticolociti, piastrine (Platelets, PLT), distribuzione del volume dei 

globuli rossi (Red cell Distribution Width, RDW), ampiezza di distribuzione delle piastrine 

(Platelets Distribution Width, PDW), volume piastrinico medio (Mean Platelet Volume, MPV), 

globuli bianchi (White Blood Cells, WBC) e conta differenziale dei globuli bianchi.  

I parametri biochimici, effettuati con Catalyst Dx (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, 

USA), includevano: alanina aminotransferasi (ALT), fosfatasi alcalina (ALP), glucosio (GLU), 

azoto ureico (BUN), proteine totali (PT), albumina (ALB), creatinina (CREA).  

L'urina, valutata entro 30 minuti dal prelievo, prevedeva un esame fisico-chimico e microscopico 

del sedimento urinario. Veniva, altresì, effettuata la valutazione del rapporto PU/CU (Catalyst Dx, 

Idexx). 

L'IFAT veniva eseguita utilizzando promastigoti di L. infantum fissati su vetrini multi-spot, 

prodotti dal C.Re.Na.L (IZS “A. Mirri”, Palermo, Italia), secondo la metodica descritta da Otranto 

et al. (2010). I campioni di siero venivano considerati positivi quando producevano una chiara 

fluorescenza a livello del citoplasma e della membrana degli amastigoti ad una diluizione di 1:80 

(Otranto et al., 2010), utilizzando coniugati specifici per la specie canina (anti-dog IgG, Sigma 

Aldrich, Milano, Italia). 
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Le concentrazioni sieriche di testosterone sono state dosate attraverso metodo immunologico 

basato sui principi del test ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) con sistema Mini VIDAS 

(BioMerieuxSA, Lione, Francia). 

 

4.5 Protocollo di trattamento 

I cani inclusi nello studio sono stati divisi in maniera random in due gruppi, gruppo controllo 

(CTR, n. 12) e gruppo deslorelina (DES, n. 10).  

I cani del gruppo CTR venivano trattati con allopurinolo (Allopurinolo®, Sandoz, S.P.A.), alla 

dose di 10 mg/kg p.c. PO BID per sei mesi, associato ad N-metilglucamina antimoniato iniettabile 

(Glucantime®, Boehringer Ingelheim Animal Health) alla dose di 50 mg/kg p.c. SC BID per 28 

giorni.  

I cani del gruppo DES, oltre ad essere trattati con allopurinolo e N-metilglucamina antimoniato, 

allo stesso dosaggio del gruppo CTR, venivano sottoposti ad un impianto sottocutaneo di 

deslorelina acetato (Suprelorin® Sc 4,7 mg, Virbac, Carros-Cedex, Francia), localizzato tra la parte 

inferiore del collo e l’area lombare secondo il bugiardino 

(https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/suprelorin-epar-product-

information_it.pdf). 

Su tutti gli animali arruolati veniva effettuata prima dell’inizio del trattamento (D0), al giorno 90 

(D90) e alla fine dello studio al giorno 180 (D180) una visita clinica con attribuzione del clinical 

score, nonché la valutazione del titolo anticorpale e delle concentrazioni di testosterone.  

 

4.6 Analisi statistica 

L'analisi statistica è stata eseguita utilizzando il pacchetto SPSS per Windows (versione 17.0, 

SPSS, Inc., Chicago, USA). È stata calcolata la media e la deviazione standard del clinical score 

(CS), del titolo sierologico IFAT e delle concentrazioni del testosterone, di cui è stata valutata la 

distribuzione normale dei dati parametrici, utilizzando il test D'Agostino-Pearson.  
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All’interno di ciascun gruppo è stata, altresì, valutata la differenza statisticamente significativa tra 

D0 vs D90 vs D180, relativamente alle variabili considerate (clinical score, titolo IFAT e 

concentrazione del testosterone) mediante il test Mann-Whitney.  

