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Parte generale



Capitolo 1

I tumori nasali nel cane

1.1 Introduzione

| tumori delle cavita nasali e dei seni frontali nella specie canina sono relativa
mente infrequenti, con un’'incidenza dell’ 1-2.5% sulla totalita delle affezioni
neoplastiche diagnosticabili in questa specie [Patnaik et al, 1989]. Circal’ 80%
di questi tumori € maligno e il 60-75% é di origine epiteliale [Legendre et al,
1983; Patnaik et al, 1989]. Nel cane, I'adenocarcinoma (ACA) é I'istotipo piu
frequente, seguito dal carcinoma squamocellulare (SCC), carcinoma a cellule di
transizione (TCC) e carcinoma indifferenziato [MacEwen et al, 1977; Patnaik
et al, 1989]. Osteosarcoma, condrosarcoma e fibrosarcoma sono i tumori me-
senchimali piu diffusi [Patnaik et al, 1989; MacEwen et al, 1977]. Raramente
vengono diagnosticate altre tipologie neoplastiche quali tumori rotondocellulari
(linfoma, tumore venereo trasmissibile e mastocitoma) o melonoma [Patnaik et
al, 1989; Ginel et al, 1995; Kaldrymidou et al, 2000; Naganobu et al, 2000].

1.2 Comportamento biologico

| tumori nasali si sviluppano principalmente in cani di eta compresa tra 8.7 e
10.7 anni; le razze dolicocefale di taglia medio-grande e i soggetti di sesso ma-
schile sembrano predisposti all’insorgenza di questo genere di neoplasie [Pat-
naik et al, 1989; Hayes et al, 1982]. Le razze dolicocefale risultano maggior-
mente a rischio a causa della conformazione delle vie aeree nasali, piu lunghe e
articolate rispetto a quelle del brachicefali. La maggiore complessita della re-
gione dei turbinati nasali di queste razze comporta, infatti, un aumento della
turbolenza dell’ aria e una maggiore superficie esposta alla deposizione delle
particelle inalate [Wilson, Dungworth, 2002; Hayes et al, 1982 ]. Divers studi
epidemiologici, infatti, supportano I’evidenza di un ruolo eziopatogenetico



svolto dalle polveri ambientali e dal fumo di tabacco [Bukowski et al, 1998;
Reif et al, 1998]. E stato suggerito, infatti, che |'esposizione cronica ad inqui-
nanti ambientali quali fumo passivo di sigaretta, polvere di legno e/o tossine
provenienti da impianti industriali possa essere un possibile fattore predispo-
nente neli cani che trascorrono gran parte del loro tempo in ambienti urbani
[Bukowski et al, 1998; Reif et al, 1998].

Nello sviluppo delle neoplasie endonasali del cane e stato ipotizzato anche un
possibile ruolo svolto dall’infiammazione cronica delle vie nasali, come ad
esempio a seguito di infezione da Aspergillus app o0 come risposta a trattamen-
to delle stesse con clotrimazolo [Greci et al, 2009].

Numerosi studi sono stati condotti per rilevare possibili meccanismi molecolari
associati alla genesi dei tumori endonasali. In uno studio, € stato riscontrato
I"accumulo della proteina nucleare p53 in circa il 60% degli adenocarcinomi
nasali del cane osservati, suggerendo che, la sovraespressione del suo inibitore
potrebbe avere un ruolo nella genesi tumorale [Gamblin et al, 1997]. Diversi
studi hanno riscontrato una up-regulation di enzimi, quali ciclossigenasi-2
(COX-2) e di fattori di crescita epiteliale e vasale (epidermal growth factor,
EGF; vascular endothelial growth factor, VEGF) nei tumori endonasali, in par-
ticolare negli istotipi epiteliali. L’ espressione della COX-2 appare correlata ad
una maggiore aggressivita del tumore, a soppressione dell’ apoptosi cellulare, ad
una piu efficace angiogenesi e marcata stimolazione della riproduzione delle
cellule neoplastiche [Borzacchiello et al, 2004; Kleiter et al, 2004; Belshaw et
al, 2010]. EGF e VEGF sono due fattori di crescitaa quali e stato attribuito un
importante ruolo nella carcinogenesi [Shiomitsu et al, 2009]. A questa parte
viene dedicata ampia trattazione nel capitolo 2, acui si rimanda.

| tumori nasali sono caratterizzati da elevata aggressivita locale e metastatizza-
no a carico dei linfonodi regionali (retrofaringei mediali, mandibolari e cervica-
li superficiali) e/o a distanza (principalmente alivello polmonare) in tempi piut-
tosto lunghi durante il decorso della patologia [Patnaik et al, 1989; Henry et al,
1998; Northrup et al, 2001]. Nella maggior parte del cani la causa di morte €,
tuttavia, la progressione locale della neoplasia piuttosto che i secondarismi a di-
stanza che raramente danno sintomi clinici importanti [Patnaik et al, 1989; Nor-
thrup et al, 2001]. Al momento della diagnos, la percentuale di cani con malat-
tia metastatica variadallo 0% al 12.5%, per poi arrivare a 41- 45% del soggetti
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con carcinomi nasali in fase avanzata [Patnaik et al, 1989; Theon et al, 1993].
Siti di metastasi meno comuni sono rappresentati da 0ssa, reni, fegato, pelle ed
encefalo [Hahn et al, 1990; Hahn et al, 1997; Northrup et al, 2001].

1.3 Presentazione clinica

Le neoplasie nasali originano solitamente dalla porzione aborale delle cavita, in
prossimita della lamina cribrosa dell’ etmoide. Piu raramente il loro sito di ori-
gine é rappresentato dal seno frontale. Di solito questi tumori hanno una cresci-
ta lenta e piuttosto infiltrante, frequentemente risultano monolaterali @ momen-
to della diagnosi, ma tendono a distruggere il setto nasale, con invasione della
cavita controlaterale e delle strutture adiacenti (cavita retrobulbare, orale e in-
tracranica). Queste caratteristiche portano ad un’insorgenza piuttosto subdolain
guanto, nelle prime fasi dello sviluppo tumorale, il paziente non presenta evi-
denti sintomi clinici riconducibili alla patologiain corso con il risultato, in mol-
ti cadl, di ritardare la diagnosi corretta. In media, la durata dei sintomi clinici
prima di arrivare alla diagnosi di neoplasia nasale é di circa 3 mesi [MacEwen
et al, 1977]. Il motivo per il quale ala comparsa dei primi segni clinici non fa
seguito una diagnosi definitiva e che tali sintomi sono facilmente confusi con
quelli di altre affezioni delle vie respiratorie superiori. Diagnosi differenziali
includono riniti batteriche o fungine (e.g. aspergillosl), riniti idiopatiche, emor-
ragie nasali, disordini della coagulazione a diversa eziologia, traumi, corpi
estranel in cavita nasale, osteomieliti, ascessi periodontali e malattie parassitarie
(e.g. ehrlichios e leishmaniosi) [Turek e Lana, 2007]. Da ricordare che, oltre
alla neoplasia, non € raro riscontrare la presenza di una o piu patologie conco-
mitanti, principalmente di natura infettiva. Questo spiegherebbe il fatto che, in
anamnesi, non di rado il proprietario riferisca di una remissione parziae della
sintomatologia clinica in seguito a terapia sintomatica con antibiotici, antin-
fiammatori non steroidei 0 steroidi. Questo € dovuto principalmente ad una
temporanea  risoluzione delle infezioni  batteriche secondarie e
dell’infiammazione dei tessuti perilesionali.

In generale, in pazienti con neoplasie nasali i sintomi clinici piu frequenti sono i
seguenti [Madewell et al, 1976; Patnaik et al, 1989]:



Secrezione nasale, unilaterale o bilaterale, di tipo sieroso, mucopurulen-
to, o con striature ematiche, inizialmente monolaterale ma diventa bila-
terale a seguito della progressione neoplastica

Epistassi, emissione di sangue dal naso, che di solito e intermittente e
progressiva, unilaterale o bilaterale

Starnuti €/o reverse sneezing (starnuto inverso)

Respirazione stertorosa fino a gravi difficolta respiratorie (dispnea) nei
cas di grave ostruzione del flusso d ariain entrambe le narici

Epifora (lacrimazione eccessiva) dovuta ad ostruzione meccanica del
dotto nasolacrimale

Esoftalmo, in seguito a coinvolgimento della cavita retrobulbare da parte
dellaneoplasia

Deformita facciale, dovuta alisi delle ossa della cavita nasale e invasio-
ne del tessuto sottocutaneo

Deformazione del palato duro

Raramente s osservano segni neurologici dovuti all’invasione neopla-
stica, attraverso lalamina cribrosa dell’ etmoide, della cavita cranica. Tra
questi quelli di pil comune riscontro sono cambiamenti nel carattere,
deficit visivi e atassia, fino a segni piu avanzati come crisi convulsive,
Ccecita, stupore e stato comatoso

Dolore ala palpazione dellaregione frontale o all’ apertura della bocca
Raramente presenza di fistolizzazioni

La sintomatologia clinica ha un carattere progressivo e diventa sempre piu evi-

dente man mano che aumenta |’ invasione delle vie respiratorie superiori e delle

strutture circostanti. Tali condizioni incidono gravemente sulla qualita di vita

dell’animale e, nel caso in cui il tumore non venga trattato, il paziente viene sot-

toposto ad eutanasia nel giro di poco tempo. Nello studio condotto da Rassnick

et al (2006) venivano considerati 139 cani con carcinoma nasale non sottoposti

ad acun trattamento. |l tempo di sopravvivenza mediano riportato per questi

pazienti eradi 95 giorni e la maggior parte di questi venivano sottoposti ad eu-
tanasia per progressione locale dellalesione [Rassnick et al, 2006].
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1.4 Diagnosi e stadiazione

Una diagnosi presuntiva di neoplasia nasale si puo formulare sulla base dei dati
anamnestici, dei segni clinici e delle indagini di diagnostica per immagini effet-
tuati ma, in ogni caso, deve essere supportata da una conferma istopatol o-
gica. Accertamenti quali esami ematici completi e test sierologici per le princi-
pali patologie infettive, volti ad escludere altre patologie, devono eseguirsi in
primaistanza e in tempi brevi. In caso di scolo mucopurulento, € utile effettuare
un tampone nasale con esame colturale ed antibiogramma, a fine di individuare
in maniera precisa e tempestiva |’ agente eziologico infettante e I’ antibiotico mi-
rato. Se il cane presenta una storia di epistassi spontanea di origine sconosciuta,
sara necessario effettuare anche un profilo coagulativo volto ad accertare even-
tuali disordini della coagulazione.

Fondamentali risultano gli esami diagnostici che consentono di valutare |’ esatta
estensione e localizzazione della neoplasia e di effettuare un prelievo mirato
dellalesione, utile per giungere ad una diagnosi istologica precisa.

Lo studio radiografico del cranio viene solitamente effettuato in pazienti con
segni clinici riferibili a problematiche croniche a carico delle cavita nasali. Tale
metodica pud fornire informazioni importanti in caso di neoplasie in stadi avan-
zati, evidenziando aterazioni caratteristiche delle cavita nasali, quali aumento
della densita al’interno di una o entrambe le cavita nasali €/0 scomparsa della
trama trabecolare con eventuale lisi dell’ 0sso vomere e del setto nasale. Tali re-
perti si apprezzano principa mente nella proiezione ventro-dorsale a bocca aper-
ta (open-mouth view) per la realizzazione della quale € necessario porre
I’animale in anestesia generale. Meno ricca di informazioni € la proiezione late-
ro-laterale, sicuramente parte integrante ma non fondamentale dello studio ra-
diografico, che deve essere invece costantemente perfezionato con |’ esecuzione
della proiezione rostro-caudale per i seni frontali (sky-line view). In caso di
neoplasia, questa proiezione rivela una densita omogenea del seno frontale
omolaterale riferibile alla presenza di muco nel seno stesso, in quanto il dre-
naggio verso la cavita nasale e impedito dalla presenza del tessuto neoplastico.
L’ esame radiografico del torace e utile complemento dell’indagine, nonostante
lagiacitatararita delle metastasi atalelivello.

Anche in medicina veterinaria € sempre piu diffuso il ricorso atecniche di dia
gnostica per immagini avanzate quali esami tomografici computerizzati (TC) o



di risonanza magnetica (RM) che, per questo tipo di neoplasie, localizzate in
aree complesse con sovrapposizioni di piani, sono di superiore valore diagno-
stico rispetto ala radiologia tradizionale [Thrall et al, 1989; Park et al, 1992;
Saunders et al, 2003]. La possibilita di ottenere immagini trasversali, senza
I"inconveniente della sovrapposizione di strutture, tipica della radiologia, per-
mette di identificare con precisione entrambe le cavita nasali, la sede, la dimen-
sione dellalesione e di visualizzare i rapporti che esse contraggono con le strut-
ture vicine, fondamentale ai fini di un’adeguata pianificazione terapeutica
[Thrall et al, 1989; Park et al, 1992; Saunders et al, 2003]. In particolare, me-
diante esame TC e possibile vautare I'integrita della lamina cribrosa
dell’etmoide e I’ eventuale invasione della cavita intracranica da parte della le-
sione, riscontro importante ai fini di una valutazione prognostica. Altre caratte-
ristiche riscontrabili di solito in caso di neoplasia nasale, quali lisi delle ossa li-
mitrofe, invasione del tessuto sottocutaneo e/o retrobulbare sono valutabili in
maniera precisa con questa metodica [Burk RL, 1992]. Inoltre, I’esame TC ri-
sulta un’indagine piu accurata nel differenziare le lesioni neoplastiche dalle ri-
niti micotiche, entrambe considerate patologie croniche delle cavita nasali
[Saunders et al, 2003]. Mediante un unico studio tomografico, é possibile valu-
tare lalesione primaria ed effettuare laricerca di eventuali lesioni metastatiche.
La somministrazione del mezzo di contrasto iodato consente di visualizzare in
maniera accurata la componente vascolare della lesione, valutare i rapporti che
guesta contrae con le strutture adiacenti e permette di identificare lesioni altri-
menti non distinguibili dai tessuti circostanti [Kuehn et al, 2006]. Infine, laTC
risulta particolarmente utile ai fini di un’ adeguata pianificazione computerizzata
radioterapica (vedi oltre) e sempre piu frequentemente anche in medicina vete-
rinaria, viene utilizzata per valutare in maniera obiettiva la risposta ottenuta alle
differenti terapie proposte e per monitorare tale risultato nel tempo (follow-up).

AnchelaRM é un’indagine diagnostica eseguitain presenza di neoplasie nasali,
in particolare nel caso in cui I'animale presenti una sintomatologia neurologica
(cris  epilettiche, ottundimento del sensorio, abbattimento) dovuta ad
un’ eventuale compressione cerebrale da parte della massa. Tale metodica con-
sente di valutare al meglio I’ entita della compressione cerebrale in caso di coin-
volgimento della lamina cribrosa e invasione della cavita intracranica. In gene-
rale, laRM hauna risoluzione di contrasto maggiore per i tessuti molli, mentre
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la TC ha una maggiore risoluzione spaziale ed € piu accurata nell’ evidenziare
un eventuale coinvolgimento osseo. In alcuni studi, tali metodiche sono state
messe a confronto con I'intento di individuare la piu accurata per la diagnosi di
neoplasia endonasale. In particolare, in un lavoro € emerso che laRM é preferi-
bile per differenziare |e aree a contenuto fluido da quelle costituite da tessuti so-
lidi, mentre la TC e superiore nel mettere in evidenza la presenza di aree litiche
a carico delle ossa prossime alla lesione; tuttavia, entrambe sono in grado di
identificare anormalita a carico dei seni frontali [Drees et al, 2009]. In assenza
di coinvolgimento della cavita intracranica, le due metodiche non s differen-
ziano significativamente tra loro; pertanto, la TC € ad oggi considerata soddi-
sfacente per lo studio delle neoplasie nasali e dei seni paranasali del cane [Drees
et al, 2009].

Altro esame che permette di compiere un ulteriore passo verso la formulazione
di unadiagnosi definitiva e I’ indagine endoscopica, la rinoscopia. Mediante uti-
lizzo di endoscopi rigidi o flessibili € possibile individuare la neoplasia come
una lesione occupante spazio all’interno di una o entrambe le cavita. Questa
metodica consente di effettuare prelievi dalla lesione per esame citologico o
biopsia della stessa per indagine istologica Da ricordare, infatti, che
I’ evidenziazione della neof ormazione con |e metodiche in precedenza citate non
puo che supportare in via presuntiva la diagnosi di neoplasia delle cavita nasali.
Ladiagnos definitiva richiede la conferma cito-istopatol ogica della lesione.

L’ esame citologico della lesione puo essere eseguito mediante brushing o flu-
shing delle cavita nasali. Il brushing, o “spazzolamento”, consiste
nell’inserimento all’ interno delle cavita nasali di uno spazzolino citologico mo-
nouso. Questo viene fatto ruotare sulla mucosa in manieratale che le celluleri-
mangano trattenute tra le setole e, successivamente, 10 si puo strisciare diretta-
mente su un Vetrino portaoggetti, oppure viene immerso in una provetta conte-
nente soluzione fisiologica, successivamente posta a centrifugare a fine di otte-
nere una sospensione cellulare. || materiale cosi ottenuto, viene strisciato su un
VEtrino portaoggetti e viene poi esaminato previa colorazione [Nelson, Couto,
2010]. 1l flushing, o lavaggio nasale, viene eseguito posizionando I’animale in
decubito sternale e con le narici rivolte verso il basso, inserendo un catetere nel-
la regione caudale della cavita nasale e iniettando della soluzione fisiologica
sterile. 1l liquido che fuoriesce dalle narici esterne viene cosi raccolto ed esami-



nato citologicamente [Nelson, Couto, 2010]. Da campioni prelevati per
I"istologia € anche possibile effettuare valutazioni citologiche mediante apposi-
zione o schiacciamento dei prelievi bioptici a fine di valutare la cellularita del
pezzo ed eventualmente giungere ad una prima diagnosi presuntiva citologica.
Le indagini citologiche sono in generale poco invasive, rapide ei risultati di so-
lito disponibili per il clinico in tempi brevi. Il loro limite é rappresentato dal fat-
to che, in molti casi, il responso pud non essere soddisfacente dal punto di vista
diagnostico per la quota relativamente elevata di falsi negativi legati alla super-
ficialita del prelievo e alla compresenza di inflammazione. La diagnosi definiti-
va non puo pertanto prescindere da un esame istopatologico della lesione. Que-
sto esame prevede il prelievo di materiale tumorale e successivo invio dello
stesso a laboratori specializzati per I'inclusione e la successiva val utazione isto-
patologica. L’ effettuazione di un prelievo bioptico richiede un’ anestesia genera-
le e di solito viene effettuato per via endoscopica 0 eseguito TC guidato.
L’ esame tomografico consente di individuare la parte pit idonea a prelievo,
optando per le zone che acquisiscono maggiore contrasto e quindi piu vascola-
rizzate e attive. In questi casi € possibile effettuare il prelievo mediante ago
Tru-Cut, ad oggi considerato il metodo piu accurato, economico e semplice per
campionare la neoplasia. Questo ago € costituito da uno stiletto caratterizzato da
un incavo, avvolto esternamente da una cannula. Quando lo strumento € pronto
per effettuare la biopsia, lo stiletto € completamente ricoperto dalla cannula e,
di conseguenza, I'incavo non € visibile. Una volta individuata la sede da cam-
pionare, I'ago viene immobilizzato e lo stiletto viene fatto avanzare oltre la
cannula, permettendo in tal modo all’incavo di riempirs di tessuto. Quindi, me-
diante un pistone, la cannula viene a sua volta fatta scattare in avanti, trancian-
do in questo modo il campione e coprendo I'incavo dello stiletto. Questo mo-
vimento della cannula permette, inoltre, di evitare la fuoriuscita del campione
dall’incavo quando I’ago viene rimosso. Tale campione viene subito immerso
in formalina tamponata al 10% e spedito a laboratorio per I’ esame istopatolo-
gico.

| tumori nasali sono caratterizzati da un tasso metastatico piuttosto basso (0-
12% al momento della diagnosi) ma risulta di fondamentale importanza valuta-
re la presenza di eventuali secondarismi poiché la loro presenza puo condizio-
nare |’ approccio terapeutico e la prognosi. Di conseguenza lo studio TC puo in-
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cludere la valutazione del torace e dell’ addome (studio TC total body) ottenen-
do in questo modo informazioni dettagliate e precise. In aternativa, per questi
distretti & possibile effettuare uno studio radiografico del torace e un’ecografia
addominale. Per completare la stadiazione € necessario effettuare un prelievo
citologico (fine needle aspiration, FNA) del linfonodi regionali, in particolare
dei mandibolari di entrambi i lati ed eventualmente dei retrofaringei mediali,
qualora aumentati di volume.

Per le neoplasie nasali, nel corso degli anni sono stati proposti diversi sistemi di
stadiazione (Tabella 1.1). Il primo, proposto nel 1980 dalla World Health Or-
ganization (WHO), é basato sul sistema TNM che valutail tumore primario (T),
i linfonodi regionali (N) e la presenzalassenza di metastas a distanza (M)
[Owen, 1980]. Tale sistema prevede I’ utilizzo di uno studio radiografico per de-
terminare I’ estensione della neoplasia primaria e I’ eventuale presenza di meta-
stasi adistanza.

Il secondo, pubblicato nel 1993 da Théon et al, suggerisce la classificazione dei
tumori endonasali in due stadi, sulla base dell’ estensione della neoplasia e del
grado di erosione dell’ 0sso. In questo sistema, i cani classificati nello stadio 1
presentano il tumore confinato ad una o entrambe le cavita nasali senza coin-
volgimento dei seni frontali. Allo stadio 2 appartengono i cani con neoplasia
endonasale bilaterale che si estende ai seni frontali con coinvolgimento 0sseo
[Théon et al, 1993].

Alcuni anni dopo, nel 1998, sulla base di uno schema di classificazione utilizza-
to in medicina umana per i tumori mascellari, venne proposto un terzo sistema
di staging per i tumori nasali del cane [Adams et al, 1998] in cui, sulla base del-
lo studio tomografico della lesione, vengono identificati 4 stadi. Allo stadio |
appartengono pazienti che presentano la lesione neoplastica confinata a livello
di cavita nasali, seni paranasali o seni frontali, senza coinvolgimento 0sseo.
Nello stadio Il vengono inclusi i pazienti che presentano coinvolgimento 0sseo
ma nessuna invasione delle aeree orbitali, sottocutanee o submucosali. In caso
di coinvolgimento di tali aree invece, la neoplasia viene consideratain stadio I11.
Infine, pazienti che mostrano un’ estensione della neoformazione a livello di na-
sofaringe 0 questa causa osteolis della lamina cribrosa dell’ etmoide, vengono
inclusi nello stadio IV [Adams et al, 1998]. Nel 2009, al fine di migliorare tale
sistema di stadiazione, venne proposta una modifica, portando a quella che vie-



ne definita stadiazione “di Adams modificata’. In tale sistema, le lesioni che
presentano un coinvolgimento del nasofaringe, in precedenza incluse nel 1V
stadio, vengono incluse nel |11 stadio. Da questo deriva che, nel 1V stadio, ven-
gono inclusi soltanto i pazienti con coinvolgimento della lamina cribrosa

[Adamset al, 2009].
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Tabella 1.1 — Sistemi di stadiazione dei tumori delle cavita nasali del cane.

WHO, Owen, 1980
T
Tumoreprimario
TO: Tumore non evidente
T1: Tumore unilaterale, mi-
nima o assente distruzione
0ssea
T2: Tumore bilaterale con
moderato coinvolgimento
0SS0
T3: Tumoreinvadei tessuti
vicini
N

Linfonodi regionali
NO: Nessun coinvolgimento
linfonodale
N1: Linfonodo ipsilaterale
mobile
N2: Linfonodo controlaterale
o bilaterali mobili
N3: Linfonodi fissi/adesi

M
M etastasi a distanza

M1: Assenzadi metastasi
M 2: Presenza di metastasi
(inclusi LN adistanza)

Théon et al, 1993

Stadio 1

Neoplasia unilaterale o
bilaterale confinata alle

cavita nasali,

coinvolgimento dei seni

frontali

Stadio 2
Neoplasia bilaterale
estesaal seni frontali
con lis delle ossa delle

cavita nasali

nessun

Adamset al, 1998

Stadio 1
Tumore confinato ad
una cavita nasale, seni
paranasali, 0 seni
frontali, senza coin-

volgimento 0sseo

Stadio 2
Coinvolgimento 0sseo
senza evidenza di
neoplasiaalivello or-
bitale, sottocutaneo o

submucosale

Stadio 3
Coinvolgimento orbi-
tale, sottocutaneo o

submucosale

Stadio 4
Estensione alivello
del nasofaringe e/o
coinvolgimento della

lamina cribrosa

Adamset al, 2009

Stadio 1
Tumore confinato ad
una cavita nasale, seni
paranasali, 0 seni
frontali senza coin-

volgimento 0sseo

Stadio 2
Coinvolgimento 0sseo
senza evidenza di
neoplasiaalivello or-
bitale, sottocutaneo o

submucosale

Stadio 3
Coinvolgimento orbi-
tale,
submucosale o del na-

sottocutaneo,

sofaringe

Stadio 4
Il tumore causalis

dellalaminacribrosa
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1.5 Fattori di prognosi

In tutti i pazienti con neoplasie maligne sono rilevabili, sin dalla presentazione
clinica iniziale o durante il decorse della malattia, caratteristiche particolari in
grado di condizionare la prognosi. Tali fattori prognostici sono legati, oltre che
alle peculiarita del tumore primario, anche alle condizioni del paziente e alla ti-
pologia di trattamento instaurato. Conoscere tali informazioni risulta di impor-
tanza fondamentale in oncologia, a fine di prevedere il comportamento biolo-
gico della neoplasia e larisposta alle varie opzioni terapeutiche, consentendo di
definire la strategia terapeutica e il follow-up ottimale per ciascun paziente.

Il reale valore dei fattori prognostici identificati per i tumori nasali del cane ri-
mane, tuttavia, ancora dibattuto [ Turek e Lana, 2007].

In letteratura, sono state proposte differenti variabili ai fini prognostici, non
sempre poi confermate in studi successivi. In particolare, vengono considerati
fattori prognostici:

o Etasuperioreai 10 anni - Nello studio di LaDue et al, i pazienti con eta
superiore ai 10 anni mostravano una sopravvivenza mediana di 6,8 mesi,
significativamente inferiore a quella dei cani con meno di 10 anni di eta
(10,4 mesi) [La Due et al, 1999]. Tale dato non viene perd confermato in
uno studio successivo [Rassnick et al, 2006]

e Sesso del paziente - Un unico studio piuttosto datato riporta una certa in-
fluenza prognostica di questo fattore. Tale indagine vede i pazienti maschi
affetti da carcinoma nasale presentare una sopravvivenza medianainferio-
re (87 giorni) rispetto a quella delle femmine (106 giorni) e un rischio di
sviluppare una neoplasia nasale superiore di 1.3 volte rispetto allarestante
popolazione a rischio considerata (pazienti della struttura curante) [Hayes
et al, 1982]. Studi piu recenti non confermano una predisposizione di ge-
nere per questi tumori [Théon et al, 1993; Henry et al, 1998; LaDue et al,
1999]

e Presenzadi epistass - | cani con questa sintomatologia clinicain presen-
tazione, mostrano una probabilita di morire per la neoplasia nasale 2,3
volte superiore a quelli che non la presentano. | tempi di sopravvivenza
riportati per i pazienti con 0 senza epistassi erano di 88 e 224 giorni, ri-
spettivamente [Rassnick et al, 2006]
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Deformita facciale — La presenza di questo fattore condiziona negativa-
mente la sopravvivenza. Infatti, cani con deformita del profilo facciale a
momento della diagnosi, trattati con radioterapia, mostrano tempi di so-
pravvivenza inferiori rispetto a quelli che non la manifestano (133 giorni
e 402 giorni, rispettivamente) [Northrup et al, 2001]

Stadio tumorale alla diagnosi - L’influenza prognostica di questo fattore
e stata valutata applicando i diversi sistemi di stadiazione delle neoplasie
nasali ad oggi proposti (Tabella 1.1). Considerando il primo sistema di
stadiazione proposto dalla WHO e valutando le caratteristiche della neo-
plasa primaria sia mediante studio radiografico che tomografico, non
emerge un significato prognostico per quanto riguarda lo stadio clinico
[Adams et al, 1987; Kondo et al, 2008]. Théon et al, nello studio in cui
propongono un nuovo il sistema di stadiazione per le neoplasie nasali ba-
sato su indagini radiografiche dimostrano che i cani con tumore in stadio
2 (neoplasia bilaterale estesa ai seni frontali con lisi delle ossa delle cavita
nasali) trattati con radioterapia, mostrano un rischio di sviluppare una re-
cidiva 2.3 volte superiore rispetto a quelli in stadio 1 [Théon et al, 1993].
Tale risultato non cambia anche quando, utilizzando o stesso sistema di
stadiazione proposto da Théon et al, la neoplasia viene indagata mediante
esame TC [LaDue et al, 1999]. L’ utilizzo dell’ esame TC ha consentito di
valutare in maniera piu precisa I’ estensione della neoplasia e nello studio
di Adamset al, gli autori, oltre a proporre un nuovo schemadi stadiazione
delle neoplasie nasali, identificano nello stadio tumorale un importante
fattore prognostico. In particolare, cani con neoplasie nasali unilaterali,
senza lis delle ossa circostanti (stadio 1) trattati con protocollo radiotera-
pico curativo presentano tempi di sopravvivenza decisamente superiori ri-
spetto ai pazienti in stadio 4 con invasione della lamina cribrosa (23.4
mesi e 6.7 mesi, rispettivamente) [Adams et al, 2009]

Coinvolgimento metastatico dei linfonodi regionali e/o a distanza
(polmone) - Cani con metastasi a carico di uno o entrambi i linfonodi re-
gionali o alivello polmonare presentano tempi di sopravvivenza mediana
significativamente piu brevi rispetto ai cani con sola neoplasia primaria
(109 gg e 393 giorni e in atro studio 4.5 mesi e 9 mesi, rispettivamente)
[Henry et al, 1998; LaDue et al, 1999]
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Risoluzione dei segni clinici dopo trattamento - | tempi di sopravviven-
za sono significativamente piu lunghi (476 giorni versus 133 giorni) nel
pazienti che, in seguito a trattamento radioterapico, mostrano una risolu-
zione della sintomatol ogia clinica [Northrup et al, 2001]

Istotipo tumorale - La diagnosi istopatologica € uno dei fattori mag-
giormente indagati, ma nonostante questo, nel corso degli anni sono stati
ottenuti risultati spesso contrastanti e ad oggi non esiste un’ uniformita di
vedute in merito a suo reale significato prognostico. Alcuni studi non
hanno evidenziato nessuna correlazione significativa tra istotipo e so-
pravvivenza dei pazienti trattati con radioterapia [Evans et al, 1989; La
Due et al, 1999; Adams et al, 1998]. In uno studio, i pazienti con condro-
sarcoma nasale trattati con radioterapia, mostravano tempi di sopravvi-
venza superiori rispetto a quelli dei pazienti con adenocarcinoma [Théon
et al, 1993]. Secondo quanto riportato da un altro studio, cani con diagno-
S istopatologica di sarcoma o adenocarcinoma sottoposti a trattamento
radioterapico, mostrano una prognosi migliore rispetto ai casi di carcino-
ma squamocellulare o carcinoma indifferenziato [Adams et al, 1987]. Gli
stessi autori hanno pero ottenuto risultati contrastanti in due lavori pub-
blicati successivamente [Adams et al, 1998; Adams et al, 2009].
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Capitolo 2

Esame istopatologico dei tumori delle
cavita nasali

2.1 Classificazione istologica dei tumori nasali

I tumori delle cavita nasali del cane sono poco comuni e rappresentano solo
1’1% di tutte le neoplasie riscontrabili nel cane [Patnaik ef a/, 1989]. Assumono
tuttavia particolare importanza, in quanto circa 1’80% ¢ di natura maligna, con
prognosi sfavorevole a lungo termine [Legendre et al, 1983; Patnaik et al,
1989]. 1 2/3 delle neoplasie nasali del cane sono di origine epiteliale e la restan-
te parte di natura mesenchimale [Legendre ef al, 1983; Patnaik et al, 1989].

Nei paragrafi seguenti verranno considerati 1 vari istotipi benigni e maligni di
neoplasie nasali, secondo quanto riportato dalla classificazione della World
Health Organization (WHO). [Dungworth ef al, 1999]

2.2 Tumori nasali di origine epiteliale

Tumori benigni

Papilloma - Si tratta di una neoplasia esofitica, costituita da epitelio squamoso,
colonnare o pseudostratificato con un pattern di crescita papillare o verrucoso.
Questa neoplasia ¢ piuttosto rara e pud compare in forme solitarie o multiple.
Adenoma — Tumore benigno costituito da strutture ghiandolari immerse in
stroma collagene. Anche questa forma ¢ piuttosto rara e quando compare si pre-
senta solitaria, ben circoscritta e di piccole dimensioni. Le strutture ghiandolari
possono diventare cistiche e contenere al loro interno secrezione mucosa o sie-

rosa.
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Tumori maligni

Carcinoma squamocellulare - Si tratta di un tumore estremamente aggressivo
e distruttivo localmente. Le cellule si presentano di grosse dimensioni, con ab-
bondante citoplasma eosinofilo, nucleo di grosse dimensioni con uno o piu nu-
cleoli al suo interno. Esse sono disposte a formare isole o trabecole ramificate.
In questa neoplasia ¢ possibile identificare diversi gradi di differenziazione, a
partire dalle regioni basali verso quelle centrali. Il grado di atipia cellulare e nu-
cleare e la frequenza delle figure mitotiche aumenta con I’aumentare del grado
di malignita. La presenza delle cosiddette “perle cornee” risulta piuttosto infre-
quente nei carcinomi squamosi delle cavita nasali (Figura 1.1).

Carcinoma a cellule di transizione - Questa neoplasia prende origine
dall’epitelio respiratorio non ciliato e risulta costituita da aggregati di dimen-
sioni differenti. Le cellule si presentano di forma cuboidale, poliedrica o colon-
nare con cromatina in ammassi grossolani, nucleoli prominenti e citoplasma in-
tensamente basofilo con rari vacuoli puntiformi. Questo tumore viene di solito
considerato di basso grado e rappresenta nel cane, dopo ’adenocarcinoma, il
secondo istotipo piu frequente (Figura 1.2).

Adenocarcinoma - Si tratta di una neoplasia caratterizzata da strutture ghian-
dolari contenenti prodotti di secrezione. I pattern ghiandolari piu frequenti sono
quello papillare, tubulo-papillare, acinare o misto. Questi tumori sono formati
da cellule di forma cuboidale o ovalare, con evidenti caratteri di atipia citologi-
ca e rapporto nucleo-citoplasmatico variabile. A livello nucleare, la presenza di
nucleoli multipli di forma e dimensioni differenti rappresenta un indice di mali-
gnita. Nel citoplasma ¢ possibile riscontrare la presenza di un singolo volumi-
noso vacuolo di origine secretoria o di vacuoli multipli di differenti dimensioni.
Queste neoplasie si accompagnano spesso alla produzione di muco, riscontrabi-
le come un materiale extracellulare eosinofilo, amorfo e fibrillare (Figure 1.3 e
1.4).

Carcinoma adenosquamoso - Tale neoplasia presenta caratteristiche interme-
die rispetto a quelle dell’adenocarcinoma e del carcinoma squamocellulare. Le
cellule che costituiscono questo tumore si caratterizzano per 1’abbondante se-
crezione di mucina. Da questo deriva la denominazione di carcinoma mucoepi-

dermoide attribuita a questa forma neoplastica.
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Carcinoma adenoide cistico - Rappresenta una rara forma tumorale e la sua
presenza ¢ stata riportata solo nel cane. Esso prende origine dalle ghiandole
submucosali o da ghiandole salivari minori e risulta costituito da cellule di pic-
cole dimensioni, con nucleo ipercromatico e citoplasma basofilo. Tali cellule
sono circondate da materiale basofilo o ialino che in alcuni casi si dispone a
formare degli spazi cistici, dando origine al caratteristico pattern cribriforme.
Carcinoma a cellule acinari - Si tratta di un carcinoma a basso grado, costitui-
to da cellule simili a quelle delle ghiandole salivari. Le cellule si dispongono in
lobuli di tipo solido, acinare o trabecolare, separati da un delicato stroma fibro-
vascolare.

Carcinoma indifferenziato (anaplastico) - Neoplasia costituita da elementi
cellulari di forma rotondeggiante, di aspetto simil-linfoide e con tendenza a
formare aggregati irregolari. L’assenza di caratteristiche ben definite in questa
forma di carcinoma non permette di differenziarlo, senza il ricorso ad indagini
immunoistochimiche, da altre forme neoplastiche quale neuroblastoma, carci-
noma neuroendocrino, melanoma amelanotico, linfoma e mastocitoma poco dif-
ferenziato.

Neuroblastoma olfattorio (estesioneuroblastoma) - Neoplasia piuttosto rara,
che prende origine dalla membrana olfattoria, principalmente a livello di turbi-
nati etmoidali. Risulta costituita da cellule di aspetto epiteliale, con tendenza a
disporsi a palizzata attorno ad accumuli di materiale fibrillare, formando le co-
siddette “rosette”. Al fine di distinguere questa tipologia tumorale da altre, quali
carcinoma neuroendocrino, carcinoma indifferenziato, linfoma o melanoma, ¢
necessario eseguire colorazioni immunoistochimiche per neuron-specific enola-
se (NSE) o per la proteina S-100.

Carcinoma neuroendocrino - Questo tipo di carcinoma ¢ piuttosto raro negli
animali domestici ed ¢ stato riportato solo nel cane e nel cavallo [van Maanen et
al, 1996; Sako et al, 2005]. Le cellule sono disposte a formare cordoni o nidi,
separati da esili setti fibrovascolari e si presentano di forma variabile, da roton-
da a poliedrica, di piccole-medie dimensioni, provviste di citoplasma granulare
eosinofilo con nucleo rotondo centrale e nucleolo prominente. La diagnosi defi-
nitiva viene formulata anche in questo caso con il supporto

dell’immunoistochimica (NSE, cromogranina A) (Figura 1.5).

21



2.3 Tumori nasali di origine mesenchimale

Le neoplasie nasali di origine mesenchimale originano da tessuti e strutture che
circondano le cavita nasali e i seni paranasali, quali tessuti molli, vasi sanguigni,
o0sso o cartilagine. Si caratterizzano per un’incidenza inferiore rispetto ai tumori

di origine epiteliale, rappresentando solo un terzo di tutte le neoplasie nasali.

Tumori benigni
Le neoplasie benigne sono decisamente meno frequenti di quelle maligne. Si ri-

cordano condroma, fibroma, emangioma, mixoma e rabdomioma.

Tumori maligni

Condrosar coma — Rappresenta la neoplasia mesenchimale piu frequentemente
riscontrata a carico delle cavita nasali del cane. Il condrosarcoma ¢ costituito da
cellule mesenchimali maligne a grado variabile di differenziazione condroide
immerse in abbondante matrice extracellulare basofila, che puo presentare foca-
li aree di mineralizzazione. Possono essere presenti cellule giganti o multinu-
cleate con nucleo doppio o multiplo. Le figure mitotiche sono generalmente ra-
re [Patnaik et al, 1984]. (Figura 1.6).

Osteosarcoma — A livello nasale Patnaik et a/ (1984) hanno riscontrato la pre-
senza di quattro diversi sottogruppi di osteosarcoma: fibroblastico, teleangiecta-
sico (angioblastico), osteoblastico e condroblastico. L’osteosarcoma fibroblasti-
co si caratterizza per la presenza di fasci di cellule fusate associate a zone di
tessuto osteoide maligno. Il nucleo si presenta ipercromatico e con nucleolo
singolo prominente. La variante teleangiectasica presenta spazi vascolari irrego-
lari rivestiti da cellule endoteliali e frammisti alla caratteristica matrice osteoide.
Ampie aree di emorragia e necrosi sono state descritte come riscontri comuni.
Nell’osteosarcoma osteoblastico le cellule neoplastiche si presentano di forma
ovoidale con nucleo in posizione paracentrale e nucleolo di grosse dimensioni.
La matrice osteoide puo essere da scarsa ad abbondante Caratteristica principale
della variante condroblastica dell’osteosarcoma ¢ la presenza di estese aree di
metaplasia condroide con abbondante matrice extraercellulare basofila e sparse

arce di mineralizzazione [Patnaik ef al, 1984].
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Capitolo 2. Esame istopatologico dei tumori delle cavita nasali

Altri tumori mesenchimali maligni delle cavita nasali sono fibrosarcoma,

emangiosar coma, leiomiosar coma, rabdomiosar coma e mixosar coma.

2.4  Altri tumori nasali

Linfoma — Il linfoma nasale ¢ raro nel cane e piu frequente nel gatto, in cui ge-
neralmente insorge su un substrato di infiammazione cronica. E caratterizzato
da cellule linfoidi immature, di medie o grandi dimensioni, con elevato rapporto
nucleo-citoplasmatico, cromatina finemente punteggiata, nucleoli ben evidenti e
multipli. Il citoplasma si presenta scarso e spesso intensamente basofilo [Mar-
conato et al, 2012].