Per la determinazione della relazione tra le diverse variabili, è stato utilizzato il rank test di 

Spaerman. La significatività è stata fissata a P>0,05. 
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5. RISULTATI 

 

 Le caratteristiche di base della popolazione inclusa nello studio sono riportate in Tabella 

5. 

 Nessun effetto collaterale o avverso è stato riscontrato nel gruppo DES.  

 Al controllo basale (D0) non sono state riscontrate differenze statisticamente 

significative tra i due gruppi per quanto riguarda età media, temperatura, peso corporeo, score 

clinico ed concentrazione basali di testosterone (Tabella 5). 

Sette/10 (70%) dei cani appartenenti al gruppo DES erano inclusi nello stadio clinico IIa, 5/10 

(50%) dei cani nello stadio IIb e 3/10 (30%) nello stadio III, mentre 1/11 (9%) dei cani del gruppo 

CTR rientravano nello stadio IIa, 4/10 (36%) nello stadio IIb e 6/11 (54%) nello stadio III (gruppo 

di studio LeishVet). 

 Nessuna variazione significativa è stata registrata durante lo studio, invece, nella 

temperatura e nel peso corporeo in nessuno dei due gruppi. 

 Dopo 180 giorni dall’inserimento dell’impianto di deslorelina acetato è stato osservato 

uno score clinico significativamente più basso nel gruppo DES a D0 vs D90 (15,3 +/- 6,3 vs 7,7 

+/- 5,9; P=0,03), a D0 vs D180 (15,3 +/- 6,3 vs 2,8 +/- 4,3; P <0,01), a D90 vs D180 (7,7 +/- 5,9 

vs 2,8 +/- 4,3; P <0,01). Uno score clinico significativamente più basso è stato registrato nel gruppo 

DES rispetto al CTR a D90 e D180 (7,7 +/- 5,9 vs 9,1 +/- 4,3; P <0,01 e 2,8 +/- 4,3 vs 5,2 +/- 4,1; 

P <0,01 rispettivamente) (Grafico 1).  

 Una significativa riduzione dei livelli medi dei titoli sierologici (IFAT) è stata osservata 

nel gruppo DES durante lo studio (D0 vs D90, P = 0,05; D0 vs D180, P = 0,04; D90 vs D180, P = 

0,03) (Grafico 2). In particolare, confrontando i due gruppi, nel gruppo DES a D180 è stato 

riscontrato un titolo anticorpale medio significativamente inferiore rispetto al gruppo CTR 

(P=0.03). Inoltre, 6/10 (60%) cani appartenenti al gruppo DES mostravano una riduzione del titolo 

anticorpale di più di un quarto della diluzione.  
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 Una notevole riduzione dei livelli sierici di testosterone è stata osservata nel gruppo DES 

a D0 vs D90 (3,8 +/- 1,6 vs 0,18 +/- 0,45; P = 0,01), D0 vs D180 (3,8 +/- 1,6 vs 0,17 +/- 0,40; 

P=0,01) e D90 vs D180 (0,18 +/- 0,45 vs 0,17 +/- 0,40; P=0,01).  

 Nessuna variazione statisticamente significativa del testosterone è stata osservata nel 

gruppo CTR durante lo studio. 

 Non era infine evidenziabile nessuna correlazione staticamente significativa tra i clinical 

score, i livelli sierici di testosterone e i titoli sierologici (IFAT) all'interno dei due gruppi. 
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6. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

 

 I parassiti hanno sviluppato vari meccanismi di adattamento per sopravvivere all’interno 

dei mammiferi, come ad esempio l’evasione dal sistema immunitario e lo sfruttamento di molecole 

utili al loro sviluppo (Escobedo et al., 2004). Questi meccanismi transregolatori permettono ai 

parassiti di beneficiare direttamente delle sostanze ormonali e dei fattori di crescita prodotti 

dall’ospite, necessari per la rapida insorgenza dell’infezione parassitaria (Nava-Castro et al.,1997). 

  

 La resistenza del parassita può essere influenzata dall’interazione con l’ospite anche 

attraverso processi adattativi che hanno consentito al parassita di sfruttare il sistema endocrino 

dell’ospite per la sua sopravvivenza e crescita (Beckage, 1997). Le principali interazioni ospite-

parassita sono oggetto di un complesso sistema neurormonale, che vede coinvolti più ormoni. 