M astocitoma — Questo tumore puo essere facilmente diagnosticato anche cito-
logicamente per la presenza di mastociti di solito ben differenziati e granulati,
frammisti a granulociti eosinofili. In questi casi, in diagnosi differenziale va
considerata la rinite allergica, anch’essa caratterizzata dalla presenza di eosino-
fili in percentuale elevata e di rari mastociti ben granulati [Marconato et al,
2012].

Tumore venereo trasmissibile— A livello oronasale ¢ possibile riscontrare im-
pianti di questa neoplasia, come conseguenza del lambimento. Le cellule che
costituiscono questo tumore si presentano di forma rotondeggiante, con nucleo
lievemente dismetrico e pattern cromatinico spesso cordoniforme. Il citoplasma
¢ lievemente basofilo con numerosi vacuoli tondeggianti a margini netti e otti-
camente vuoti [Marconato et a/, 2012].

M elanoma maligno — Talvolta si puo riscontrare I’estensione a livello nasale di
melanomi della cavita orale. Le cellule neoplastiche presentano una morfologia
variabile. Possono essere fusiformi, epitelioidi e con vari gradi di pleomorfismo
cellulare e nucleare. A livello nucleare ¢ possibile identificare la presenza di
nucleoli prominenti e di grosse dimensioni. Le mitosi risultano numerose (>3 in
10 campi a forte ingrandimento) [Goldschmidt et al, 1998].
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2.5 Marker immunoistochimici di utilita prognostica nelle
neoplasie nasali

Ki67

Ki67 ¢ una proteina nucleare costituita dall’assemblamento di due catene poli-
peptidiche con peso molecolare rispettivo di 345 e 395 kDa.

La proteina Ki67 ¢ stata originariamente definita a partire dall’anticorpo mono-
clonale Ki67 ed ¢ stata generata immunizzando dei topi con nuclei di cellule di
linfoma di Hodgkin della linea L428 [Gerdes et al, 1983]. Il nome deriva dalla
citta di origine (Kiel, in Germania) e dal numero del clone originale nella pia-
stra a 96 pozzetti. L anticorpo risultava reattivo nei confronti di una struttura
nucleare presente unicamente nelle cellule proliferanti. Studi dettagliati sul ci-
clo cellulare hanno evidenziato che I’antigene era presente nel nucleo delle cel-
lule in fase G1, S, G2 e in mitosi. Le cellule quiescenti e in fase GO non espri-
mevano 1’antigene Ki67 [Gerdes et al, 1984]. Durante I’interfase del ciclo cel-
lulare, 1’antigene Ki67 viene identificato unicamente all’interno del nucleo, e
nella fase mitotica la quota maggiore di proteina si distribuisce sulla superficie
dei cromosomi [Mukaratirwa et al, 2005]. Questa proteina nucleare risulta ne-
cessaria per la proliferazione cellulare poiché associata con i meccanismi di tra-
scrizione dell’RNA ribosomiale. Dal momento che questo antigene risultava
espresso in tutte le cellule proliferanti, sia normali che neoplastiche, divenne
subito evidente che tale molecola rappresentava un eccellente marcatore al fine
di determinare la frazione di crescita in una data popolazione cellulare [Mukara-
tirwa et al, 2005]. Conseguentemente, 1’espressione della proteina Ki67, inda-
gata mediante tecniche immunoistochimiche, ¢ stata oggetto di diversi studi
volti a valutare eventuali relazioni esistenti tra la proliferazione cellulare neo-
plastica e gli aspetti morfologici, clinico-prognostici e molecolari.

MIB-1 ¢ D’anticorpo monoclonale generalmente impiegato per identificare
I’antigene Ki67; ¢ specifico per la proteina umana, ma ha una buona cross-
reattivita nelle specie domestiche e puo essere utilizzato di routine nei preparati
fissati in formalina e inclusi in paraffina [Cattoretti ef al, 1992; Webster et al,
2007]. In generale, per Ki67-index si intende la percentuale media di cellule
neoplastiche positive, valutata di solito mediante analisi di immagine, in almeno

5 campi a forte ingrandimento (400x).
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11 Ki67-index ¢ stato usato come potenziale marcatore diagnostico e prognostico
in diversi tumori del cane. Per esempio, ¢ possibile utilizzare la valutazione di
questo indice per distinguere 1’istiocitoma cutaneo dal tumore venereo trasmis-
sibile [Guvenc et al, 2002], I’acantoma infundibolare cheratinizzante dal carci-
noma squamocellulare ben differenziato cutaneo [Della Salda et al, 2002], per-
mette di differenziare, nell’ambito dei tumori epiteliali polmonari primitivi, i
carcinomi squamocellulari dagli adenosquamosi [Griffey et al, 1999] e di clas-
sificare i plasmocitomi canini extramidollari in diversi gradi [Platz et al, 1999].
Nei tumori testicolari del cane, invece, la valutazione dell’indice Ki67 non € ri-
sultata di alcun valore diagnostico nel differenziare il seminoma dai tumori del-
le cellule interstiziali e di Sertoli [Sarli et al, 1994]. Nei tumori mammari [Lee
et al, 2004] e nei melanomi del cane [Bergin et al, 2011] il Ki67-index permette
di distinguere i tumori benigni da quelli maligni, con indice piu elevato nelle
forme maligne rispetto a quelle benigne.

La maggior parte degli studi che valutano 1’espressione dell'antigene Ki67 come
marcatore prognostico sono stati eseguiti sui tumori mammari e melanocitici,
mastocitoma e linfoma. Diversi studi evidenziano il significato prognostico di
questo marker nei tumori mammari del cane e riconoscono che, I’espressione di
un elevato indice di Ki67 si correla positivamente ad un aumento del rischio di
sviluppare metastasi e ad un intervallo libero da malattia e ad una sopravviven-
za inferiori [Pena et al, 1998; Nieto et al, 2000; Sarli et al, 2002; Zuccari et al,
2004]. La mancanza di un significato prognostico di questo marker ¢ stata do-
cumentata nello studio di Lohr e al, (1997). Risultati contrastanti in merito al
valore prognostico di questo marcatore sono stati documentati anche per i tu-
mori mammari della donna [Rudas et al, 1994; Keshgegian et al, 1995].

Nel linfoma del cane, il Ki67-index ¢ correlato con il grado istologico del tumo-
re, suggerendo l’utilizzo di questo marker per la classificazione dei linfomi
[Fournel-Fleury et al, 1997]. Altri tumori nei quali il Ki67 ha un significato
prognostico sono i mastocitomi e i melanomi [Abadie et al, 1999; Roels et al,
1999; Laprie et al, 2001; Millanta et al, 2002]. Un elevato indice Ki67 nei ma-
stocitomi si associa ad un incremento della mortalita, della percentuale di reci-
diva e dello sviluppo di metastasi [Abadie et al, 1999: Scase et al, 2006; Weisse
et al, 2002].
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Per quanto riguarda le neoplasie nasali, in medicina umana, diversi studi hanno
dimostrato un’elevata immunoespressione di Ki67 nei pazienti con carcinoma
squamocellulare rispetto a quelli affetti da papilloma o con sinusite cronica
(gruppo di controllo), a dimostrazione del fatto che, anche per questa tipologia
di lesioni, quelle maligne mostrano elevati indici di espressione di Ki67 [Bura
et al, 2007; Mumbuc et al, 2007; Stasikowska-Kanicka et al, 2013]. In ambito
veterinario, nello studio condotto da Fu et a/ (2014) non ¢ emersa una netta cor-
relazione tra elevato indice di proliferazione e ridotti tempi di sopravvivenza
nei cani con carcinoma nasale. Lo stesso studio non ha identificato differenze
nell’espressione di Ki67 tra i pazienti che hanno o meno ottenuto ottimi risultati
terapeutici con la radioterapia. L espressione di un basso indice di Ki67, si cor-
rela infatti ad una maggiore radioresistenza [Kennedy et al, 1997]. In medicina
umana, tumori del cavo orale e laringei con elevato Ki67-index rispondono me-
glio alla radioterapia rispetto a quelli con bassi livelli di espressione di Ki67
[Freudlsperger et al, 2012; Kropveld et al, 1998]. Nei gatti con carcinomi a cel-
lule squamose trattati con la radioterapia, un elevato indice di Ki67 espresso
dalla neoplasia, ¢ stato correlato con un piu a lungo intervallo libero da malattia
[Melzer et al, 2006].

COX-2

La ciclossigenasi di tipo 2 (COX-2) ¢ un enzima responsabile della biosintesi
dei prostanoidi. Tale processo inizia con la conversione dell'acido arachidonico
a prostaglandina G2 (PGG2). PGG2 viene ulteriormente metabolizzata portan-
do alla formazione di una varieta di prostaglandine (PG) e trombossani (TXA)
[Taketo, 1998]. Sono stati caratterizzati due isoenzimi, denominati COX-1 ¢
COX-2. COX-1 ¢ un enzima costitutivo, cio¢ presente in condizioni fisiologi-
che normali e deputato alla sintesi dei prostanoidi coinvolti nella regolazione di
funzioni omeostatiche quali quella gastrointestinale, piastrinica e renale.

La COX-2 ¢ un enzima inducibile, che viene quindi rapidamente prodotto in ri-
sposta agli stimoli proinfiammatori, provocando un’esagerata produzione di
prostanoidi che contribuiscono alla vasodilatazione, all'edema e alla iperalgesia,
caratteristiche dei processi inflammatori. Inoltre, 1 prostanoidi prodotti attraver-
so l'attivita della COX-2 sembrano essere coinvolti nel controllo di alcuni even-
ti fisiopatologici a carico dell’apparato riproduttivo femminile, a livello renale e

risulta implicato a diverso titolo nella cancerogenesi.
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Diversi studi evidenziano il ruolo esercitato da COX-2 nello sviluppo tumorale
[Taketo, 1998; Fosslien, 2001; Hinz, Brune, 2002]. COX-2 contribuisce allo
sviluppo dei tumori maligni mediante differenti meccanismi specifici, tra cui
inibizione dell’apoptosi cellulare, promozione dell’angiogenesi tumorale, au-
mento della motilita e della capacita di invasione delle cellule tumorali e attivita
immunomodulante [Fosslien, 2001; Williams et a/, 1999]. La sovraespressione
di questo enzima ¢ stata riscontrata in lesioni precancerose, neoplastiche e me-
tastiche, a dimostrazione del fatto che questo enzima ¢ presente sin dalle prime
fasi del processo di cancerogenesi [Pairet ¢ Engelhardt, 1996]. Nell’uomo, per
diverse tipologie tumorali, quali carcinoma mammario [Costa et al, 2002], car-
cinoma del colon e retto [Soumaoro et al, 2006], carcinoma esofageo [Bhandari
et al, 2006] e carcinoma squamocellulare [Kim et al, 2002], si ¢ cercato di sta-
bilire il significato prognostico dell’espressione di questo enzima. In tali studi ¢
emerso che per queste tipologie di tumori, la sovraespressione di questo enzima
si correlava a tempi di sopravvivenza piu brevi.

In medicina veterinaria, COX-2 ¢ stato riscontrato in diversi tumori epiteliali
come il carcinoma colorettale, carcinoma prostatico, carcinoma renale, carci-
nomi a cellule squamose orali e cutanei, tumori mammari, carcinoma a cellule
di transizione e in altri tipi di tumore, tra cui il melanoma maligno e
I’osteosarcoma [Tremblay et al, 1999; Khan et al, 2000; Khan et al, 2001; Pe-
stili de Almeida et al, 2001; Doré et al, 2003; Knottenbelt et al, 2004; Moham-
med et al, 2004; Millanta et al, 2012]. L’espressione di questo enzima ¢ stata
ampiamente documentata anche per i carcinomi nasali, con poercentuali di
espressione variabili dal 71% al 95% [Borzacchiello et al/, 2004; Kleiter et al,
2004; Impellizeri et al, 2008; Belshaw et al, 2011].

I1 ruolo svolto da COX-2 durante il processo di cancerogenesi risulta oramai
comprovato, ma il suo significato prognostico non ¢ stato ancora chiaramente
dimostrato. Alcuni studi riportano che, il riscontro mediante esami di immunoi-
stochimica di una sovraespressione di COX-2 in carcinomi mammari di cane e
gatto e nell’osteosarcoma appendicolare canino si correla ad una prognosi peg-
giore [Mullins et al, 2004; Millanta et al, 2006, Queiroga et al, 2005; Queiroga
et al, 2007]. In merito ai carcinomi nasali, lo studio di Belshaw et a/ (2011) non
evidenzia una significativita prognostica dell’espressione di COX-2 per questa

tipologia tumorale.
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I risultati ottenuti da queste indagini hanno portato allo sviluppo di farmaci anti-
infiammatori (FANS) a scopo terapeutico o di prevenzione [Xu, 2002]. Tali
farmaci sono in grado di bloccare in maniera piu o0 meno irreversibile il sito di
legame dell’enzima cicloossigenasi impedendo in questo modo la sintesi di pro-
staglandine e dei processi ad essa associati. Le prostaglandine, da una parte in-
tervengono in caso di inflammazione favorendo la comparsa di dolore, gonfiore
e rialzo della temperatura ma dall’altra svolgono un ruolo importante nel garan-
tire Dintegritd della mucosa gastrica, una normale circolazione renale e
un’efficiente funzione piastrinica.

In oncologia umana, COX-2 ¢ riconosciuto come un bersaglio farmacologico
promettente per prevenire e trattare con FANS diversi tumori [Harris et al,
1999]. In medicina veterinaria, per quanto riguarda il trattamento del carcinoma
a cellule di transizione (TCC) vescicale e di quello squamocellulare orale ¢ stata
riscontrata una maggiore efficacia dei FANS rispetto alla chemioterapia con-
venzionale, pur presentando livelli variabili di espressione [Knapp et al, 1994;
Schmitd et al, 2001].

EGFR

L’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR, HER1) fa parte della famiglia
HerB, a sua volta inclusa nel gruppo dei recettori tirosin-chinasici con attivita
enzimatica intrinseca (RTKs) [Graus-Porta et al, 1997]. EGFR ¢ una glicopro-
teina di membrana di 170 kd costituita da un dominio extracellulare N-
terminale glicosilato e con due residui cisteinici, tra i quali si trova la regione
d’interazione con il ligando, una regione transmembrana e un dominio citopla-
smatico C-terminale con attivita tirosin-chinasica [Voldborg et al, 1997].

EGFR e i suoi due ligandi, Epidermal Growth Factor (EGF) e Transforming
Growth Factor-a (TGF-a) sono stati tra i primi membri di questa famiglia ad
essere stati caratterizzati [Plowman et al, 1993]. 1l legame tra EGFR e i ligandi
determina la omo-eterodimerizzazione del recettore e la stimolazione della sua
attivita chinasica [Olayioye et a/, 2003]. In particolare, ¢ stato riscontrato che in
condizioni di riposo questo recettore si trova in uno stato non fosforilato ed in
forma monomerica. Il legame con il ligando promuove I’accoppiamento del re-
cettore con un'altra proteina recettoriale adiacente, in genere HER2, con forma-
zione di un dimero; la dimerizzazione del recettore provoca 1’autofosforilazione

di specifici residui di tirosina C- terminali del dominio intracellulare. A sua vol-
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ta, il recettore attivato fosforila alcune proteine citoplasmatiche (tra cui RAS),
che scatenano una serie di reazioni a cascata lungo le vie di trasduzione del se-
gnale che regolano i processi di differenziamento, crescita e proliferazione cel-
lulare, invasione ed adesione cellulare, regolazione dell’apoptosi e
dell’angiogenesi [Seymour, 2001].

L’attivazione di EGFR, quindi, influenza tutta una serie di funzioni cellulari che
sono essenziali alla regolazione della crescita delle cellule.

Nei tessuti normali I’espressione e la funzione del recettore EGFR ¢ sotto stret-
to controllo. Un’alterazione della regolazione dell’attivita del recettore e quindi
la rottura dell’equilibro tra processi di crescita e di morte cellulare con sbilan-
ciamento a favore dell’iperproliferazione cellulare, puo rappresentare 1’input al-
lo sviluppo dei tumori [Pringent et al, 1992].

La sovraespressione di EGFR svolge un ruolo chiave nella crescita e progres-
sione di molte neoplasie. L’abnorme attivita del recettore ¢ strettamente con-
nesso ad un’eccessiva produzione del ligando o del recettore o alla presenza di
mutazioni che ne determinano un’attivazione costitutiva. La sovraespressione
del recettore determina un aumento dell’attivita traduttrice del segnale anche in
presenza di livelli fisiologici di fattori di crescita. Nelle lesioni polmonari
dell’uomo ¢ stato riscontrato che I’espressione del recettore aumenta progressi-
vamente durante 1I’evoluzione da lesioni metaplastiche a lesioni preneoplastiche
e neoplastiche. Di conseguenza, ’aumento di espressione del recettore viene
considerato come un marker precoce di trasformazione maligna [Pao et al,
2004].

Il secondo meccanismo alla base di un’attivazione eccessiva del recettore ¢ la
presenza di mutazioni genetiche che comportano alterazioni strutturali, come ad
esempio la perdita del dominio extracellulare, che impediscono il legame del
ligando, rendendo pero possibile un’attivazione costitutiva del recettore stesso.
In alcuni casi sono coinvolte anche mutazioni puntiformi o delezioni responsa-
bili di alterazioni nel dominio intracellulare, tali da indurre un aumento
dell’affinita per ’ATP e quindi dell’attivita tirosin-chinasica del recettore, con
forti effetti stimolatori sulla proliferazione cellulare.

Questo recettore risulta espresso in diversi tessuti epiteliali durante lo sviluppo
embrionale e nervoso [Henson, Gibson, 2006; Sibilia et al, 2007]. La sovrae-

spressione di EGFR risulta ben documentata in diverse tipologie di tumori epi-
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teliali dell’uomo quali, carcinoma ovarico, cervicale, endometriale, mammario,
uroteliale, esofageo, gastrico, colonrettale e polmonare [Nicholson et al, 2001;
Dei Tos, Ellis, 2005]. Molteplici studi hanno evidenziato che un aumento del
livello di espressione dell’EGFR si correla con una progressione della malattia,
una minore sopravvivenza, una scarsa risposta alla terapia e allo sviluppo di re-
sistenza verso 1 farmaci citotossici [Arteaga, 2003; Veale et al, 1993]. Sempre
nell’uomo, la sovraespressione di EGFR si riscontra in tumori di testa e collo in
stadio avanzato e risulta correlato con una prognosi infausta [Ang et al, 2002;
Etienne et al, 1999].

In medicina veterinaria, la sovraespressione di EGFR ¢ stata riportata in diversi
tumori del cane tra cui carcinomi mammari [Gama et al, 2009], osteosarcoma
[Selvarajah et al, 2012], TCC [Hanazono et al, 2014] e nei carcinomi nasali
[Shiomitsu et al, 2009]. L’espressione di EGFR nel carcinoma squamocellulare
del gatto rappresenta un marker prognostico negativo [Looper et al, 2006].
L’evidente implicazione di HER1 nella regolazione della crescita e della proli-
ferazione cellulare e la sua abnorme attivita nelle cellule tumorali ha portato al-
lo sviluppo di nuovi composti ed agenti biologici in grado di bloccare in modo
specifico Iattivita del recettore, come ad esempio anticorpi monoclonali o pic-
coli inibitori dell’attivita tirosin chinasica (TKI). Diversi studi in vitro e in vivo
hanno dimostrato che [D’interruzione del segnale del’EGFR comporta
un’inibizione della proliferazione delle cellule tumorali e/o della vitalita
[Woodburn et al, 1999]. Nel corso degli anni, gli inibitori di EGFR sono stati
utilizzati come agenti singoli, nell’ambito di protocolli multimodali o nei casi
che hanno mostrato una resistenza ad altre tipologie di trattamento. La combi-
nazione di farmaci anti-EGFR e radioterapia ¢ stata investigata da diversi grup-
pi di lavoro, riscontrando, in vitro e in alcuni trials clinici, un incremento della
risposta alla radioterapia indotta da queste molecole [Huang, Harari, 2000;
Bonner et al, 2000; Solomon et al, 2003; Bonner et al, 2006]. Una sovraespres-
sione di EGFR e TGFa ¢ stata riscontrata nelle cellule tumorali resistenti alle
radiazioni ionizzanti, suggerendo che una disregolazione di EGFR rappresenta
un importante meccanismo di attenuazione degli effetti citotossici provocati
dalla radioterapia [Thariat et a/, 2007]. In particolare, nell’unico studio che va-
luta I’espressione di EGFR nei carcinomi nasali del cane, ¢ stata evidenziata

una positivita nel 54% dei casi [Shiomitsu et a/, 2009]. L’utilizzo di terapie an-
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ti-EGFR per questa tipologia di neoplasie viene suggerita dagli stessi autori an-
che per potenziare 1’efficacia di altri trattamenti impiegati, in particolare della

radioterapia, aumentando la radiosensibilita dei tumori [Shiomitsu et a/, 2009].

VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) e 1 suoi recettori costituiscono il
maggior sistema regolatore dello sviluppo vascolare e ricoprono un ruolo assai
importante durante 1’embriogenesi (vasculogenesi) e nella formazione di nuovi
vasi sanguigni (angiogenesi). In particolare, esso svolge un ruolo fondamentale
e specifico nella neoangiogenesi, regolando la proliferazione, migrazione, per-
meabilita e sopravvivenza delle cellule endoteliali derivate da vene, arterie e
vasi linfatici [Conn et al, 1990; Ferrara et al, 1992]. Sebbene 1’endotelio sia il
principale bersaglio, sono stati riportati molti studi sugli effetti mitogeni che ri-
guardano altri tipi cellulari, quali macrofagi, piastrine [Sunderkétter et al, 1994;
Verheul et al, 1997], cheratinociti [Frank et al, 1995] e cellule renali mesangiali
[lijima et al, 1993]. VEGF ¢ inoltre implicato nell’angiogenesi patologica ed ¢
associato alla crescita tumorale. Differenti studi riferiscono I’espressione di
questo fattore in diverse tipologie di cellule tumorali [Boocock et al, 1995; Ita-
kura et al, 2000]. L attivita di VEGF non si limita al sistema vascolare ma rive-
ste un ruolo importante anche in alcune funzioni fisiologiche dell’organismo
come ad esempio I’ematopoiesi [Ferrara et al, 1996], guarigione delle ferite
[Chintalgattu et al, 2003] e sviluppo osseo [Gerber et al, 1999].

VEGEF ¢ in realta una famiglia di proteine dimeriche di circa 40 kDa. Questa
famiglia ¢ composta da sei membri: VEGF-A (o VEGF), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E e PIGF [Leung et al, 1989; Maglione et al, 1991; Olofsson
et al, 1996]. VEGF-A e VEGF-B sono principalmente coinvolto nella regola-
zione dell’angiogenesi, mentre VEGF-C e VEGF-D sono coinvolti nella lin-
foangiogenesi. Il VEGF-E ¢ la proteina codificata dal gene del Parapox Orf vi-
rus, attiva solo VEGFR2 ed ¢ un potente stimolatore di angiogenesi; il PIGF in-
duce angiogenesi in vivo ed ¢ principalmente espresso nella placenta e nei tu-
mori.

VEGTF ¢ rilasciato da molti tipi di cellule e la sua espressione € regolata da cito-
chine pro-infiammatorie come IL-1, IL-6 e fattori di crescita come EGF, TGF-
o, PDGF, FGF. I livelli di espressione sono regolati anche dalla tensione di os-

sigeno presente nei tessuti; in condizioni d'ipossia vi € un aumento del rilascio,
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attraverso una regolazione a livello trascrizionale. Questa regolazione avviene
mediante la stimolazione del fattore trascrizionale HIF-1a [Claffey et al, 1998].
Al contrario, la normoxia induce una down-regolazione della produzione di
VEGEF e una regressione della formazione dei vasi [Mukhopadhyay et al, 1995;
Ikeda et al, 1995].

Tutti 1 fattori di crescita inclusi nella famiglia del VEGF esercitano i loro effetti
biologici attraverso recettori situati sulla membrana delle cellule endoteliali. In
particolare, sono stati identificati tre recettori che legano i vari fattori di crescita
al VEGF: VEGFRI1 (FLT-1), VEGFR2 (Flk1/KDR) e VEGFR3, appartenenti
tutti alla famiglia dei recettori tirosin-chinasici [Ferrara et al, 2003]. 11 legame
del VEGF al proprio recettore garantisce la sopravvivenza delle cellule endote-
liali, ne determina la mitogenesi, la migrazione e la differenziazione; induce
inoltre la mobilizzazione delle cellule progenitrici endoteliali (EPCs) dal midol-
lo osseo nel circolo periferico [Ferrara et al, 2003].

Studi in vitro dimostrano una sovraespressione di VEGF in cellule di differenti
neoplasie umane, quali carcinomi (renali, polmonari, mammari, ovarici, vesci-
cali, gastrointestinali), neoplasie mesenchimali (sarcoma di Kaposi, emangiope-
ricitoma) e neoplasie intracracraniche come i glioblastomi e gli emangiobla-
stomi [Papetti, Herman, 2002; Brown et al, 1996; Hatva et al, 1996].

Nello studio di Takahashi ef al, ¢ stata riscontrata una sovraespressione di
VEGEF e del suo recettore sia a carico delle cellule neoplastiche che delle cellule
endoteliali contigue al tumore, individuando inoltre, una correlazione tra la cre-
scita del letto vasale tumorale ed un aumento dell’espressione di questo fattore
[Takahashi et al, 1995].

L’elevata espressione del VEGF ¢ stata associata ad wuna riduzione
dell’intervallo libero da malattia e di sopravvivenza nelle pazienti con carcino-
ma mammario [Sledge et al, 2002; Konecny et al, 2004]. Sempre per questo
tumore ¢ stata dimostrata 1’esistenza di una stretta associazione tra la densita
vasale intratumorale e un esito infausto [Papetti e Herman, 2002].

In medicina veterinaria, uno studio evidenzia una maggiore densita vasale nei
soggetti con neoplasia mammaria e metastasi, rispetto a quelli con solo il tumo-
re primario e ai soggetti di controllo [Graham et al, 1999]. Millanta ef al, hanno
rilevato che il VEGF ¢ sempre espresso nelle cellule epiteliali tumorali del car-

cinoma mammario della cagna, senza riscontrare, perd, una correlazione tra
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I’espressione di VEGF e i parametri istologici esaminati, quali tipo di tumore,
dimensioni e invasione linfatica e I’outcome clinico della patologia neoplastica
[Millanta et al, 2006]. Inoltre, sempre nel cane, un aumento della vascolarizza-
zione del tumore non sembra correlato ad un aumento dell’espressione di
VEGEF [Millanta et al, 2006].

Nell’ambito dell’emangiosarcoma canino, Clifford ef al, hanno rilevato una
differenza significativa fra le concentrazioni plasmatiche di VEGF espresse dai
cani sani e da quelli affetti dalla neoplasia, senza tuttavia individuare una corre-
lazione fra concentrazione e progressione della neoplasia [Clifford et al/, 2001].
Recentemente, € stata valutata la rilevanza clinica delle differenze nelle concen-
trazioni sieriche di VEGF tra cani con emangiosarcomi splenici e quelli con le-
sioni non maligne della milza (ematomi) e soggetti sani [Frenz et al, 2014]. 1
livelli sierici di VEGF erano significativamente piu alti nei cani con masse della
milza rispetto ai cani sani, ma non differivano significativamente tra cani con
emangiosarcoma ed ematoma. VEGF ha un potenziale utilita clinica come mar-
catore diagnostico per cani con lesioni spleniche ma non pud essere utile per
differenziare le diverse lesioni spleniche [Frenz et al, 2014]. Lo stessa tipo di
studio ¢ stato effettuato nell’ambito delle neoplasie orali del cane ottenendo il
riscontro di elevati livelli sierici di VEGF nei cani con neoplasie maligne rispet-
to a quelli con tumori benigni e al gruppo di controllo [Sobczynska-Rak et al,
2014]. Si attribuisce in questo modo un valore prognostico al VEGF, considera-
to utile per la diagnosi precoce di neoplasie orali [Sobczynska-Rak et al, 2014].

La sovraespressione del VEGF ¢ stata riscontrata, nel cane, anche in altri istoti-
pi tumorali tra cui il carcinoma tiroideo [Campos et al, 2014], linfoma [Arico et
al, 2013], leucemia [Arico et al, 2013] e melanoma orale [Taylor et al, 2007].
L’espressione di VEGF nei tumori nasali ¢ stata valutata in un unico studio, che

ha riscontrato una positivita del 91,7% [Shiomitsu ef al, 2009]
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Figura 2.1 — Cane, cavita nasale. Carcinoma Squamocellulare. Ematossilina

eosina. 200x.

Figura 2.2 — Cane, cavita nasale. Carcinoma a cellule di transizione. Ematossi-

lina eosina. 200x.
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Figura 2.3 — Cane, cavita nasale. Adenocarcinoma papillare. Ematossilina eo-

sina. 200x.

Figura 2.4 — Cane, cavita nasale. Adenocarcinoma acinare. Ematossilina eosina.
200x.
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Figura 2.5 — Cane, cavita nasale. Carcinoma neuroendocrino. Ematossilina eo-

sina. 200x.

Figura 2.6 — Cane, cavita nasale. Condrosarcoma. Ematossilina eosina. 200x.
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Capitolo 3

Terapia dei tumori nasali

3.1 Introduzione

La complessita anatomica della sede d’insorgenza e i segni clinici aspecifici
fanno si che la diagnosi delle neoplasie nasali e dei seni paranasali risulti molto
spesso tardiva. Caratteristiche di questi tumori sono il comportamento local-
mente aggressivo e il tasso metastatico piuttosto basso, che fanno si che ci si
orienti generalmente verso un approccio terapeutico locale. Inizialmente la chi-
rurgia rappresentava 1’unica opzione terapeutica; con I’avvento della radiotera-
pia in medicina veterinaria, tale metodica ¢ stata impiegata nel trattamento dei
tumori nasali come unica modalita terapeutica o in combinazione con chirurgia
e chemioterapia. Sin dai primi articoli pubblicati, ¢ emerso che 1 tempi di con-
trollo locale e di sopravvivenza ottenuti con il trattamento radioterapico erano
decisamente superiori a quelli ottenuti con la sola chirurgia o con solo tratta-
mento medico sintomatico. Da allora, sono stati fatti notevoli passi avanti al fi-
ne di determinare il protocollo radioterapico piu idoneo per ciascun istotipo e
stadio tumorale e sono state impiegate tecniche radioterapiche sempre piu sofi-
sticate che hanno migliorato 1’efficacia terapeutica riducendo sempre piu la tos-
sicita.

La chemioterapia riveste un ruolo terapeutico marginale e solitamente viene uti-
lizzata in combinazione con chirurgia e/o radioterapia.

Altre terapie descritte nel trattamento di questi tumori sono la criochirurgia e la
terapia fotodinamica.

Le diverse tipologie di trattamento disponibili per i tumori nasali saranno de-

scritte in maniera dettagliata confrontando i dati riportati in letteratura.
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3.2  Chirurgia

L’utilizzo della chirurgia per il trattamento dei tumori delle cavita nasali e dei
seni paranasali del cane ¢ stato, storicamente parlando, il primo trattamento di
scelta, descritto a partire dal 1963 [Spruell et al, 1963]. La tecnica chirurgica
utilizzata era la rinotomia, con approccio dorsale o ventrale. Tale metodica con-
siste nella creazione di uno o due flap ossei (in caso di rinotomia dorsale), con
successiva asportazione della massa tumorale e dei turbinati nasali. Tale tecnica
¢ conosciuta come chirurgia di “debulking”, poiché lo scopo ¢ appunto la sola
rimozione della massa (“bulk”) neoplastica macroscopicamente visibile [Fos-
sum, 2004]. Negli anni a seguire, grazie ai risultati iniziali piuttosto incorag-
gianti, la terapia chirurgica ¢ diventata quella di elezione [Denny et al, 1975;
Madewell et al, 1976]. Nel 1988 Laing ¢ Binnington riportavano in 15 cani con
neoplasia nasale (carcinomi e sarcomi) sottoposti a chirurgia, una sopravviven-
za mediana di 9 mesi. I cani con coinvolgimento di una sola cavita nasale mo-
stravano tempi di sopravvivenza superiori a quelli con neoplasia estesa bilate-
ralmente (11 e 3 mesi, rispettivamente) [Laing e Binnington, 1988]. Nello stes-
so studio, istotipo e stadio tumorale non mostravano alcuna influenza progno-
stica.

Altri report pubblicati negli stessi anni non confermavano questi dati, riportan-
do tempi di sopravvivenza simili a quelli dei cani non trattati, percentuali di re-
cidive piuttosto elevate ed effetti collaterali conseguenti alla chirurgia (emorra-
gie e lesioni a carico del cervello) [MacEwen et al, 1977; Norris, 1979; Beck,
Withrow, 1985]. Negli anni a seguire, per queste ragioni e grazie
all’introduzione della radioterapia in medicina veterinaria, la chirurgia come
unico trattamento per queste forme neoplastiche ¢ stata gradualmente sostituita

e/o affiancata alle altre tipologie di trattamento.
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3.3 Radioterapia

Principi generali

La radioterapia (RT) ¢ una pratica medica nata circa un secolo fa che ha come
obiettivo principale il trattamento di pazienti affetti da patologie neoplastiche o,
piu raramente, non neoplastiche. Questa metodica ¢ ampiamente utilizzata in
oncologia umana e, da circa 20 anni, sempre piu frequentemente, anche in me-
dicina veterinaria.

La radioterapia prevede I’utilizzo di radiazioni ionizzanti con lo scopo di di-
struggere le cellule tumorali. Il danno cellulare deriva principalmente
dall’azione diretta sul DNA cellulare o indiretta, in seguito alla formazione di
radicali liberi citotossici prodotti a partire dall’interazione delle radiazioni con
le molecole di acqua intracellulare e la matrice intercellulare [Suntharalingam et
al, 2005]. Mediante questo meccanismo indiretto vengono danneggiati anche i
vasi tumorali che portano sostentamento al tumore. Le radiazioni non hanno
un’attivita selettiva nei confronti delle cellule neoplastiche e lo stesso danno
subito da questi elementi si verifica a carico delle cellule che vanno a costituire
1 tessuti sani situati in prossimita della neoplasia. La differenza ¢ che le cellule
dei tessuti normali possiedono meccanismi naturali di riparazione del DNA,
mentre quelle tumorali non hanno questa capacita e sono, pertanto, maggior-
mente esposte ad un danno da radiazioni [Suntharalingam et al, 2005; Hall,
Giaccia, 2011]. In particolare, la dose per frazione, il numero di sedute e 1’arco
temporale durante il quale queste vengono somministrate, influiscono sulla tol-
leranza dei tessuti normali e sul controllo del tumore [Suntharalingam et al,
2005; Hall, Giaccia, 2011]. Un efficace trattamento radioterapico deve quindi
basarsi su conoscenze di radiobiologia che permettano di scegliere dose totale e
frazionamento appropriati in base alla tipologia e localizzazione del tumore.
Questo consente di somministrare una dose piu elevata di radiazioni a livello
tumorale riducendo al minimo i possibili effetti collaterali a carico dei tessuti
normali con conseguente incremento delle probabilita di successo terapeutico.
Ad esempio, in presenza di masse tumorali particolarmente estese e/o vicine a
occhi ed encefalo, la dose totale viene ridotta, preferendo attenuare la potenzia-
lita terapeutica e diminuendo nello stesso tempo il rischio di produrre effetti

collaterali importanti.
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Lo schema di frazionamento della dose ¢ di fondamentale importanza e, anche
in medicina veterinaria, vengono utilizzati diversi tipi di protocollo, variabili a
seconda del risultato che si intende raggiungere. Quando il trattamento ha come
obiettivo I’eradicazione della neoplasia (intento curativo) si somministrano pic-
cole dosi quotidiane di radiazioni. Cid consente di applicare una dose totale
elevata, necessaria per distruggere le cellule tumorali e risparmiare quelle dei
tessuti sani circostanti. Queste ultime hanno, infatti, la capacita di riparare il
danno da radiazioni piu velocemente ed efficacemente rispetto alle cellule neo-
plastiche riportando cosi danni piu contenuti. Nei casi in cui la prognosi ¢ in-
fluenzata negativamente da uno stadio tumorale avanzato, da scadenti condizio-
ni cliniche del paziente o da problemi concomitanti si opta di solito per un trat-
tamento piu breve (cosiddetto palliativo). Per questi pazienti non ¢ possibile
controllare la neoplasia in maniera definitiva ed il trattamento radioterapico ha
la finalita di migliorare la qualita di vita dell’animale grazie ad un controllo
temporaneo della sintomatologia algica e delle alterazioni funzionali che fre-
quentemente si associano al tumore.

Tuttavia al fine di limitare 1’insorgenza di effetti collaterali, risulta di fonda-
mentale importanza la pianificazione radioterapica. Grazie all’utilizzo di appa-
recchiature e di sistemi di posizionamento sempre piu precisi (Figura 3.1), ¢
possibile limitare in maniera accurata I’azione del fascio radiante sul tumore,
risparmiando organi e tessuti sani circostanti. L’evoluzione tecnologica ha con-
sentito di migliorare la precisione con la quale si identificano i volumi da tratta-
re, mediante impiego di moderne apparecchiature diagnostiche quali la Tomo-
grafia Assiale Computerizzata (TAC), TAC-PET (Tomografia ad emissione di
positroni, ancora poco diffusa in ambito veterinario) o la Risonanza Magnetica
(RM). Sistemi computerizzati permettono di ricostruire tridimensionalmente
I’anatomia del paziente, 1’esatta distribuzione della dose sul bersaglio e moder-
ne tecniche radioterapiche, quali ’'IMRT (Intensity Modulation Radiation The-
rapy), consentono di variare 1’intensita del fascio radiante nell’area da trattare,

rendendo la tecnica radioterapica sempre piu precisa ed efficace.

Tecniche radioterapiche
Differenti sono le tecniche radioterapiche oggi disponibili. In campo veterinario,
quelle principali sono rappresentate dalla brachiterapia e dalla teleterapia. La

prima metodica, conosciuta anche come radioterapia interna, prevede il posi-
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zionamento di sorgenti radioattive all’interno o in prossimita della zona da trat-
tare. Questo consente di somministrare dosi elevate di radiazioni direttamente
in un sito confinato, 1’area tumorale, preservando i tessuti a rischio circostanti.
L’impianto di sorgenti radioattive nell’animale comporta un’emissione continua
di radiazioni. Di conseguenza, subentrano problemi gestionali del paziente che
deve essere isolato dal proprietario, in quanto fonte di contaminazione radioat-
tiva. Per tale ragione 1’uso di questa metodica in medicina veterinaria ¢ piutto-
sto limitato.

La teleterapia ¢ sicuramente piu diffusa ed utilizzata e consiste nella sommini-
strazione di fasci esterni di radiazioni emesse da una sorgente posta a distanza
del tumore. Un’ampia gamma di energie viene prodotta da differenti tipologie
di macchine, divise in due grossi gruppi: apparecchi da ortovoltaggio e mega-
voltaggio [Suntharalingam et al, 2005]. I primi producono radiazioni di bassa
energia (150-350 kilovolt) e venivano utilizzati in passato principalmente per il
trattamento di lesioni superficiali, con spessore variabile da qualche millimetro
a pochi centimetri (a 2 cm di profondita la dose si riduce di circa il 90%) [Sun-
tharalingam et al, 2005]. Con tale metodica, a causa dell’effetto fotoelettrico, si
ha ’assorbimento di gran parte della dose nei tessuti ad elevato numero atomi-
co, come ad esempio 1’0sso. Tale caratteristica puo causare dei problemi nei ca-
si in cui risulti necessario irradiare volumi contenenti strutture di varia densita,
con una probabilita maggiore di avere effetti collaterali a carico di osso e cute.
Nel corso degli anni gli apparecchi ad ortovoltaggio sono stati gradualmente so-
stituiti da unita a megavoltaggio, quali cobalto 60 e acceleratori lineari. La prin-
cipale differenza tra queste due tipologie di macchinari ¢ rappresentata dalla di-
versa modalita di produzione delle radiazioni. Nella cobalto 60 viene utilizzata
una sorgente radioattiva situata nella testata della macchina e i raggi y prodotti
vengono convogliati sulla sorgente da irradiare grazie all’ausilio di collimatori
[Suntharalingam et al, 2005]. Tale metodica tuttavia, pecca di imprecisione a
causa di un’ampia zona di penombra e conseguenti limiti del campo non netti,
rendendo difficoltoso il trattamento di ampie aree localizzate in prossimita di
organi a rischio. Anche in medicina veterinaria ¢ ormai diffuso 1’utilizzo di ac-
celeratori lineari (Figura 3.2). In queste macchine le radiazioni vengono pro-
dotte bombardando dei bersagli anatomici con elettroni di alta energia. Gli elet-

troni, opportunamente diretti da limitatori (o collimatori) si possono utilizzare
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direttamente per I’irradiazione di lesioni superficiali oppure vengono convoglia-
ti verso una lamina di tungsteno posta nella testata della macchina ed utilizzati
per la produzione di raggi X (fotoni) ad alta energia, necessari per il trattamento
di lesioni situate piu in profondita [Suntharalingam et al, 2005]. Questa tipolo-
gia di radiazioni viene solitamente utilizzata per il trattamento delle lesioni na-
sali. Tale tecnica richiede 1’esecuzione della cosiddetta TAC di centratura che
viene effettuata con 1’animale sistemato all’interno di particolari sistemi di po-
sizionamento (di solito box in plexiglass, cuscino sgonfiabile, calco dentale)
che verranno riutilizzati durante le successive sedute di radioterapia, permetten-
do di riposizionarlo nella stessa maniera. Mediante la cosiddetta 3D-CRT (Ra-
dioterapia Tridimensionale Conformazionale) il volume tumorale ¢ ricostruito
in tre dimensioni e assieme ad esso gli organi critici circostanti (Figura 3.3).
Un computer dedicato alla pianificazione (TPS, Treatment Planning System)
consente di utilizzare le immagini ottenute mediante TAC per pianificare il trat-
tamento e valutare la distribuzione tridimensionale della dose a livello del tu-
more e degli organi adiacenti. Al fine di valutare la dose ricevuta da ciascuna
struttura inclusa nel campo di irradiazione vengono creati e analizzati degli
istogrammi dose-volume del tumore e degli organi a rischio. Il piano ideale ¢
quello che prevede la somministrazione del 100% della dose al 100% del volu-
me tumorale. Sono considerate accettabili variazioni del 5 — 7,5%.