Esempio di questo complesso meccanismo è rappresentato dall’infezione da cisticerco (Taenia 

crassiceps), dove è stato evidenziato che i livelli di testosterone sono negativamente correlati alla 

riproduzione del parassita, alla sua proliferazione e alla sua sopravvivenza, suggerendo che gli 

androgeni esplicano un effetto tossico sul parassita (Ambrosio et al., 2015). Dunque, sembrerebbe 

che il testosterone abbia un effetto diretto sull’integrità del DNA del parassita, probabilmente 

attraverso meccanismi di apoptosi programmata (Escobedo et al., 2004, Ghansah et al., 2002). 

Altri esempi legati all’influenza degli ormoni sull’attività dei parassiti sono stati anche 

riportati per Schistosoma haematobium, per il quale è stata dimostrata l’inibizione della sua 

riproduttività indotta dal diidrotestosterone, metabolita biologicamente attivo del testosterone 

(Remoué et al., 2002). Allo stesso modo sono state descritte infezioni con quadri clinici più gravi 

in soggetti maschi rispetto alle femmine positive a Toxoplasma gondii e Plasmodium falciparum 

(Flegr et al., 2005) 

La leishmaniosi comprende un gruppo vario di patologie con diversi quadri clinici sia 

nell’uomo che nel cane, la cui manifestazione è strettamente correlata sia alle specie di leishmania 
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parassitante, quanto a fattori strettamente correlati allo stato generale dell’ospite (Roberts et al., 

2001). Infatti, in letteratura sono riportate numerose osservazioni dimostranti che l’età, cosi come 

il sesso possono influenzare il corso dell’infezione, potendo sia gli ormoni maschili quanto quelli 

femminili, modulare la resistenza e la suscettibilità all’infezione (Roberts et al., 2001). Cosi come 

alcuni studi (Alexander et al., 1988; Roberts et al., 1996) hanno determinato un ruolo 

preponderante della risposta di tipo Th1 e Th2 nella resistenza o suscettibilità all’infezione da 

Leishmania spp., allo stesso modo un ruolo fondamentale sarebbe svolto dagli ormoni sessuali 

(Roberts et al., 2001)  

Gli effetti degli ormoni sessuali non sono limitati agli organi riproduttori, ma si riflettono 

anche sulla risposta immunitaria sistemica dell’organismo. Gli ormoni associati al sesso e alla 

gravidanza influenzano, di fatto, la funzione di quasi tutta la popolazione delle cellule coinvolte 

nell’immunità; essi hanno effetti sulle cellule del sistema immunitario innato, come i mastociti, gli 

eosinofili, i macrofagi, le cellule dendritiche e le cellule Natural Killer, ma anche sulle cellule 

coinvolte nella risposta immunitaria adattativa, quali i linfociti T e B (Roberts et al., 2001). Dalla 

letteratura si evince come il testosterone sopprima le risposte immunitarie adattive indotte di tipo 

Th2 e Th17, sopprimendo le funzioni associate alla loro differenziazione. In accordo con i risultati 

di Foo et al. (2016), per quanto riguarda le risposte di Th2 e Th17 è stato riscontrato che il 

testosterone riduce sia le risposte anticorpali, che la proliferazione delle cellule B nei monociti ed 

aumenta la produzione della citochina di tipo 1 IL-12 (Posma et al., 2004).  

Nelle cellule dendritiche, che svolgono un ruolo importante nell'immunità umorale, il 

testosterone inibisce le citochine di tipo 2 IL-4, IL-10 e IL-13 (Hepworth et al., 2010) e le citochine 

Th17-inducenti quali IL-1 e IL-6 (Corrales et al., 2009). Inoltre, alcuni studi che hanno valutato 

gli effetti del testosterone sui granulociti suggeriscono un effetto inibitorio di questo ormone 

sessuale sui neutrofili (Bekesi et al., 2000). I nostri risultati hanno dimostrato un significativo 

miglioramento dei segni clinici e una significativa riduzione della risposta anticorpale nel gruppo 

trattato con la deslorelina acetato rispetto al gruppo di controllo, ponendosi in accordo con quanto 
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pubblicato ad oggi nell’uomo e in medicina sperimentale, sul paradigma esistente fra infezione da 

Leishmania spp. e ormoni sessuali. Esiste un consenso generale che l’immunità protettiva nei 

confronti di Leishmania spp. risulta essere correlata alla produzione di IL-12 da parte dei 

macrofagi e dalla produzione di IFN- da parte delle cellule Natural killer (NK) e dei linfociti 

CD4+ Th1. L’IFN- esplica la sua protezione attraverso il rilascio di ossido nitrico (NO), che 

svolge attività parassiticida.  

Contrariamente, ancora poco chiari e documentati sono i meccanismi con cui si instaura il 

processo di guarigione, nonostante alcuni studi abbiano suggerito un ruolo cruciale nella risposta 

Th2, collegata ad un deficit nella produzione di IFN- e IL-12, e conseguentemente ad una 

maggiore suscettibilità all’infezione (Roberts et al., 2001). Ad ogni modo, qualunque siano gli 

specifici processi che regolano il diverso tipo di risposta immunologica in corso di Leishmania 

spp., sembrerebbe che gli ormoni sessuali possano influenzare la risposta immunitaria, rendendo i 

maschi più suscettibili alla malattia (de Beer et al.,1991; Jahn et al.,1996; Zaffaroni et al.,1999). 

 Ciò è chiaramente riportato in uno studio sperimentale effettuato nel topo, dove 

similarmente a quanto da noi riportato, l’orchiectomia determinava una maggiore resistenza nei 

maschi rispetto alle femmine nei confronti di Leishmania major (Mock et al., 1988). 

Contrariamente, è stato riportato come topi di sesso femminile, sperimentalmente infettati con 

Leishmania mexicana, erano più resistenti all’infezione (Alexander et al., 1988), suggerendo che 

la maggiore predisposizione dei maschi rispetto alle femmine a sviluppare la malattia sarebbe da 

ricondurre alla capacità di queste ultime di produrre IFN- attraverso una risposta di tipo Th1 

(Satoskar et al., 1998; 1995). Un lavoro di Kobets et al. (2012) ha studiato le interazioni tra 

genotipo, differenze dipendenti dal sesso e risposte specie-specifiche in corso di infezione da 

Leishmania spp. (L. major e L. tropica) su modello murino. I risultati del suddetto studio hanno 

dimostrato che le femmine di topo infettate sperimentalmente hanno sviluppato piccole lesioni 

cutanee che sono poi regredite spontaneamente, mentre i maschi, pur non mostrando lesioni 

cutanee di grande entità, morivano per la maggior parte entro le 18 settimane. Infatti, si è visto che 
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le lesioni cutanee delle femmine non erano correlate alla carica parassitaria presente nei linfonodi 

drenanti, ma piuttosto ad altri fattori dell’ospite, come alcuni mediatori dell’infiammazione.  

 In Messico e in Colombia i dati raccolti da alcuni studi documentano una maggiore 

incidenza di leishmaniosi cutanea nei maschi rispetto alle femmine (Munoz & Davies, 2006). 

Anche i dati raccolti in Brasile mostrano che i maschi sviluppano manifestazioni cutanee più 

frequentemente delle femmine (Brilhante et al., 2017; Turetz et al., 2002). Inoltre, uno studio 

eseguito in Brasile ha evidenziato un aumento della CL nei maschi rispetto alle femmine di età 

inferiore ad un anno (Johannsen et al., 2018). La predominanza nei bambini maschi potrebbe 

essere associata ad un aumento transitorio post-natale dei livelli di ormoni steroidei (Johannsen et 

al., 2018). I dati complessivi mostrano che la prevalenza di leishmaniosi cutanea nei soggetti di 

genere maschile aumenta nella pubertà, raggiunge i livelli più alti nell’età adulta e diminuisce in 

età geriatrica.   