Lo sviluppo di tecniche avanzate (i.e. 3DCRT vs 2DCRT) non consente tuttavia
di eliminare i limiti legati all’impossibilita di aumentare la dose radiante rivolta
al tumore, senza al contempo procurare un aumento degli effetti collaterali agli
organi sani circostanti. All’aumentare della dose totale radiante si otterrebbe
idealmente un migliore risultato terapeutico, con un maggiore controllo locale
del tumore; studi effettuati al fine di valutare ’efficacia della somministrazione
di una maggiore dose in alcune porzioni del volume tumorale da irradiare
(boost) non hanno riscontrato una maggiore efficacia di questa tipologia di trat-
tamento, scoraggiandone 1’impiego a causa dell’insorgere di maggiori effetti
collaterali [Thrall et al, 1993].

Nella terapia dei tumori endonasali, una potenziale soluzione per limitare gli ef-
fetti collaterali ai tessuti sani, ¢ rappresentata dalla radioterapia ad intensita mo-
dulata o IMRT (Intensity Modulated Radiation Therapy). Si tratta di una tecni-

ca avanzata di trattamento radioterapico conformazionale che combina fasci
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multipli modulati nell’intensita, permettendo un significativo vantaggio rispetto
alle tecniche conformazionali 2D o 3D. Questa tecnica infatti, rende possibile la
somministrazione di una dose maggiore al volume bersaglio, a fronte di una
contemporanea riduzione della dose ai tessuti sani circostanti [Gutierrez et al,
2007; Hunley et al, 2010]. Nello studio di Lawrence et al (2010), ¢ stata com-
parata la tossicita oculare in un gruppo di cani trattati con IMRT con un altro
gruppo trattato con la tecnica 2DCRT. Per quanto riguarda i tempi di sopravvi-
venza riportati per i due gruppi, non si registravano significative differenze (420
vs 411 giorni) ma la dose diretta agli occhi ¢ nettamente inferiore nel gruppo
trattato con IMRT, con una tossicita oculare significativamente limitata [Law-
rence €t al, 2010].

Una tecnica emergente ed estremamente accurata che si aggiunge all’IMRT ¢ la
radioterapia stereotassica (Stereotactic RT, SRT) che prevede 1'utilizzo di dosi
superiori ai 30 Gy rilasciate in 2-3 frazioni, ognuna da 12-15 Gy. L’estrema
precisione di questa tecnica permette infatti, il rilascio di elevate dosi per singo-
la frazione e, al contempo, minori effetti collaterali rispetto alle tecniche tradi-
zionali [Curtis et al, 2010; Glasser et al, 2014].

La radioterapia come unico trattamento per le neoplasie nasali

La radioterapia con unita a megavoltaggio (cobalto-60 oppure acceleratore li-
neare), quale unica modalita terapeutica, ¢ considerata ad oggi il trattamento
d’elezione.

Nel corso degli anni, per questa tipologia di tumori, sono stati proposti differen-
ti protocolli, ma ad oggi, non vi ¢ uniformita di consensi in merito al protocollo
piu indicato. Gli studi differiscono tra loro in molti aspetti, tra cui dose totale
utilizzata, frazionamento, tecnica radioterapica, sistema di stadiazione e indagi-
ni strumentali effettuate durante il follow-up al fine di valutare la risposta og-
gettiva al trattamento.

I protocolli radioterapici utilizzati per i pazienti con neoplasie nasali sono es-
senzialmente di due tipi:

e Curativo - Si parla di trattamento curativo in generale quando la radiotera-
pia ha un intento radicale e mira all’eliminazione del tumore e a curare ra-
dicalmente la malattia. Considerato 1’obiettivo che ci si pone in questo caso,
devono essere effettuati esami mirati al fine di valutare lo stadio clinico,

dal momento che tale intento di radicalita viene perseguito principalmente
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nel momento in cui il paziente presenta un tumore in stadio non avanzato.
Tale regime curativo prevede la somministrazione di cospicue dosi totali di
radiazioni ripartite in un numero elevato di piccole dosi, solitamente quoti-
diane. Questo comporta che il protocollo definitivo comprende
I’effettuazione di numerose sedute al fine di raggiungere la dose totale pre-
fissata. In ambito veterinario e per i tumori nasali i protocolli curativi pre-
vedono la somministrazione di una dose totale compresa tra 42 ¢ 67 Gy,
suddivisa in un numero variabile di sedute da 10 a 20 da 1.5 a 4.5 Gy cia-
scuna. L impiego di questi protocolli consente di ottenere tempi mediani di
sopravvivenza compresi trai 6 ¢ i 16,5 mesi [Théon et al, 1993; Thrall et al,
1993; Adams et al, 1998; La Due et al, 1999; Adams €t al, 2009; Sones €t
al, 2013 ] (Tabella 3.1).

Palliativo - 11 trattamento palliativo (o ipofrazionato) ha invece come sco-
po principale quello di migliorare la qualita di vita del paziente, riducendo
I’incidenza o la gravita dei segni clinici. In questo caso la dose totale ¢ in-
feriore mentre la dose per singola seduta ¢ superiore rispetto ai protocolli
curativi. Il numero di sedute ¢ variabile da 1 a 10, la dose per singola sedu-
ta ¢ compresa tra i 3 e 1 10 Gy mentre la dose totale non supera i 32 Gy
[Mellanby et al, 2002; Gieger €t al, 2008; Buchholz et al, 2009; Belshaw et
al, 2011; Fujiwara et al, 2013; Tan-Coleman et al, 2013]. In letteratura i
tempi di sopravvivenza mediani riportati utilizzando i protocolli ipofrazio-
nati sono compresi tra i 5 e i 10 mesi [Mellanby et al, 2002; Gieger €t al,
2008; Buchholz et al, 2009; Belshaw et al, 2011; Fujiwara et al, 2013;
Tan-Coleman et al, 2013]. I risultati di questo approccio mostrano un mi-
glioramento dei segni clinici nel 66%-100% dei cani, ed una morbosita li-
mitata per quanto riguarda gli effetti collaterali acuti [Mellanby et al, 2002;
Maruo et al, 2011] (Tabella 3.2).

Il motivo principale del fallimento della radioterapia nel caso dei tumori delle

cavita nasali, ¢ la comparsa di recidiva. In un recente studio condotto da Bom-

marito et al (2011), ¢ stata valutata la risposta del tumore e dei tessuti sani cir-

costanti ad una seconda irradiazione . Lo studio ha valutato 9 cani sottoposti a

trattamento radioterapico curativo, che sono stati successivamente reirradiati

con protocollo palliativo. Il primo trattamento ¢ consistito nel rilascio di una

dose totale media di 50 Gy suddivisi in 18 frazioni. Nel secondo protocollo, in-
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vece, ¢ stata utilizzata una dose media di 36 Gy rilasciati in frazioni da 2 Gy. In
generale, il tempo mediano di sopravvivenza ¢ risultato di 927 gg con remissio-
ne dei segni clinici in 7 cani su 9, anche se la risposta al primo trattamento ¢
stata significativamente migliore. Gli effetti collaterali acuti si sono manifestati
in tutti gli animali, 7 dei quali hanno riportato lieve tossicita a livello di cute,
occhi e cavita nasali, che non hanno perd influito sulla qualita di vita degli stes-
si. Allo stesso tempo, due cani hanno riportato gravi effetti collaterali tardivi
agli occhi con conseguente cecita, motivo per il quale i proprietari hanno scelto
I’eutanasia. I pazienti che presentano una crescita tumorale lenta possono quin-
di beneficiare di un secondo trattamento radioterapico [Bommarito et al, 2011].
Per concludere, bisogna ricordare 1’utilizzo anche per le neoplasie nasali della
brachiterapia, o radioterapia intracavitaria, che prevede 1I’impiego di isotopi ra-
dioattivi impiantati a livello della massa tumorale. Nello studio di Thompson et
al (1992) condotto su 8 cani, un impianto con iridio-192 ¢ stato applicato nelle
cavita nasali in seguito a rimozione chirurgica della massa. Gli animali hanno
perd mostrato una tossicita elevata, con necrosi dei tessuti nei punti in cui la do-

se risultava piu elevata.
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Tabella 3.1 — Confronto tra i principali protocolli curativi utilizzati per il trat-

tamento dei tumori delle cavita nasali nel cane.

Thrall et Theon et Adamset Adamset Sones et
al, 1993 al, 1993 al, 1998 al, 2005 al, 2013
N° cas 18 77 21 80 86
Dosetotale 54-57 48 42 42-57 42-60
(Gy)
N° di frazioni 16 12 10 11-19 10-20
Dose per 3-4 4 42 3-42 3.4
frazione (Gy)
_ NR
M ST (giorni) 177 0S 60% a 1 anno 428 325 444
OS 25% a 2 anni

Tabella 3.2 — Confronto tra i principali protocolli palliativi utilizzati per il trat-

tamento dei tumori delle cavita nasali nel cane.

Mellanby Gieger e¢ Buchholz Belshaw Tan-Coleman

etal, 2002  al,2008  etal, 2009 etal,2010  etal, 2013
N° casi 56 48 38 42 42
Dose totale 36 20-40 24-32 3436 20
(Gy)
N*di 4 3-5 3-10 4 5
frazioni
Dose per
frazione 9 4-10 3-8 8,5-9 4
(Gy)

Cob o

Sorgente LINAC LINAC  LINAC LINAC
radiante LINAC
MST 212 146 300 201 309
(giorni)

LINAC = linear particle accelerator; Cob = cobalto.
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Effetti collaterali

L’impiego di apparecchiature e tecniche sempre piu precise consente di concen-
trare la dose radiante a livello tumorale risparmiando quanto piu possibile i tes-
suti sani circostanti. Il danno a carico di questi tessuti comporta I’insorgenza di
effetti collaterali che possono essere acuti o tardivi.

L’obiettivo che si cerca di perseguire sottoponendo un paziente ad un tratta-
mento radioterapico ¢ quello di controllare adeguatamente la sua neoplasia cau-
sandoli meno effetti collaterali possibili. Tali complicazioni insorgono a carico
delle strutture comprese nell’area trattata e la loro entita varia a seconda della
tolleranza dei tessuti alle radiazioni, della dose somministrata e della tipologia
di frazionamento della stessa. Gli effetti sui tessuti normali vengono suddivisi
in alterazioni che si manifestano nel periodo compreso tra le ultime sedute del
protocollo radioterapico e le prime settimane dopo I’irradiazione (effetti acuti) e
alterazioni che compaiono dopo molti mesi o anni dalla fine della RT (effetti
tardivi), secondo quanto stabilito dal Veterinary Radiation Therapy Oncology
Group (VRTOG) [La Due e Klein, 2001].

La rapidita di insorgenza di queste lesioni ¢ legata al turnover cellulare del tes-
suto irradiato. Per questa ragione gli effetti collaterali acuti compaiono princi-
palmente a carico di tessuti ricchi di substrati cellulari in riproduzione come cu-
te e mucose. La tossicita acuta cutanea ¢ spesso riscontrata nei pazienti € pud
variare da eritemi, dermatiti, desquamazione secca, alopecia, aree di desquama-
zione umida, fino ad aree ulcerate. La maggior parte dei pazienti irradiati per
neoplasie nasali presenta una dermatite a livello della cute compresa nel campo.
La comparsa di tale effetto pud determinare fastidio e prurito che possono por-
tare I’animale a grattare la parte con conseguente dilazione dei tempi di guari-
gione. Gli effetti collaterali a carico della mucosa nasale (rinite) si manifestano
con la comparsa di starnuti e scolo nasale. A causa della vicinanza delle cavita
nasali al cavo orale, il trattamento radioterapico di queste strutture determina la
comparsa di mucosite in tale sede. Di solito, queste lesioni sono asintomatiche
ma nei casi piu gravi si puo avere disfagia, aumento della salivazione e riluttan-
za ad assumere cibo e bevande. A livello oculare gli effetti collaterali acuti che
possono comparire sono rappresentati da blefarite, congiuntivite, cheratite o

cheratocongiuntivite secca.
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La rapidita di riparazione di queste lesioni dipende dalla rapidita di ripopola-
mento delle cellule danneggiate. Tali effetti sono tutti di natura autolimitante e
transitoria. In genere, mucosite e dermatite persistono per 7-10 giorni dalla loro
comparsa, dopodiché inizia la guarigione. La ricrescita del pelo richiede un pe-
riodo di tempo piu lungo, in genere qualche mese e i peli presentano consisten-
za e colore differente (spesso grigio o bianco).

Gli effetti tardivi insorgono molto piu lentamente e sono dovuti al danneggia-
mento dei vasi e del tessuto connettivo presenti nella parte irradiata. La com-
parsa di questi effetti ¢ strettamente legata alla dose totale somministrata e al
frazionamento della stessa. La tipologia di effetto tardivo varia a seconda del
tessuto irradiato e in genere si tratta di lesioni irreversibili e talvolta progressivi.
Queste lesioni radioindotte possono manifestarsi a carico di tessuti vascolari,
connettivali, nervosi e ossei, tutti caratterizzati da un turnover cellulare lento e
possono portare ad alterazioni quali fibrosi, necrosi, ulcerazioni e insorgenza di
tumori secondari. Gli effetti collaterali tardivi sono rari; tuttavia, essendo piut-
tosto gravi, hanno impatto negativo sulla qualita di vita del paziente. Nel caso
di irradiazione delle cavita nasali, i1 tessuti che possono essere coinvolti sono la
cute (iperpigmentazione, leucotrichia e fibrosi), il cristallino (con conseguente
comparsa di cataratta), la cornea (cheratite, cheratocongiuntivite secca), I’uvea
anteriore (uveiti), la retina (emorragia e degenerazione), il tessuto nervoso cere-

brale (necrosi cerebrale, degenerazione del nervo ottico) e 1’0osso (osteonecrosi).

Radioterapia e chirurgia

Con I’intento di aumentare la probabilita di successo terapeutico, nel corso de-
gli anni sono stati pubblicati numerosi studi che valutano 1’associazione tra ra-
dioterapia e chirurgia. I primi studi riportavano risultati incoraggianti con tempi
di sopravvivenza mediani di circa 23 mesi e buona tollerabilita al trattamento
[Thrall et al, 1983]. Studi eseguiti pochi anni dopo mettevano gia in discussione
il beneficio apportato dalla chirurgia nel trattamento di queste neoplasie rispetto
alla sola radioterapia [Adams et al, 1987; Henry et al, 1998; Northrup et al,
2001]. Morris et al. (1994) hanno valutato per la prima volta 1’efficacia del trat-
tamento radioterapico con moderne unita a megavoltaggio associato a chirurgia
rispetto alla sola radioterapia. Tale studio non riporta tuttavia differenze statisti-

camente significative tra i due gruppi [Morris €t al, 1994].
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Nonostante questo, anche in tempi piu recenti, I’impiego combinato di chirurgia
e radioterapia ha continuato a destare interesse. Nel 2005 ¢ stato pubblicato uno
studio retrospettivo su 53 cani, dei quali il gruppo sottoposto a chirurgia dopo
radioterapia curativa (dose totale 42 Gy, suddivisa in 10 sedute) ha mostrato un
tempo mediano di sopravvivenza significativamente piu lungo (47,7 mesi), ri-
spetto agli animali trattati con la sola radioterapia (19,7 mesi) [Adams et al,
2005]. Al contempo pero, la chirurgia delle cavita nasali comportava un signifi-
cativo aumento degli effetti collaterali riscontrati, come grave rinite, osteomieli-
te ed osteonecrosi in una percentuale piuttosto elevata di pazienti. Tale approc-
cio permetteva quindi di ottenere da un lato un ottimo risultato terapeutico, ma
sottoponeva gli animali al rischio di gravi effetti collaterali, vanificando in que-
sto modo i ragguardevoli successi ottenuti. In un recente studio di Bowles et al
(2014) il tempo mediano di sopravvivenza di 16 cani trattati con radioterapia
curativa (dose totale 54 Gy, suddivisa in18 frazioni) seguita dalla chirurgia, era
di 457 giorni. Pur non riscontrando gravi effetti collaterali tardivi, gli autori
hanno concluso che I'utilizzo di un protocollo radioterapico curativo seguito
dalla chirurgia porta a un risultato, in termini di sopravvivenza, simile a quello
ottenuto con I’utilizzo della sola radioterapia curativa.

I risultati disponibili in letteratura portano quindi ad opinioni contrastanti. Ad
oggi, il trattamento di elezione rimane quello radioterapico. Come detto in pre-
cedenza 1’utilizzo della sola chirurgia non ¢ considerato risolutivo nel tratta-
mento dei tumori endonasali, in quanto 1’invasione ossea occorre presto nella
patogenesi e il tumore ¢ spesso localizzato vicino a organi vitali (i.e. occhi e
cervello), che rendono impossibile il rispetto dei margini chirurgici. Uno dei
vantaggi della terapia radiante rispetto alla chirurgia, consiste nel fatto che con
questa tecnica ¢ possibile trattare 1’intera cavita nasale, i seni frontali e la por-
zione di osso eventualmente interessato dal processo neoplastico che non ¢ pos-
sibile asportare chirurgicamente.

La chirurgia se associata a radioterapia comporta un aumento degli effetti colla-
terali tardivi, e nella maggior parte dei casi, senza un prolungamento significa-
tivo della sopravvivenza. Infatti, anche in caso di un aumento del MST, gli ef-
fetti collaterali tardivi riscontrati hanno scoraggiato I’utilizzo di tale procedura
per il trattamento dei tumori delle cavita nasali del cane. Tuttavia, sulla base del

recente lavoro di Bowles et al, sono necessari ulteriori studi con standardizza-
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zione delle procedure, cosi da poter essere significativamente comparati al fine

di verificare I’effettiva utilita del protocollo combinato radioterapia e chirurgia.

3.4 Chemioterapia

L’utilizzo della chemioterapia come unica modalita terapeutica per le neoplasie
nasali ¢ stata investigata raramente nel corso degli anni. Nel 1992, Hahn et al,
hanno utilizzato il cisplatino in monochemioterapia in 11 cani con adenocarci-
noma nasale. Gli autori riportano una remissione della sintomatologia clinica
dopo 1-2 settimane dall’inizio della chemioterapia, due casi di remissione com-
pleta al controllo radiografico e una sopravvivenza mediana di 20 settimane (5
mesi). Tuttavia, la tendenza sia in medicina umana che veterinaria, ¢ quella di
combinare diversi farmaci. Anche per le neoplasie nasali ¢ stata valutata
I’efficacia di un protocollo che prevede la somministrazione alternata di doxo-
rubicina e carboplatino associati a piroxicam, ottenendo nel 75% dei casi una
risposta oggettiva al trattamento e una risoluzione della sintomatologia clinica.
In particolare, sulla base degli studi TC, ¢ stata ottenuta una remissione comple-
ta in 4 casi, in 2 cani remissione parziale e in 2 malattia stabile [Langova et al,
2004]. Tale approccio terapeutico pud rappresentare un’alternativa nei casi in
cui non ¢ possibile ricorrere alla radioterapia. Questi risultati sull’utilizzo della
sola chemioterapia nel trattamento delle neoplasie nasali sono incoraggianti, ma
il numero di pazienti esaminato ¢ troppo esiguo e, per confermare tali dati, sono

necessari nuovi studi includendo un numero rappresentativo di animali.