 Per quanto riguarda la leishmaniosi viscerale (L. panamensis) è stato intrapreso uno 

studio su topi maschi trattati con estrogeni e femmine trattate con testosterone dal quale si è 

concluso che le lesioni erano più pronunciate negli animali trattati con il testosterone, mentre in 

quelli trattati con estrogeni non si sono evidenziati effetti rilevanti. Inoltre, le lesioni dovute a L. 

panamensis si sviluppavano solo nei maschi adulti che avevano raggiunto la maturità biologica.  

Concludendo, sulla base di quanto suesposto, i nostri risultati supportano il possibile 

utilizzo della deslorelina acetato quale adiuvante nel trattamento della leishmaniosi nel cane 

maschio e, di conseguenza, il suo possibile impiego nel trattamento multimodale della malattia 

(Oliva et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2011).  

Tabella 1. Segni clinici in corso di leishmaniosi canina (Paltrinieri et al., 2010, modificato) 
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E.O.G. • Stato di nutrizione scadente fino alla cachessia  

• Ipotrofia muscolare 

• Letargia 

• Pallore delle mucose  

• Aumento di volume da lieve a moderato dei linfonodi esplorabili 

• Onicogrifosi 

• Facies da vecchio 

• Febbre  

• Epistassi 

E.O.P. • Epato-splenomegalia 

• Zoppie e tumefazioni articolari 

Lesioni 

cutanee e 

muco-

cutanee 

• Dermatite desquamativa (localizzata/generalizzata) 

• Dermatite ulcerativa con aspetto e distribuzione variabili  

• Dermatite nodulare/papulare 

• Lesioni nasali simil-lupus/pemfigo 

• Ipercheratosi naso-digitale  

Lesioni 

oculari 

diffuse e/o 

nodulari 

• Blefariti 

• Congiuntiviti 

• Cheratocongiuntiviti  

• Cheratiti 

• Uveiti 

• Cheratouveiti 

• Episclerite e sclerite diffusa e/o nodulare 

• Glaucoma  

• Panoftalmite 

• Lesioni orbitali granulomatose, miositi dei muscoli estrinseci  

Altre • Gastro-intestinali 

• Neurologiche 
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Tabella 2. Stadi della malattia (Solano-Gallego et al., 2009) 

 

STADIO SIEROLOGIA SEGNI CLINICI ALTERAZIONI DI 

LABORATORIO 

STADIO I 

MALATTIA  

LIEVE 

Livelli degli 

anticorpi 

negativi o bassi 

Segni clinici lievi come 

linfoadenomegalia o dermatite 

papulare 

Di norma non sono 

osservate anomalie 

clinico patologiche 

Profilo renale 

normale: creatinina 

<1,4 mg/dl; non-

proteinurico: PU/CU < 

0,5 

STADIO II 

MALATTIA 

MODERATA 

 

Livelli di 

anticorpi da 

bassi ad alti 

Cani che, oltre ai segni clinici 

elencati nello stadio I, possono 

presentare: lesioni cutanee 

diffuse o simmetriche come 

dermatite 

esfoliativa/onicogrifosi, ulcere 

(piano nasale, cuscinetti, 

prominenze ossee, giunzioni 

mucocutanee), anoressia, 

perdita di peso, febbre, ed 

epistassi 

Anomalie clinico 

patologiche come 

leggera anemia non 

rigenerativa, 

iperglobulinemia, 

ipoalbuminemia, 

sindrome da 

iperviscosità ematica.  

Sottostadi 

a) Profilo renale 

normale: creatinina 

<1,4 mg/dl; non-

proteinurico: PU/CU 

<0,5 

b) Creatinina <1,4 

mg/dl; PU/CU = 0,5-1 

STADIO III 

MALATTIA  

GRAVE 

Livelli di 

anticorpi da 

medi ad alti 

Cani che, oltre ai segni elencati 

negli stadi I e II, possono 

presentare segni causati da 

lesioni da immunocomplessi: 

vasculite, artrite, uveite e 

glomerulonefrite. 

- Anomalie clinico 

patologiche elencate 

nello stadio II. 

- Insufficienza renale 

cronica, stadio 1 IRIS 

con PU/CU >1 o stadio 

2 (creatinina 1,4-2 

mg/dl) 

STADIO IV 

MALATTIA  

MOLTO  

GRAVE  

Livelli 

anticorpali da 

medi ad alti 

Cani con i segni clinici elencati 

nello stadio II. 

Tromboembolismo polmonare, 

o sindrome uremica e stadio 

finale della malattia renale 

- Anomalie clinico 

patologiche elencate 

nello stadio II 

- Insufficienza renale 

cronica, stadio 1 IRIS 

con PU/CU >1 o stadio 

2 (creatinina 1,4-2 

mg/dl) 
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Tabella 3. Stadi della malattia secondo il CLWG (Canine Leishmaniasis Working Group) 

 

A Esposto Cane senza alterazioni clinico-patologiche dimostrabili, nel quale i 

test diagnostici parassitologici risultino negativi ma siano 

evidenziabili titoli anticorpali specifici, non superiori a 4 volte il 

valore soglia del laboratorio di riferimento. I cani esposti solitamente 

soggiornano o hanno soggiornato in un'area dove è accertata la 

presenza dei flebotomi 

B 

 

Infetto  Cane senza alterazioni clinico-patologiche dimostrabili, nel quale è 

possibile mettere in evidenza il parassita, con metodi diretti 

(microscopia, coltura o PCR) e con metodi indiretti (presenza di 

anticorpi specifici). 

C Malato Cane infetto, nel quale sia dimostrabile qualunque alterazione 

clinico-patologica riferibile a leishmaniosi e nel quale sia 

dimostrabile il parassita o titoli anticorpali superiori a 4 volte il 

valore soglia del laboratorio di riferimento 

D Malato con 

quadro clinico 

grave 

Cane malato affetto da: (I) nefropatia proteinurica; (II) insufficienza 

renale cronica; (III) gravi malattie oculari che possono comportare la 

perdita funzionale e/o richiedano terapie immuno-soppressiva; (IV) 

gravi malattie articolari che possano invalidare la funzione motoria 

e/o richiedano terapie immuno-soppressiva. 
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Tabella 4. Clinical score utilizzati per valutare le variabili a D0, D90 e D180. 