Radioterapia e chemioterapia

La combinazione di radioterapia e chemioterapia ¢ una pratica diffusa in onco-
logia. In particolare, vengono utilizzati prodotti chimici o farmaci in grado di
aumentare la sensibilita delle cellule tumorali alla radioterapia, interagendo con
1 meccanismi del danno radioindotto e potenziandone I’effetto. In particolare, i
chemioterapici sono in grado di fissare il danno radioindotto con azione siner-
gica superadditiva (radiosensibilizzanti) o additiva (radiopotenzianti) alla radio-
terapia. In medicina umana, ¢ stato da tempo dimostrato che la combinazione di
queste tecniche terapeutiche, permette un aumento del tempo di sopravvivenza
nei pazienti affetti da tumori maligni intracranici, nasali, polmonari, tumori

all’esofago, stomaco, pancreas e retto [Crane et al, 2001; Lawrence et al, 2003].
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I chemioterapici finora sperimentati nel trattamento dei tumori nasali del cane,
in associazione alla radioterapia, sono i derivati dei sali di platino (cisplatino e
carboplatino) ed un antimetabolita, la gemcitabina.

I sali di platino sono dei chemioterapici fase-aspecifici e formano legami cova-
lenti stabili intercatena ed intracatena con il DNA, impedendone la sintesi
[Chun, 2007]. Nello studio di Mauldin et al (1995) ¢ stata valutata la combina-
zione di radioterapia a megavoltaggio e carboplatino con risultati non soddisfa-
centi, in quanto, non ¢ stato riscontrato un aumento della sopravvivenza rispetto
al gruppo di controllo che ha ricevuto solo il trattamento radiante. In un altro
lavoro, Lana et al (1997), hanno impiegato il cisplatino, a cui viene riconosciu-
to sia un effetto radiosensibilizzante, a causa dell’aumento dei radicali liberi
nelle cellule, che un effetto radiopotenziante, in quanto riduce 1’abilita delle cel-
lule di riparare i danni a carico del DNA indotti dalle radiazioni [Lana et al,
1997]. Tredici cani con tumore delle cavita nasali sono stati trattati con una
combinazione di cisplatino a lento rilascio e radioterapia a megavoltaggio. Dai
risultati ¢ emerso che, la sopravvivenza mediana era superiore nei cani trattati
con cisplatino e radioterapia (580 gg) rispetto a quelli del gruppo di controllo
(325 gg), con una buona tolleranza del trattamento. Gli autori hanno percid
concluso che la combinazione di radioterapia e la somministrazione di cisplati-
no a lento rilascio, puo influenzare favorevolmente la sopravvivenza dei cani
con tumore alle cavita nasali. Tali risultati sono stati confermati dallo stesso
gruppo anche in uno studio successivo [Lana et al, 2004].

Gli antimetaboliti sono analoghi strutturali di composti naturali richiesti per la
sopravvivenza e divisione cellulare, tra cui basi puriniche e pirimidiniche, nei
cui confronti agiscono da antagonisti. Sono agenti fase specifici (fase S), quindi
piu efficaci nei confronti di tumori con elevata frazione di accrescimento. Il
meccanismo d’azione prevede sostituzione di false basi puriniche e pirimidini-
che, oppure disattivazione di alcuni enzimi chiave coinvolti nella sintesi di
DNA, RNA e proteine [Chun, 2007]. Da numerosi lavori ¢ emerso che, la
gemcitabina radiosensibilizza le cellule in fase S diminuendo il pool di deossi-
nucleotidi fosforilati, specialmente deossiadenosina trifosfato (dATP) [Lawren-
ce et al, 2003]. Con questo meccanismo, si ha una mancata riparazione delle
basi danneggiate delle radiazioni. Queste lesioni portano alla morte cellulare,

sia per via apoptotica che non apoptotica. Le cellule piu soggette a subire il
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danno, sono quelle che permangono in maniera inappropriata in fase S a causa
di una disregolazione dei checkpoints, condizione che si verifica nelle cellule
tumorali. Questo ¢ alla base della selettivita di questo farmaco per le cellule
neoplastiche rispetto a quelle dei tessuti sani [Lawrence et al, 2003]. I dati
sull’utilizzo della gemcitabina nei tumori nasali del cane sono tuttavia scarsi e
non sempre positivi. Nello studio di LeBlanc et al (2004), 15 cani con neoplasia
nasale venivano sottoposti a trattamento radioterapico curativo e contempora-
nea somministrazione di gemcitabina a dosi radiosensibilizzanti (50 mg/mz). In
questo studio viene riportata la comparsa di gravi effetti collaterali acuti legati
alla radioterapia e una tossicitd ematologica inaspettata senza un significativo

aumento dei tempi di controllo di queste lesioni.

3.5 Altre terapie

Nel corso degli anni, per il trattamento dei tumori endonasali del cane, sono sta-
ti indagati altri approcci terapeutici locali. Tra questi ricordiamo
I’immunoterapia, la crioterapia e la terapia fotodinamica (PDT).

Immunoterapia e criochirurgia non portano in genere un aumento significativo
del tempo di sopravvivenza degli animali [Withrow, 1982]. Solo in uno studio
recente in un cane con recidiva di adenocarcinoma nasale, I’utilizzo della crio-
chirurgia ha portato ad un controllo a lungo termine del tumore [Murphy et al,
2011].

La terapia fotodinamica ¢ una procedura medica che si basa sull’utilizzo di un
fotosensibilizzante che ha la capacita di accumularsi selettivamente nelle cellule
tumorali. Questo ¢ in grado di far produrre alle cellule una sostanza fototossica,
che viene attivata quando ’area viene illuminata da una particolare sorgente di
luce. L’interazione tra luce e sostanza fototossica produce all’interno della cel-
lula delle molecole di ossigeno molto reattivo, capace di distruggere la cellula
dall’interno. Lucroy et al (2003) hanno condotto uno studio su tre cani affetti da
carcinoma nasale trattati con PDT, ottenendo un buon controllo dei segni clinici
(e.g. epistassi, starnuti, scolo) nel breve periodo, ma con risultati poco soddisfa-

centi a lungo termine.
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Figura 3.1 — Sistema di posizionamento individualizzato utilizzato durante le
sedute di radioterapia, costituito da box in plexiglass, cuscino sgonfiabile e cal-

co dentale.

Figura 3.2 — Acceleratore lineare (6 MV). Apparecchiatura utilizzata in radio-

terapia per I’erogazione delle radiazioni.
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Figura 3.3 — Ricostruzione in 3D di un cranio di un cane con neoplasia nasale.
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Parte sperimentale



Capitolo 4

Indagine retrospettiva

4.1 Introduzione

La prima parte di questo lavoro sperimentale ha come argomento uno studio re-
trospettivo su materiale di archivio finalizzato a un’indagine demografica sulle
neoplasie nasali del cane.

4.2 Materiali e Metodi

L’indagine é stata effettuata includendo tutti i cani con lesioni nasali sottoposte
ad esame istopatologico presso il Servizio di Anatomia Patologica del Diparti-
mento di Scienze Mediche Veterinarie (Universitadi Bologna) dal 2000 ad oggi
o riferiti presso il Centro Oncologico Veterinario (Sasso Marconi). Sono state
inoltre revisionate le cartelle cliniche di tutti i cani inclus nello studio, con
I"intento di raccogliere informazioni riguardanti i sintomi in presentazione,
estensione locale della neoplasia primaria, presenza di metastas regionali e a
distanza e tipologia di trattamento effettuato.

4.3 Risultati

La ricerca ha permesso di raccogliere complessivamente 135 casi. In base alla
diagnosi istologica erano presenti 14 casi di riniti croniche (10%), 15 lesioni
simil-tumorali (polipi inflammatori, 11%), 2 neoplasie epiteliali benigne (2%),
67 neoplasie epiteliali maligne (50%), 3 neoplasie mesenchimali benigne (2%)
e 34 tumori mesenchimali maligni (25%) (Figura 4.1). Nell’ambito dei tumori
epiteliali erano presenti, in ordine di frequenza, adenocarcinoma (n = 27; 40%),
carcinoma squamocelulare (n = 13; 19%), carcinoma a cellule di transizione (n
= 13; 19%), carcinomaindifferenziato (n = 7; 11%), carcinoma adenosguamoso
(n = 2; 3%), carcinoma adenoide cistico (n = 2; 3%), carcinoma neuroendocrino
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(n = 2; 3%) e carcinoma a cellule acinari (n = 1; 2%) (Figura 4.2). Trale neo-
plasie mesenchimali, I'istotipo piu frequente era il condrosarcoma (n = 11;
32%), seguito da sarcoma indifferenziato (n = 10; 29%), osteosarcoma (n = 5;
15%), emangiosarcoma (n = 4; 12%), mixosarcoma e fibrosarcoma (n = 2; 6%
ciascuno) (Figura 4.3).

Considerando solo i tumori maligni, i cani affetti avevano un eta media di 10
anni (x 2,8 anni), 57 cani erano maschi (56%) e 44 erano femmine (43%). Il
45.5% dei pazienti (n = 46) erano meticci e, trai cani di razza, i soggetti a mor-
fotipo brachicefalo erano il 3% (n = 3) mentre la maggior parte (51,5%; n = 52)
era a morfotipo dolico-mesocefalo. Le razze piu rappresentate erano Setter (n =
7; 7%), Labrador Retriever (n = 5; 5%), Golden Retriever (n = 4; 4%) e Pastore
Tedesco (n = 3; 3%).

In 53 casi e stato possibile avere informazioni in merito ai sintomi presenti a
momento della diagnosi e allo stadio clinico. | segni clinici piu frequenti, in or-
dine di frequenza, erano starnuti (n = 45; 85%), scolo nasale (n = 40; 75,5%),
epistassi (n = 31; 58,5%), stertore respiratorio (n = 18; 34%), deformitafacciae
(n = 14; 28,5%), esoftalmo (n = 5; 9,4%) e sintomi nervosi (n = 1; 1,9%).
Cinque cani (9,4%) presentavano metastasi ai linfonodi regionali. In questi pa-
zienti, i tumori diagnosticati erano carcinoma squamocellulare (n = 1), carci-
noma neuroendocrino (n = 1), carcinoma a cellule di transizione (n = 2) e ade-
nocarcinoma (n = 1). Un cane (1.8%) con una diagnosi di osteosarcoma presen-
tava metastasi a distanza (polmone).

Dallavalutazione delle immagini TC, 16 cani (30,2%) mostravano uno sviluppo
primario della neoplasia a livello di cavita nasale destra e 15 cani (28,3%) dla
cavita sinistra. In 20 cani (37,7%) la neoplasia coinvolgeva entrambe le cavita
nasali ed in 2 pazienti (3,8%) originavadal seno frontale.

Tutti questi cani sono stati sottoposti a trattamento radioterapico palliativo.
L’intervallo libero da progressione mediano, valutato mediante esami TC e con-
trolli clinici periodici € risultato di 236 giorni e la sopravvivenza mediana e sta-
tadi 442 giorni, senza differenze significative in merito alla tipologia neopl asti-
ca diagnosticata (tumori epiteliali 0 mesenchimali). | cani con metastasi regio-
nali o a distanza presentavano intervallo libero da malattia e tempi di sopravvi-
venza significativamente piu brevi (P = 0,021 e P = 0,018, rispettivamente).
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Capitolo 4. Indagine retrospettiva

La progressione locale della neoplasia € stata la principale causa di morte in
questo gruppo di pazienti. Quarantasei cani (86,8%) sono deceduti 0 sono stati
sottoposti ad eutanasia a causa della progressione del tumore primario, 4 (7,5%)
a causa di metastas a distanza (polmonari, epatiche, ossee) e 2 (3,8%) hanno
presentato malattia progressiva localmente e a distanza. Tra le altre cause di
marte sono state riportate emoaddome (n = 1), polmonite ab ingestis (n=1) e
collasso cardiocircolatorio per cause sconosciute (n = 2).

. 29
Neoplasie 2%

50% mesenchimali

Neoplasie benigne
I EE]
maligne Neoplasie
mesenchimali
maligne

25%

Neoplasie ,,, 10%
epiteliali

Riniti

benigne e
Polipi croniche

Figura 4.1 — Classificazione di 135 casi di biopsie nasali di canein base ala
diagnosi istologica.
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indifferenziati
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Figura 4.2 — Classificazione di 67 casi di tumori epiteliali maligni di canein
base alla diagnosi istologica.

MiXOSarc‘o'm..

Emangiosarcomi

Sarcomi
indifferenziati

Figura 4.3 — Classificazione di 34 casi di tumori mesenchimali maligni di cane
in base alla diagnosi istologica.
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Capitolo 4. Indagine retrospettiva

4.4 Discussione

| dati ottenuti da questa indagine retrospettiva in gran parte confermano i dati
riportati in letteratura. In particolare, in letteratura é riportata una frequenza di
neoplasie maligne nettamente superiore a quelle benigne. Le neoplasie maligne
oscillano intorno all’ 80% e di queste circa il 60-75% & di origine epiteliale [Le-
gendre et al, 1983; Patnaik et al, 1989]. Nei nostri pazienti le percentuali otte-
nute ricalcano quanto ottenuto in questi studi. Tra le neoplasie epiteliai
I"adenocarcinoma si € confermato I’istotipo piu comune e il condrosarcoma tra
quelle mesenchimali.

Anche nei nostri casi, come riportato da alcuni autori [Hayes et al, 1982; Pat-
naik et al, 1989], vi € unalieve prevalenza dei cani maschi tre i pazienti affetti
da neoplasie nasali maligne con eta media intorno a 10 anni. Le razze mag-
giormente col pite risultano quelle meso-dolicomorfe e tra queste principal mente
il Setter.

La sintomatologia clinica che accompagnava queste neoplasie rispecchia quanto
riportato gia 30 anni fada Madewell et al (1976) e da Patnaik et al (1989) e, al-
lora come oggi, la diagnosi e spesso tardiva a causa dell’ aspecificita della sin-
tomatol ogia prevalentemente costituita da starnuti, scolo nasale ed epistass, ri-
scontrati molto spesso in concomitanza di altre patologie respiratorie.

Il nostro studio conferma il basso tasso metastatico (9,4%) di queste neoplasie,
a dimostrazione di quanto riportato in merito alla loro invasivita e aggressivita
locale, che e risultata la principale causa di morte anche nella nostra indagine.
La presenza di metastas regionali e a distanza s conferma tuttavia un impor-
tante fattore prognostico negativo, come giain precedenza valutato in altri studi
[Henry et al, 1998; LaDue et al, 1999].

Laradioterapias dimostra un trattamento efficace per i tumori nasali. In questo
studio sono stati inclusi solo pazienti sottoposti ad un protocollo radioterapico
palliativo, conseguendo un tempo mediano libero da progressione neoplastica di
236 giorni e una sopravvivenza mediana di 442 giorni. | risultati ottenuti risul-
tano superiori 0 equivalenti a quelli riportati in atri studi che hanno valutato
I’ efficacia della radioterapia nel trattamento del tumori nasali del cane [Mel-
lanby et al, 2002; Gieger et al, 2008; Buchholz et al, 2009; Tan-Coleman et al,
2013].
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Capitolo 5

Indagine prospettica

5.1 Introduzione

I tumori nasali rappresentano meno del 2% di tutte le neoplasie canine diagno-
sticate [Medewell et al, 1976; Patnaik 1989]. I carcinomi costituiscono i due
terzi dei tumori nasali del cane e sono caratterizzati da marcata invasivita locale
e da un basso tasso metastatico [Medewell et al, 1976; Legendre et al, 1983;
Patnaik, 1989; La Due et al, 1999]. Per queste ragioni, chirurgia e chemiotera-
pia, da sole, raramente portano ad un controllo del tumore a lungo termine. La
radioterapia (RT) ¢ il trattamento di scelta e ha permesso di raggiungere tempi
di sopravvivenza mediani compresi tra gli 8 e i 23 mesi, mentre raramente si
superano i1 3 mesi nei pazienti che ricevono un trattamento medico palliativo
[Adams et al, 1987; Théon et al, 1993; Morris et al, 1994; Northrup et al, 2001;
Mellanby et al, 2002; Gieger et al, 2008; Buchholz et al, 2009].

L’isoforma 2 della cicloossigenasi (COX-2) ¢ un enzima inducibile, implicato
nella crescita tumorale e nell’angiogenesi e nell’uomo sovraespresso in una va-
rieta di condizioni neoplastiche [Belshaw et al, 2011]. In medicina veterinaria,
COX-2 ¢ stato riscontrato in diversi tumori epiteliali tra cui il carcinoma colo-
rettale, il carcinoma prostatico, il carcinoma renale, 1 carcinomi squamocellulari
orali e cutanei, il carcinoma mammario, il carcinoma a cellule di transizione e
in altri tipi di tumore, tra cui il melanoma maligno e 1’osteosarcoma [Tremblay
et al, 1999; Khan et al, 2000; Khan et al, 2001; Pestili de Almeida et al, 2001;
Knottenbelt et al, 2004; Mohammed et al, 2004; Millanta et al, 2012]. Nel car-
cinoma nasale, COX-2 ¢ espresso nel 71-95% dei casi [Borzacchiello et al,
2004; Kleiter et al, 2004; Impellizeri et al, 2008; Belshaw et al, 2011]. Consi-

derando il potenziale ruolo di COX-2 nella progressione di questi tumori, sem-
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bra razionale considerare che I’inibizione di COX-2 possa migliorare i risultati
terapeutici nei pazienti affetti da queste neoplasie [Kleiter et al, 2004].
Firocoxib ¢ un farmaco inibitore selettivo di COX-2 e in medicina veterinaria ¢
utilizzato principalmente nel controllo del dolore chirurgico o in caso di
osteoartrite [Pollmeier ef al, 2006; Hanson et al, 2006; Lecoindre et al, 2010;
Kondo et al, 2012]. Recentemente, questo farmaco ¢ stato utilizzato con succes-
so in cani con dermatite solare e lesioni epiteliali iperplastiche/displastiche con
potenziale significato preneoplastico [Albanese et a/, 2013]. Inoltre, uno studio
ha dimostrato ’attivita antitumorale del firocoxib in monoterapia o in associa-
zione al cisplatino in cani con carcinoma a cellule di transizione della vescica
[Knapp et al, 2013].

Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di confrontare I'efficacia e la tossicita
della radioterapia utilizzata da sola o in combinazione con firocoxib nel tratta-
mento del carcinoma nasale del cane. E stato ipotizzato che ’impiego di firo-
coxib possa aumentare l'attivita antitumorale della radioterapia e fornire un be-

neficio clinico rispetto all’utilizzo del solo trattamento radioterapico.

5.2 Materiali e Metodi

Criteri d’inclusione

In questo studio prospettico, controllato, randomizzato in doppio cieco eseguito
presso il Centro Oncologico Veterinario di Sasso Marconi (Bologna), sono stati
reclutati cani con diagnosi istologica di carcinoma nasale. Sono stati esclusi pa-
zienti con alterazioni della coagulazione, della funzionalita renale, cardiaca o
epatica. Lo studio ha inoltre previsto 1’esclusione di cani con metastasi a distan-
za alla presentazione e di quelli che in precedenza avevano ricevuto terapie an-
ti-neoplastiche (chirurgia, chemioterapia o radioterapia) o farmaci anti-
inflammatori non steroidei negli ultimi 6 mesi. Nel presente lavoro infine, sono
stati inclusi solo cani che hanno ricevuto un trattamento palliativo a causa della
neoplasia in stadio avanzato o per ragioni economiche/organizzative del pro-

prietario.
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Diagnosi e stadiazione

Tutti 1 pazienti sono stati sottoposti a stadiazione completa, mediante esami
ematici (emocromo, profilo biochimico, profilo coagulativo), esame delle urine,
esame tomografico computerizzato (TC) total body e agoaspirato dei linfonodi
mandibolari bilaterali.

Gli studi TC sono stati eseguiti utilizzando uno scanner multidetettore (GE
Bright Speed, Milwaukee, WI, USA). Le immagini sono state acquisite dopo
somministrazione endovenosa di 600 mg/kg di contrasto non-ionico (ioversolo,
Optiray 300 mg/ml, Covidien SpA, Segrate) somministrato con un iniettore a 3
ml/sec. Sulla base dei reperti TC, i tumori sono stati stadiati secondo il sistema
di classificazione di Adams modificato [Adams et a/, 2009].