SEGNI CLINICI  SCORE 

0 1 2 3 

APPETITO Normale Leggermente 

ridotto 

Ridotto 

notevolmente 

Anoressia 

APATIA Assente Lieve Grave Prostrato 

POLIDIPSIA Assente Assunzione di 

acqua tra 60-100 

ml/kg p.c./die 

Assunzione di 

acqua tra 100-

200 ml/kg 

p.c./die 

Assunzione di 

acqua superiore a 

200 ml/kg p.c./die 

ATROFIA DEI MUSCOLI 

TEMPORALI 

Assente Lieve Grave Muscoli temporali 

non visibili 

ATROFIA MUSCOLARE 

GENERALIZZATA  

Assente Lieve Grave Cachessia 

LINFOADENOMEGALIA  - 1-2 Linfonodi 

aumentati di 

volume 

Più di 2  

aumentati di 

volume 

Linfoadenomegalia 

generalizzata 

SPLENOMEGALIA - - Splenomegalia - 

CONGIUNTIVITE O 

BLEFARITE 

Assente Lieve 

Monolaterale 

Bilaterale\Grave 

monolaterale 

Grave Bilaterale 

CHERATITE\UVEITE Assente Lieve 

Monolaterale 

Bilaterale\Grave  

monolaterale 

Grave Bilaterale 

MUCOSE 

OCULOCONGIUTIVALI 

Assente Lievemente 

pallide 

Moderatamente 

pallide 

Porcellanacee 

MUCOSA ORALE Normale Presenza di 1 o 

2 piccole ulcere 

e\o noduli 

Noduli con meno 

di 1\4 di 

superfice 

ulcerata 

Noduli con più di 

1\4 di superfice 

ulcerata 

MUCOSA NASALE Normale - Epistassi - 

APPARATO GASTRO-

ENTERICO 

Normale Vomito\diarrea 

occasionale 

Vomito\diarrea 

frequente, 

occasionale 

presenza di 

ematochezia 

Vomito\diarrea o 

ematochezia 

frequente con 

costante presenza 

di ematochezia 

ARTRITE Assente 1 sola 

articolazione 

interessata 

Poliartrite 

localizzata ad un 

solo arto 

Poliartrite 

localizzata in più 

arti 

ERITEMA CUTANEO Assente Presente in 

meno del 10% 
della superfice 

corporea o 

eritema cutaneo 

lieve 

Presente in meno 

del  25% della 
superfice 

corporea o 

eritema cutaneo 

moderato 

Presente in più del 

25% della superfice 
corporea 

ULCERE CUTANEE Assente Presenza di 1 o 

2 ulcere 

Presenza di 3-5 

ulcere 

Presenza di più di 5 

ulcere 

NODULI CUTANEI Assente Presenza di 1 o 

2 noduli 

Presenza di 3- 5 

noduli 

Presenza di più di 5 

noduli 

ALOPECIA +\- 

RIDIMENSIONATA 

\SFOLIAZIONE 

Assente Presente in 

meno del 10% 

della superfice 

corporea o 

alopecia 

Presente in meno 

del 25% della 

superfice 

corporea o 

alopecia 

Presente in più del 

25% della superfice 

corporea 
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Tabella 5. Caratteristiche basali dei cani inclusi nello studio, espresse come media +/- 

deviazione standard. 

 

Variabile DES CTR P-value 

Età (mesi) 58,7 +/-29,3 62,6 +/-1,81 0,94 

Clinical Score  14,8+/-5,8 11,2+/-5,2 0,82 

Temperatura 

corporea (C°) 

39,4+/-0,8 39,6+/-0,81 0,46 

Peso (Kg) 18,6+/-10,4 21+/-8,4 0,79 

Testosterone ng/ml 3,8 +/- 1,6 4,2+/-2,1 0,89 

 

 

 

Grafico 1 - Clinical score medio per ciascun gruppo al giorno 0 (D0), a 90 (D90) 

e 180 giorni (D180). 
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Grafico 2 - Valori medi del titolo anticorpale (IFAT) per ciascun gruppo al 

giorno 0 (D0), a 90 (D90) e 180 giorni (D180). 
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(2014). Evidence of Leishmania infantum infection in rabbits (Oryctolagus cuniculus) in a 

natural area in Madrid, Spain. BioMed Research International, 318254. 

67) Ghansah TJ, Ager EC, Freeman-Junior P, Villalta F, Lima MF (2002). Epidermal growth 

factor binds to a receptor on Trypanosoma cruzi amastigotes inducing signal transduction 

events and cell proliferation. The Journal of Eukaryotic Microbiology, 49:383-390. 

68) Gharbi M, Mhadhbi M, Rejeb A, Jaouadi K, Rouatbi M, Darghouth MA(2015). 

Leishmaniosis (Leishmania infantum infection) in dogs .Revue Scientifique et Technique 

de l’OIE, 34(2): 613-626. 

69) Giger U, Oakley DA, Owens SD, Schantz P (2002). Leishmania donovani transmission by 

packed RBC transfusion to anemic dogs in the United States. Transfusion, 42:381–383. 

70) Giudice E, Passantino A (2011). Detection of Leishmania amastigotes in peripheral blood 

from four dogs short communication. Acta Veterinaria Hungarica, 59:205–213.  



 46 

71) Goericke Pesch S (2017). Long-term effects of GnRH agonists on fertility and behaviour. 

Reproduction in Domestic Animals, 52:336–47. 

72) Gomes YM, Paiva Cavalcanti M, Lira RA, Abath FG, Alves LC (2008). Diagnosis of 

canine visceral leishmaniasis: biotechnological advances. Veterinary Journal, 175: 45-52.  