Diagnosi e stadiazione

Tutti 1 cani sono stati trattati utilizzando un acceleratore lineare 6 MV (Clinac
DMX, Varian, Palo Alto, CA, USA). Per ciascun paziente, ai fini della pianifi-
cazione radioterapica, sono state eseguite scansioni TC con I’animale posizio-
nato nella stessa maniera del successivo trattamento radioterapico (Figura 5.1).
In particolare, i cani sono stati posizionati in decubito sternale all’interno di un
dispositivo di posizionamento individuale costituito da un box in polimetilacri-
lato (Plexiglas), da un cuscino sgonfiabile (SecureVacTM, Bionix, Toledo, OH,
USA) e da un calco dentale [Rohrer Bley et al, 2003]. I piani di trattamento in-
dividualizzati sono stati generati utilizzando un sistema di pianificazione 3D
computerizzato (Eclipse versione 8.6, Varian) applicando 1'algoritmo “pencil
beam convolution” (versione 8.6.14). Il gross tumor volume (GTV) ¢ stato defi-
nito nelle immagini TC come I’area tumorale macroscopicamente evidente in
seguito alla presa di contrasto della lesione. Il clinical target volume (CTV) ha
incluso il volume del tumore, entrambe le cavita nasali e il tessuto sottocutaneo
considerato a rischio di eventuale malattia microscopica. Il planning target vo-
lume (PTV) ¢ stato definito includendo un margine di 3-4 mm intorno al CTV,
tenendo conto in questo modo di eventuali errori di posizionamento e/0 movi-
menti fisiologici del paziente. Gli organi a rischio circostanti (occhi, cristallino
e cervello) sono stati identificati utilizzando le immagini TC. Per la pianifica-

zione del trattamento in materia di dose e volumi, sono state seguite le direttive
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emanate nel report 50 e 62 dalla International Commission on Radiation Units
and Measurements [ICRU report 50, 1993; ICRU report 62, 1999].

Piani di trattamento in 3D sono stati creati individualmente in maniera tale da
distribuire la dose ai soli volumi bersaglio, al fine di ottenere la migliore distri-
buzione della dose e la copertura ottimale del tumore, escludendo per quanto
possibile 1 tessuti normali. La dose ¢ stata prescritta alla curva di isodose 95%.
Variazioni di dose del 7,5% sono state considerate accettabili in accordo a
quanto proposto nel report 50 dell’ICRU [ICRU report 50, 1993]. Un collimato-
re multilamellare costituito da 80 lamelle di piombo e cunei dinamici, entrambi
posizionati nella testata della macchina (gantry) sono stati utilizzati al fine di
modellare i campi di trattamento, includendo il volume tumorale e risparmiando
1 tessuti normali e gli organi a rischio circostanti e raggiungendo 1'omogeneita
della dose emanata all'interno del volume da irradiare. Quando indicato, al fine
di distribuire in maniera uniforme la dose ai tessuti piu superficiali, in sede di
pianificazione ¢ stato utilizzato un materiale, chiamato bolus, con densita molto
simile a quella dell’acqua. Istogrammi dose-volume e ispezione visiva delle
curve di isodose sono stati utilizzati per la valutazione del piano di trattamento.
Il trattamento radioterapico ha previsto 1’utilizzo di un protocollo di 5 frazioni x
6 Gy (dose totale di 30 Gy) effettuate due volte a settimana, o 10 frazioni x 3
Gy (dose totale di 30 Gy) effettuate quotidianamente, nei pazienti che presenta-
vano estensione intracranica della neoplasia o coinvolgimento dell'orbita o del
seno frontale. Nei pazienti con metastasi linfonodali, 1 linfonodi mandibolari
sono stati irradiati alla stessa dose del tumore primario e utilizzando campi se-
parati e non sovrapposti di elettroni, o sono stati inclusi nello stesso campo fo-
toni della neoplasia.

Il trattamento ¢ stato somministrato in anestesia generale, indotta dalla sommi-
nistrazione endovenosa di propofol (Propovet, Esteve, Abbott House, Berkishi-
re, UK) e, dopo intubazione tracheale, mantenuta con isoflurano (ISOFLO,
Esteve, Abbott House) (1-3% in ossigeno).

I cani con carcinoma nasale sono stati randomizzati a ricevere firocoxib (Previ-
cox, Merial SpA, Milano) (Gruppo 1), o un placebo (gruppo 2). Firocoxib ¢ sta-
to somministrato alla dose di 5 mg/kg/die. Per ciascun paziente, il dosaggio ef-
fettivo ¢ stato adattato alla presentazione commerciale del farmaco (57 mg e

227 mg). Il placebo si presentava in formulazione identica a quella del firocoxib
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e veniva fornito dalla stessa societd farmaceutica. La somministrazione delle
compresse iniziava 3-5 giorni prima della radioterapia e il trattamento veniva
effettuato in maniera continuativa a vita. N¢é i proprietari né i medici veterinari

impegnati nello studio erano a conoscenza del trattamento ricevuto dai cani.

Follow-up
Per tutta la durata dello studio, ai proprietari ¢ stato chiesto di fornire regolar-
mente degli aggiornamenti in merito alla progressione degli effetti collaterali e
alle condizioni cliniche generali dell’animale. Una valutazione da parte dei cli-
nici ¢ stata effettuata a 1 e 2 settimane dopo la fine della radioterapia, per valu-
tare la remissione dei sintomi e gli effetti collaterali acuti dovuti alla radiotera-
pia. Altre valutazioni cliniche ed esami TC total body sono stati programmati a
3, 6,9 ¢ 12 mesi o prima nel caso di comparsa di problemi di qualunque natura
o0 in caso di sospetta recidiva.
La risposta oggettiva al trattamento ¢ stata valutata mediante esame TC utiliz-
zando gli Standard Response Evaluation Criteria In Solid Tumors (RECIST) al
fine di quantificare il risultato raggiunto [Nguyen et al, 2001]. Secondo queste
linee guida, dopo un follow-up di 4-8 settimane, si definisce:
remissione completa (complete remission, CR) la scomparsa di tutte le le-
sioni target;
risposta parziale (partial remission, PR) la riduzione della somma dei dia-
metri delle lesioni target di almeno il 30% rispetto al valore iniziale prima
del trattamento;
malattia stabile (stable disease, SD) una diminuzione inferiore al 30% o un
aumento inferiore al 20% nella somma dei diametri delle lesioni target;
malattia progressiva (progressive disease, PD) come aumento della somma
dei diametri delle lesioni target di almeno il 20%, o lo sviluppo di nuove
lesioni.
Queste risposte dovevano rimanere tali per almeno quattro settimane.
Gli effetti collaterali da radioterapia sono stati valutati durante 1'esame clinico
utilizzando un sistema di classificazione della tossicita standardizzato [Acute
Radiation Morbidity Scoring Scheme (VRTOG)] [La Due et al, 2001] e dai
proprietari a casa. L’eventuale tossicita correlata al firocoxib ¢ stata valutata

tramite controlli clinici ed esami ematici. In particolare, emocromo, esame bio-
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chimico, esame della coagulazione (PT, APTT) e analisi delle urine sono state
eseguite ogni due settimane durante la radioterapia, e successivamente ad ogni
controllo programmato (3, 6, 9, 12 mesi) e per tutta la durata del trattamento. Ai
proprietari dei cani ¢ stato chiesto di completare mensilmente un questionario
riguardante la qualita di vita dell’animale durante il trattamento (Allegato I). I
parametri considerati sono stati: comportamento, attivita, appetito e dolore. Per
ogni categoria, ¢ stato assegnato un punteggio da 1 a 3 a ciascuna risposta, dove

3 rappresenta il punteggio migliore.

Analisi statistica

Per tutti i cani, sono stati valutati I’intervallo libero da progressione e la soprav-
vivenza. L’intervallo libero da progressione ¢ stato definito come l'intervallo
(giorni) tra la prima frazione di radioterapia e la progressione della malattia, va-
lutata in maniera oggettiva mediante esame TC o sulla base della sintomatolo-
gia clinica (es. secrezione nasale che non risponde al trattamento antibiotico,
epistassi o grave congestione nasale). La sopravvivenza ¢ stata calcolata come
intervallo (giorni) tra la data della prima frazione di radioterapia e la data di
morte. Eventuali differenze nell’intervallo libero da progressione e nella so-
pravvivenza tra il gruppo 1 e 2 sono state valutate effettuando un’analisi univa-
riata (modello proporzionale di Cox). Altre variabili sono stati testate ai fini
prognostici, tra cui il sesso, I'eta (< o > valore mediano), il peso corporeo (< o
valore mediano), i segni clinici alla presentazione, lo stadio tumorale, presenza
di metastasi a carico dei linfonodi, I’istotipo e la tipologia di protocollo radiote-
rapico utilizzato. Per esigenze statistiche, gli stadi 1-2 e 3-4 sono stati raggrup-
pati, secondo quanto proposto nello studio originale da Adams et al (1998).

I vari istotipi sono stati raggruppati in base al loro comportamento biologico
(adenocarcinomi e carcinomi a cellule di transizione hanno generalmente infe-
riore rispetto malignita con carcinomi a cellule squamose e carcinomi anaplasti-
ci).

Per ogni variabile, il rischio (hazard ratio, HR) di progressione della malattia o
di morte dovuta alla neoplasia durante il periodo di studio ¢ stato stimato con i
corrispondenti intervalli di confidenza al 95% e valori di P.

Per l'analisi della sopravvivenza, i cani che sono morti a causa del carcinoma

nasale sono stati registrati come eventi. I cani vivi al momento della chiusura
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dello studio (dicembre 2013), persi al follow-up, o morti per cause non correlate
al tumore sono stati censurati.

Le differenze nelle caratteristiche demografiche e tumorali tra il Gruppo 1 e il
Gruppo 2 sono state valutate con test U di Mann-Whitney e il test esatto di Fi-
sher. Il test U di Mann-Whitney ¢ stato applicato anche per valutare i cambia-
menti nei parametri ematici e urinari tra i valori basali e quelli ottenuti ai suc-
cessivi controlli per ogni gruppo e per valutare la qualita di vita dei pazienti.

I dati sono stati analizzati utilizzando software commerciali (SPSS Statistics 19,
IBM, Somers, NY, USA, e Prism 5.0, GraphPad, San Diego, CA, USA). Valori

di P < 0,05 sono stati considerati significativi.

5.3 Risultati

Informazioni generali

Ventiquattro cani (9 maschi e 15 femmine) hanno soddisfatto i criteri di inclu-
sione dello studio. L'eta media al momento della diagnosi era di 9 anni (range,
5-15). Il peso variava da 6 a 40 kg (mediana, 20 kg). Dodici cani erano di razza
pura e 12 erano meticci. Dei 24 pazienti reclutati, 12 sono stati inclusi in modo
randomizzato nel gruppo firocoxib (Gruppo 1) e 12 nel gruppo placebo (Grup-
po 2).

Dodici tumori (50%) erano adenocarcinomi. I restanti 12 erano carcinomi indif-
ferenziati (n = 5; 20,8%), carcinomi squamocellulari (n = 4; 16,7%) e carcinomi
a cellule di transizione (n = 3; 12,5%).

I segni clinici piu comuni erano starnuti (n = 19; 79,2%), scolo nasale (n = 17;
70,8%), epistassi (n = 14; 58,3%) e deformita facciale (n = 6; 25%). Conside-
rando il sistema di stadiazione di Adams modificato, cinque cani (20,8%) pre-
sentavano la neoplasia confinata ad una sola cavita nasale, ad un seno paranasa-
le, o ad un seno frontale (stadio 1), cinque cani (20,8%) mostravano coinvolgi-
mento osseo (stadio 2), tre cani (12,5%) avevano un coinvolgimento della cavi-
ta orbitale o presentavano invasione del tessuto sottocutanco o sottomucoso
(stadio 3). Infine, 11 cani (45,8%) presentavano lisi della lamina cribrosa o
estensione della neoplasia a livello rinofaringeo (stadio 4). Nel Gruppo 1 erano
presenti un cane in stadio 1, tre in stadio 2 e otto in stadio 4. Nel Gruppo 2,

quattro cani erano in stadio 1, due erano in stadio 2, tre cani erano in stadio 3 e
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3 in stadio 4. Due cani (8,3%, entrambi nel Gruppo 1) presentavano metastasi al
linfonodo mandibolare ipsilaterale al momento della diagnosi.

Per quanto riguarda le caratteristiche demografiche e tumorali, non sono state
riscontrate differenze statisticamente significative tra Gruppo 1 e Gruppo 2
(Tabellab.1).

Trattamento e tossicita

Diciotto cani (otto nel Gruppo 1 ¢ 10 nel Gruppo 2) sono stati sottoposti ad un
trattamento di 5 frazioni x 6 Gy. Gli altri sei pazienti (quattro nel Gruppo 1 e
due nel Gruppo 2) hanno ricevuto un protocollo da 10 frazioni x 3 Gy. Nei due
casi con metastasi, 1 linfonodi sono stati irradiati utilizzando un campo separato,
non sovrapposto di elettroni (6 MeV) in un cane; nell’altro paziente invece, so-
no stati inclusi nello stesso campo fotoni.

Le dosi medie assorbite a livello di GTV, CTV e PTV sono state di 29,8 (range,
27,5-31,2 Gy), 29,7 (range, 26,5-31,2 Gy) e 29,3 Gy (range, 21,6-31,3 Gy), 1i-
spettivamente. La dose media assorbita a carico degli organi a rischio, tra cui
gli occhi, cristallino e cervello ¢ stata di 19,7 (range, 4,1-29,5 Gy), 15,3 (range,
4,1-21,6 Gy) e 7,8 Gy (range, 0-29,7 Gy), rispettivamente. Tutti i cani hanno
completato il protocollo radioterapico prescritto senza interruzioni o sospensio-
ni. Gli effetti collaterali acuti dovuti alla radioterapia sono comparsi durante
l'ultima settimana di trattamento con progressivo peggioramento fino a 7-10
giorni dopo la fine del trattamento. Questi effetti acuti si sono manifestati prin-
cipalmente a carico di cute e mucosa orale e risultavano completamente risolti
tre settimane dopo il trattamento. Al loro picco, la tossicita acuta ¢ stata lieve
(grado 1 VRTOG) in 11 su 12 cani del gruppo di controllo e in tutti i cani del
gruppo firocoxib e comprendeva dermatiti (10 nel Gruppo 1 e nove nel Gruppo
2), mucosite orale (sei casi per ciascun gruppo) e congiuntivite (tre nel Gruppo
1 e due nel Gruppo 2). In un cane nel gruppo placebo ¢ stata diagnosticata der-
matite ¢ mucosite di grado 2. Tossicita tardiva di grado 1 VRTOG ¢ stata do-
cumentata, ma non ¢ stata associata a una diminuzione della qualita di vita. In
particolare, nei cani sopravvissuti piu di tre mesi dopo il trattamento radiotera-
pico sono stati registrati nel campo irradiato leucotrichia (quattro nel Gruppo 1
e tre nel Gruppo 2), alopecia (una nel Gruppo 1 e due nel Gruppo 2) e iperpig-

mentazione cutanea (uno nel Gruppo 1 e due nel Gruppo 2). Inoltre, in due cani
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del gruppo firocoxib ¢ stata riscontrata la comparsa di cataratta asintomatica
unilaterale 12 e 14 mesi dopo la fine della radioterapia, rispettivamente (Figura
5.1).

Gli esami clinici non hanno evidenziato anoressia, letargia, vomito, diarrea o
debolezza durante lo studio. Il peso medio dei cani non ha presentato variazioni.
Nessuna differenza di rilievo ¢ stata registrata tra 1 valori basali e gli altri valori
registrati in tempi successivi dell’emocromo e dei parametri urea, creatinina,
GGT, ALT e ALP. In un solo cane ¢ stato riscontrato un lieve aumento dei va-
lori di creatinina (da 1,24 mg/dl a 1,89 mg/dl; range, 0-1,7) e urea (da 23 mg/dl
a 72,8 mg/dl; range 10-40) dopo nove mesi di trattamento con firocoxib, ma
senza nessun peggioramento nel successivo periodo di follow-up (13 mesi). Per
quanto riguarda I'analisi delle urine, non vi era alcuna differenza all'interno e tra
i due gruppi per quanto riguarda densita, pH e valori delle proteine urinarie du-

rante tutto il periodo dello studio.

Risposta alla terapia e fattori prognostici

Una risoluzione completa dei segni clinici ¢ stata osservata alla fine della radio-
terapia o subito dopo in 23 cani. Un solo cane del Gruppo 2 ha mostrato stertore
persistente e starnuti durante e una volta completato il trattamento. Nove cani
del Gruppo 1 sono stati sottoposti ad esame TC di controllo tre mesi dopo la fi-
ne della RT. In questi pazienti ¢ stata riscontrata una remissione completa, quat-
tro remissioni parziali, un caso di malattia stabile e tre di malattia progressiva.
A sei mesi, I’esame TC ¢ stato eseguito in quattro cani. Tre dei cani preceden-
temente in remissione parziale hanno presentato progressione di malattia (n = 2)
o malattia stabile (n = 1). Un cane che mostrava remissione completa a tre mesi
ha avuto progressione di malattia a sei mesi. I controlli TC a 9 e 12 mesi ag-
giuntivi sono stati eseguiti in due cani, mostrando rispettivamente una stabiliz-
zazione e una progressione della malattia. Il cane con malattia stabile era ancora
vivo alla fine dello studio.

Nel Gruppo 2, il controllo TC a tre mesi ¢ stato eseguito in cinque cani. Tre di
essi presentavano remissione parziale della lesione, uno era in remissione com-
pleta e un cane ha mostrato una progressione della malattia. Uno dei cani in re-

missione parziale ha subito un controllo TC a sei e nove mesi post-RT, mo-

87



strando una stabilizzazione della malattia a sei mesi e malattia progressiva a
nove mesi (Figura5.2).

Per i pazienti non sottoposti a controlli TC, la risposta al trattamento ¢ stata va-
lutata clinicamente e determinata soggettivamente dai clinici e proprietari du-
rante tutto il periodo di studio. In tutti i casi di recidiva o malattia progressiva ¢
stato proposto un secondo trattamento radioterapico, che in tutti i casi ¢ stato ri-
fiutato dai proprietari. Nel Gruppo 1 non vi ¢ stata sospensione della sommini-
strazione di firocoxib anche in caso di malattia progressiva.

Quattro cani (due nel Gruppo 1 e due nel Gruppo 2) erano ancora vivi alla fine
dello studio. Tre cani erano in stadio 4 e uno in stadio 3. Tre di loro avevano ri-
cevuto un protocollo di 5x6 Gy, mentre uno era stato sottoposto a un protocollo
di 10x3 Gy. Il follow-up mediano per questi cani ¢ stato di 583 giorni (range,
338-797).

Venti cani sono morti a causa di una progressione della neoplasia primaria (10
nel Gruppo 1 e 10 nel Gruppo 2). L'intervallo mediano libero da progressione e
la sopravvivenza mediana stimata sono stati di 229 e 332 giorni, rispettivamente.
Considerando i gruppi di trattamento, l'intervallo libero da progressione media-
na ¢ stata di 228 giorni (range, 73-525) nel Gruppo 1 e 234 giorni (range, 50-
475) nel Gruppo 2. La sopravvivenza mediana ¢ stata di 335 giorni (range, 74-
620) nel Gruppo 1 e 244 giorni (range, 85-505) nel Gruppo 2. Le differenze di
intervallo libero da progressione e di sopravvivenza tra il Gruppo 1 e 2 non so-
no risultate statisticamente significative (Tabella 5.2). All'analisi univariata, il
coinvolgimento metastatico dei linfonodi regionali ¢ stato I'unico fattore di ri-
schio significativamente associato all’intervallo libero da progressione (HR =
18,12; 95% CI=2,5-131,18; P = 0.004) ¢ alla sopravvivenza (HR = 34,89; 95%
CI=3,11-391,99; P =0,004) (Tabella 5.2).

I risultati della qualita di vita ottenuti dai questionari sono riassunti nella T abel-
la 5.3. In generale, la qualita della vita era significativamente migliore nei cani
del Gruppo 1 (P = 0,008). Considerando i singoli parametri, una differenza si-
gnificativa ¢ stata osservata riguardo all'attivita (P = 0,002) e all'appetito (P =
0,044) (Figura 5.3).
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Figura 5.1 — Esempi di effetti collaterali acuti e tardivi: dermatite (in alto a si-

nistra), mucosite (in alto a destra), iperpigmentazione cutanea (in basso a sini-

stra) e leucotrichia (in basso a destra).
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Figura 5.2 — In alto: cane con adenocarcinoma nasale. Evidente deformita fac-

ciale in presentazione (a sinistra) e risoluzione della stessa dopo trattamento ra-
dioterapico (a destra). In basso: immagine TC di una sezione trasversale delle
cavita nasali di un cane con adenocarcinoma. Infiltrazione neoplastica della ca-
vita nasale sinistra (a sinistra) e remissione parziale della lesione dopo tratta-

mento radioterapico (a destra).
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Tabella 5.1 — Caratteristiche demografiche e tumorali in 24 cani con carcinoma

nasale suddivisi sulla base del trattamento ricevuto.