73) Gradoni L, Pizzuti R, Scalone A, Russo M, Gramiccia M, di Martino L, Pempinello R, 

Gaeta GB(1996) Recrudescence of visceral leishmaniasis unrelated to HIV infection in the 

Campania. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 

90(3):234-235. 

74) Guerin PJ, Olliaro P, Sundar S, Boelaert M, Croft SL, Desjeux P, Wasunna MK, Bryceson 

AD (2002).Visceral leishmaniasis: current status of control, diagnosis, and treatment, and 

a proposed research and development agenda. Lancet Infectious Diseases, 2(8):494-501. 

75) Hasselquist, D (2007). Comparative immunoecology in birds: hypotheses and tests. 

Journal of Ornithology, 148:S571–S582.  

76) Hepworth, MR., Hardman, MJ., Grencis, RK (2010). The role of sex hormones in the 

devel- opment of Th2 immunity in a gender-biased model of Trichuris muris infection. 

European Journal of Immunology, 40:406–416.  

77) Holzmuller P, Cavaleyra M, Moreaux J, Kovacic R, Vincendeau P, Papierok G, Lemesre 

JL (2005). Lymphocytes of dogs immunised with purified excreted- secreted antigens of 

Leishmania infantum co-incubated with Leishmania infected macrophages produce IFN 

gamma resulting in nitric oxide-mediated amastigote apoptosis. Veterinary Immunolology 

and Immunopathology, 106: 247-257. 

78) Hosein S, Blake DP, Solano-Gallego L (2017). Insights on adaptive and innate immunity 

in canine leishmaniosis. Parasitology, 144(1): 95-115.  

79) Hou J, Zheng WF(1988). Effect of sex hormones on NK and ADCC activity of mice. 

International Journal of Immunopharmacology, 10:15–22.  

80) Jahn A, Lelmett JM, Diesfeld HJ (1996). Seroepidemiological study on kala-azar in 

Baringo District, Kenya. The Journal of tropical medicine and hygiene, 89:91–96.  

81) Johannsen TH, Main KM, Ljubicicetal ML (2018). Sex differences in reproductive 

hormones during mini-puberty in infants with normal and disordered sex development. 

Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 103: 3028–3037.  

82) Jones LA, Anthony JP, Henrique FL, Lyons RE, Nickdel MB, Carter KC, Alexander J, 

Roberts CW (2008). Toll-like receptor-4-mediated macrophage activation is differentially 

regulated by progesterone via the glucocorticoid and progesterone receptors. Immunology, 

125:59–69.  



 47 

83) Junaidi A, Williamson PE, Cummins JM, Martin GB, Blackberry MA, Trigg TE (2003). 

Use of a new drug delivery formulation of the gonadotrophin-releasing hormone analogue 

Deslorelin for reversible long-term contraception in male dogs. 

Reproduction, Fertility and Development, 15:317–22.  

84) Junaidi A, Williamson PE, Martin GB, Blackberry MA, Cummins JM, Trigg TE (2009). 

Dose-response studies for pituitary and testicular function in male dogs treated with the 

GnRH superagonist, Deslorelin. Reproduction in Domestic Animals,44:725–34.  

85) Junaidi A, Williamson PE, Trigg TE, Cummins JM, Martin GB (2009). Morphological 

study of the effects of the GnRH superagonist deslorelin on the canine testis and prostate 

gland. Reproduction in Domestic Animals, 44:757–63.  

86) Kanda N, Tamaki K (1999). Estrogen enhances immunoglobulin production by human 

PBMCs. Journal of Allergy and Clinical Immunology, 103, 282–288.  

87) Kanda N, Tsuchida T, Tamaki K (1996). Testosterone inhibits immunoglobulin produc- 

tion by human peripheral blood mononuclear cells. Clinical & 

Experimental Immunology,106: 410–415. 

88) Karkamo V, Kaistinen A, Nareaho A, Dillard K, Vainio-Siukola K, Vidgrén G, 
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