Eta mediana
(range)

Sesso
Maschio
Femmina

Peso mediano
(range)

Istotipo
SCC e CA anaplastico
ACAeTCC

Starnuti

Scolo nasale
Epistassi
Deformita facciale

Stadio
1-2
3-4

Metastasi linfonodali

Protocollo radioterapico
5x6 Gy
10x3 Gy

Gruppo 1
(RT + firocoxib)

n=12

9 anni
(6-15)

10

22,5 kg
(6 —40)

Gruppo 2
(RT + placebo) P
n=12
8,5 anni 0,838
5-12)

0,089

7

5
20 kg 0,931

(13-37)

0,499

4

8
10 0,999
9 0,999
7 0,999
3 0,999
0,680

6

6
0 0,478
0,640

10

2
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Tabella 5.2 — Variabili associate all’intervallo libero da progressione (PFI) e
alla sopravvivenza (OS) in 24 cani con carcinoma nasale trattati con radiotera-
pia e firocoxib.

PFI (OS]
N° | HR 95%ClI P HR 95%ClI P
cani
Eta 0,75 0,32-1,81 0,528 0,73 0,3-1,8 0,496
> 9 anni 13
< 9 anni 11
Sesso 0,94 0,39-2,27 0,884 0,92 0,36-2,34 0,860
maschio 9
femmina 15
Peso 1,77 0,71-44 0,223 1,83 0,72-4,63 0,201
>20Kg 14
<20Kg 10
Istotipo 2,01 0,76-5,32 0,158 1,67 0,61-4,57 0,315
SCC e CA anapl. 9
ACA e TCC 15
Starnuti 19 10,66 0,24-1,84 0,429 0,55 0,19-1,54 0,251
Scolo nasale 17 0,76 0,28-2,07 0,592 0,95 0,33-2,74 0,919
Epistassi 14 0,83 0,35-1,99 0,674 0,78 0,32-1,88 0,571

Deformita facciale 6 1,89 0,7-5,13 0,211 1,42 0,48—-4,15 0,526

Stadio 0,66 0,28-1,56 0,345 0,58 0,24-1,42 0,235
1-2 10
3-4 14
Metastasi 2 2729 243096 0,004 349 3,11-391,99 0,004**
linfonodali
Protocollo RT 2,00 0,74-5,46 0,174 1,63 0,56-4,79 0,373
5x6 Gy 18
10x3 Gy 6
Trattamento 0,65 0,26-1,65 0,367 0,60 0,3-1,56 0,196
Gruppo 1 12
Gruppo 2 12
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Tabella 5.3 — Differenza media tra i punteggi ottenuti durante/dopo il tratta-
mento e il punteggio ottenuto prima del trattamento in 24 cani con carcinoma
nasale trattati con radioterapia (RT) e RT con firocoxib.

Parametri RT + firocoxib RT p
Media + SD Media + SD
Attivita 0.6 +0.7 -0.1£0.2 0.002**
Comportamento 0.6+£0.5 04+04 0.311
Appetito 0.8+0.8 02+0.6 0.044*
Dolore 0.9+0.7 0.7+£0.4 0.44
Totale 2.8+1.6 1.3+0.9 0.008**
6 s
I Attivita
5
4 1 Comportamento
L 5
E [ Appetito
E
c N | =3 Dolore
pis
B Totale
2

Figura 5.3 — Punteggio relativo alla qualita di vita in 24 cani con carcinoma na-

sale trattati con sola radioterapia (a sinistra) e radioterapia con firocoxib (a de-

stra).
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5.4 Discussione

Nei cani con tumori nasali ¢ stata descritta una vasta serie di parametri con si-
gnificato prognostico. I fattori associati alla sopravvivenza includono eta <10
anni [LaDue et al,1999], coinvolgimento metastatico dei linfonodi regionali e a
distanza (polmoni) al momento della diagnosi [Henry et al, 1998; La Due et al,
1999], presenza di deformita facciale e di epistassi [Northrup et al, 2001; Ras-
snick et al, 2006], durata dei segni clinici <90 giorni prima della diagnosi [Gie-
ger et al, 2008], risoluzione dei segni clinici dopo il trattamento radioterapico
[Northrup et al, 2001] e stadio tumorale [Adams et al, 1998; Mellanby et al,
2002]. In questo studio, la presenza di metastasi a carico dei linfonodi regionali
si ¢ rivelato I'unico fattore in grado di condizionare negativamente la sopravvi-
venza e I’intervallo libero da progressione. Sorprendentemente, nel nostro stu-
dio, lo stadio clinico non aveva alcuna rilevanza prognostica. Tuttavia, il ridotto
numero di casi impedisce considerazioni definitive sulla prognosi.

Un altro limite di questo studio ¢ la mancanza di uniformita nella valutazione
della risposta alla terapia. Studi clinici ed esami TC sono stati programmati a 3,
6, 9 e 12 mesi dopo la RT; purtroppo, solo una parte dei proprietari ha accettato
di effettuare in maniera regolare gli studi TC. In tutti gli altri casi, la risposta al-
la terapia ¢ stata determinata soggettivamente mediante valutazione della sin-
tomatologia clinica presentata dall’animale.

La radioterapia ¢ diventata il trattamento d’elezione per i tumori nasali del cane;
tuttavia, il protocollo piu efficace, al fine di limitare gli effetti collaterali e mas-
simizzare il risultato terapeutico, non ¢ stato ancora identificato. Con i tratta-
menti radioterapici di tipo curativo, sono stati segnalati tempi di sopravvivenza
mediani compresi tra i 12 e 1 16 mesi [Theéon et al, 1993; Adams et al, 1998].
Questo tipo di approccio radioterapico pud comportare effetti collaterali acuti
da moderati a gravi, che in alcuni casi possono avere un impatto negativo sulla
qualita di vita del paziente. In uno studio sono stati ottenuti tempi di sopravvi-
venza decisamente piu lunghi abbinando questa tipologia di protocollo radiote-
rapico ad una asportazione chirurgica della lesione nasale [Adams et al, 2005].
Tali risultati si affiancano perd ad un tasso significativamente piu alto di effetti
collaterali tardivi, tra cui rinite cronica, osteomielite e osteonecrosi [Adams et
al, 2005].
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Nei cani con malattia avanzata ¢ consigliato un approccio piu conservativo, che
prevede il ricorso a protocolli radioterapici ipofrazionati. Con questo regime, i
tempi di sopravvivenza mediana riportati sono estremamente variabili € com-
presi tra 5 e 10,3 mesi [Gieger et al, 2008; Buchholz et al, 2009; Tan-Coleman
et al,2013].

Nel nostro studio, in tutti 1 pazienti ¢ stato utilizzato un protocollo radioterapico
palliativo. La maggior parte dei cani presentava uno stadio tumorale avanzato e
per questi pazienti l'obiettivo ¢ quello di alleviare i sintomi clinici, limitare gli
effetti collaterali e mantenere una buona qualita di vita. Nove cani in stadio 1 e
2 sono stati trattati con RT ipofrazionata per ragioni economiche legate ai costi
elevati di un trattamento curativo, per questioni organizzative, per le anestesie
eccessive o per il rischio di tossicita associati a un trattamento definitivo.
L'intervallo libero da progressione e i tempi di sopravvivenza mediana raggiunti
nei nostri pazienti sono paragonabili a quelli ottenuti in altri studi che hanno
utilizzato un protocollo palliativo [Morris et al, 1994; Mellanby et al, 2002;
Gieger et al, 2008; Buchholz et al, 2009]. Non sono state riscontrate differenze
significative per quanto riguarda lo stadio o la tipologia di protocollo utilizzato
(5 0 10 frazioni). La RT ¢ stata nel complesso ben tollerata con effetti collatera-
li acuti minimi, accettabili e ben gestibili in entrambi i gruppi. Gli effetti colla-
terali tardivi possono manifestarsi da mesi ad anni dopo il trattamento radiote-
rapico. E generalmente accettato che l'uso di un regime ipofrazionato pud au-
mentare l'incidenza di complicazioni tardive rispetto a un regime iperfrazionato
[Fujiwara et al, 2013]. A causa della vicinanza degli occhi alla cavita nasale, le
complicazioni oculari sono spesso descritte e, in medicina umana, ¢ stato de-
scritto che dosi superiori a 10-18 Gy a carico del cristallino, sono potenzialmen-
te in grado di indurre cataratta [Hall et al, 2012]. Complessivamente, in questo
studio, gli effetti collaterali tardivi sono risultati piu bassi di quelli descritti in
report analoghi [Gieger et al, 2008; Fujiwara et a/, 2013]. Una cataratta unilate-
rale ¢ stata osservata in due pazienti a 12 e 14 mesi dopo la fine della RT. In en-
trambi 1 casi, la neoplasia coinvolgeva il seno frontale e il rinofaringe; le dosi
medie assorbite dal cristallino erano di 21.7 e 20.8 Gy, rispettivamente. Tutta-
via, la cataratta non ha comportato problemi visivi (grado 1) e tale effetto colla-
terale ¢ stato giudicato accettabile in pazienti con tumore in stadio avanzato che

ricevono un trattamento palliativo. L'obiettivo principale di questo studio ¢ stato
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quello di valutare 1’eventuale l'influenza di un inibitore della COX-2 (firocoxib)
sulla risposta alla radioterapia dei carcinomi nasali.

I1 sistema enzimatico COX comprende due isoforme, 1 e 2. Mentre la prima ¢
persistentemente coinvolta nella gestione delle funzioni omeostatiche, COX-2 ¢
indotta in risposta a stimoli inflammatori e recentemente ¢ emerso il suo ruolo
nello sviluppo e nella progressione neoplastica [Flory, 2005; Wang ef al, 2011].
Dal momento che diversi tumori esprimono COX-2, la sua inibizione rappre-
senta un passo logico nell’approccio terapeutico multimodale [Flory, 2005]. La
sovraespressione di COX-2 nei tumori nasali del cane ¢ ben documentata [Bor-
zacchiello et al, 2004; Kleiter et al, 2004; Impellizeri et al, 2008; Belshaw et al,
2011]. Tuttavia, I’inibizione di COX-2 a fini anti-neoplastici ¢ stata documenta-
ta in pochi casi e limitatamente ad un farmaco non selettivo anti-COX (piroxi-
cam) in associazione alla chemioterapia [Longova et al, 2004; de Vos et al,
2012]. Firocoxib inibisce selettivamente la sintesi di prostaglandine indotte da
COX-2 e solitamente il suo utilizzo non si accompagna a un’elevata incidenza
di effetti collaterali a livello renale e gastrointestinale che si osservano quando
viene inibito I’enzima COX-1 [Flory, 2005].

In questo studio, gli eventuali effetti collaterali provocati da firocoxib sono stati
testati per un periodo di tempo molto lungo (fino a 797 giorni). Nel complesso,
il farmaco si ¢ dimostrato sicuro e ben tollerato e, nonostante 1'alta percentuale
di pazienti geriatrici, non sono state osservate variazioni biochimiche di rilievo.
L'insufficienza renale ¢ un effetto collaterale comune in caso di utilizzo di far-
maci anti-infiammatori non steroidei. In questo studio, la funzionalita renale ¢
stata valutata misurando le concentrazioni di urea e creatinina sierica ¢ median-
te analisi delle urine; questi test sono facili da eseguire nella pratica clinica, an-
che se non sono nello specifico i test piu sensibili per valutare le alterazioni del-
la funzionalita renale [Raekallio et a/, 2006]. In uno dei nostri pazienti, dopo ot-
to mesi di trattamento, ¢ stato osservato solo un leggero aumento dei valori di
creatinina e urea, senza peggioramento nei successivi quattro mesi nonostante il
proseguimento della terapia. Inoltre i parametri urinari non erano significativa-
mente differenti rispetto a quelli iniziali. Tuttavia, per una migliore valutazione
della funzionalita renale, la glomerular filtration rate ¢ un esame fondamentale
in grado di identificare in maniera piu sensibile I’insufficienza renale, anche in
fase iniziale [Raekallio et al, 2006].
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La somministrazione di firocoxib non sembra migliorare I’efficacia della radio-
terapia, in quanto non sono state identificate differenze statisticamente signifi-
cative nell’intervallo libero da progressione e nella sopravvivenza tra i due
gruppi. Eventuali potenziali benefici indotti dall’utilizzo del firocoxib potrebbe-
ro essere stati tuttavia mascherati dal numero ridotto di casi e/o dalla prevalenza
di pazienti in stadio avanzato.

Un risultato clinicamente rilevante ¢ stato il significativo miglioramento della
qualita della vita dei cani trattati con radioterapia combinata con firocoxib ri-
spetto ai cani trattati solo con RT. In particolare, sulla base delle valutazioni
eseguite dai proprietari, i pazienti sono stati sempre attivi, desiderosi di correre
e giocare e, durante il periodo di trattamento, hanno mostrato un aumento
dell'appetito. Tuttavia, I'aumento della mobilita in questi pazienti pud essere
correlato agli effetti del firocoxib nei confronti dell’osteoartrosi, che spesso si
presenta nelle razze di taglia grande e in pazienti geriatrici, piuttosto che essere
attribuito ad un vero e proprio effetto anti-tumorale [Lecoindre et al/, 2010; Au-
tefage et al, 2011]. Saranno necessari studi con un maggior numero di pazienti,
con una suddivisione pit omogenea per quanto riguarda lo stadio tumorale e
con valutazione dell’espressione di COX-2 al fine di valutare 1'effetto antitumo-

rale di firocoxib sul carcinoma nasale canino.
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Allegato 1 - Questionario utilizzato per valutare la qualita di vita in 24 cani con
carcinoma nasale. | parametri indagati comprendono: comportamento (domande
1,4 e 7), attivita (domande 2 e 8), appetito (domanda 5) e dolore (domande 3 e
6). I punteggi assegnati a ciascuna risposta sono riportati tra parentesi.

Il cane interagisce con i membri della famiglia?
(1) Totalmente indifferente
(2) Interazione diminuita
(3) Interazione invariata
[l cane é attivo?
(1) 1l mio cane sta fermo tutto il giorno
(2) Il mio cane si muove occasionalmente
(3) 1l mio cane gioca e si muove normalmente
Come dorme il vostro cane?
(1) Dorme male/Non dorme
(2) In maniera intermittente
(3) Normalmente
[l vostro cane ha mantenuto le sue abitudini igieniche (es. riesce a pulirsi)?
(1) No
(2) Meno di prima
(3) Si
[l vostro cane ha appetito?
(1) No
(2) Poco, devo stimolarlo/forzarlo
(3) Normale
[l vostro cane vi permette di toccargli il naso?
(1) Mai
(2) Si, ma é riluttante
(3) Sempre
Com’é I"'umore del vostro cane?
(1) Alterato
(2) Un po' depresso
(3) Normale
[l vostro cane si stanca facilmente?
(1) Si, sempre
(2) Spesso
(3) No
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Capitolo 6

Indagine immunoistochimica

6.1 Introduzione

A integrazione dello studio descritto nel capitolo precedente, ¢ stata effettuata
un’analisi immunoistochimica allo scopo di valutare, nei carcinomi nasali del
cane, 1’espressione di marker legati alla trasformazione neoplastica o alla pro-
gressione tumorale (COX-2, EGFR, VEGF) e all’attivita proliferativa
(Ki67/MIB-1). L’indagine ¢ volta ad individuare criteri immunoistochimici po-
tenzialmente utili a definire la prognosi, valutare preventivamente 1’efficacia
del trattamento radioterapico e indicare I’opportunita di ricorrere a trattamenti

farmacologici mirati.

6.2 Materiali e Metodi

Per tutti i pazienti inclusi nello studio prospettico descritto nel Capitolo 5, sono
stati richiesti ai patologi di riferimento i campioni bioptici di tessuto tumorale
utilizzati per la formulazione della diagnosi istologica. Il materiale, fissato in
formalina e incluso in paraffina, ¢ stato utilizzato per valutare 1’espressione
immunoistochimica di COX-2, EGFR, VEGF e Ki67 mediante anticorpi com-
merciali attivi verso antigeni umani la cui cross-reattivita nel cane ¢ stata dimo-
strata in studi precedenti [Shiomitsu et al, 2009; Millanta et al, 2010; Millanta
et al, 2012]. Le caratteristiche del pannello immunoistochimico ¢ i sistemi di
rivelazione utilizzati sono descritti nella Tabella 6.1. L’analisi immunoistochi-
mica ¢ stata effettuata mediante tecnica strepdavidina-biotina-perossidasi. Co-
me cromogeno ¢ stata impiegata la diaminobenzidina. Per valutare la specificita
della reazione sono stati utilizzati appropriati controlli positivi e negativi.

I criteri impiegati per la valutazione immunoistochimica di COX-2, EGFR e

VEGTF ricalcano quelli utilizzati in precedenti studi sui tumori nasali del cane e
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mirano ad integrare i riscontri relativi all’intensita della positivita e alla frazione
di cellule positive (Tabella 6.2) [Shiomitsu et al, 2009; Belshaw et al, 2010].

L attivita proliferativa ¢ stata valutata quantificando con un programma semiau-
tomatico di analisi d’immagine (Nikon LUCIA, Laboratory Imaging Ldt.) la
percentuale media di nuclei positivi all’anticorpo MIB-1 sul totale delle cellule
neoplastiche valutate in 5 campi a forte ingrandimento 400x, scelti nelle aree a
maggiore attivita proliferativa (Ki67-index). I risultati delle valutazioni immu-
noistochimiche sono stati correlati tra loro e con i dati relativi a istotipo e stadio
clinico mediante test esatto di Fisher. I dati sono stati analizzati utilizzando
software commerciali (SPSS Statistics 19, IBM, Somers, NY, USA ¢ Prism 5.0,
GraphPad, San Diego, CA, USA). Valori di P < 0,05 sono stati considerati si-

gnificativi.

Tabella 5.1 — Pannello immunoistochimico e sistemi di rivelazione utilizzati su
una casistica di carcinomi delle cavita nasali di cane.

Anticorpo Caratteristiche Diluizione d'uso Sistema di rivelazione
primario
COX-2 Anticorpo monoclonale 1:50 Vectastain (Vector Labo-
di capra (Santa Cruz ratories, Burlingame, CA,
Biotechnology, CA, USA)
USA)
EGFR Anticorpo monoclonale 1:100 Envision (Dako)
di topo (Clone 111.6
Neomarkes, CA, USA)
VEGF Anticorpo policlonale 1:200 Envision (Dako)
di coniglio (Clone A-
20; Santa Cruz Bio-
technology, CA, USA)
MIB-1 anticorpo monoclonale 1:30 LSAB (Dako)

di topo (Dako Glo-
strup, Danimarca)
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Tabella 5.2 — Criteri impiegati per la valutazione immunoistochimica di COX-
2, EGFR, VEGF e Ki67 in campioni istologici di carcinoma nasale di cane.

Marker immunoistochimici

COX-2

EGFR, VEGF

Attivita proliferativa (MIB-
1Ki67)

Criteri di valutazione
(Score proposto da Belshaw et al, 2010)

L ocalizzazione:
membranosa/citoplasmatica/nucleare

Intensita (valutata sull’intera ~ Frazionedi cellule po-

sezione a 200x)* sitive (media in 5 campi
1: lieve a 400x)*
2: moderata 1: <1%
3: elevata 2: 1-9%
3: 10-50%
4:>50%

Score complessivo: prodotto di intensita e frazione di cel-
lule positive.

Positivita: score complessivo >2

*valutati solo campi con piu del 50% di cellule tumorali,
evitando aree necrotiche o ricche di cellule di infiammato-
rie.

(Score proposto da Shiomitsu et al, 2009)

L ocalizzazione:
membranosa/citoplasmatica/nucleare

Intensita Frazionedi cellule
1: lieve positive
2. moderata 0: 0%
3: elevata 1: <10%
2: 10-30%
3: 31-60%
4: >60%

Score complessivo: prodotto di intensita e frazione di cel-
lule positive.

Positivita: score complessivo >2

Ki67-index — percentuale media di nuclei di cellule neo-
plastiche positivi, valutati in 5 campi a forte ingrandimento
(400x) in analisi d’immagine.
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6.3 Risultati

L’immnunopositivita rilevata ¢ stata citoplasmatica per COX-2 ¢ VEGF, di
membrana per EGFR e nucleare per Ki67 (Figura 6.1). L’espressione di COX-
2 ¢ stata valutata in 14 casi, 5 dei quali (36%) sono risultati positivi, con uno
score mediano di 2 (range, 2-6). EGFR ¢ risultato espresso in 11 di 13 casi va-
lutati (85%), con uno score mediano di 8 (range, 2-12). VEGF era espresso in 5
di 12 casi (67%), con uno score mediano di 4 (range, 2-8). Il Ki67-index me-
diano ¢ risultato del 19.29% (range, 2-88,9%). Non sono state identificate cor-
relazioni statisticamente significative tra espressione di questi marker e istotipo
tumorale o stadio clinico. Dato il ridotto numero di casi non ¢ stato possibile

stabilire un’associazione tra positivita immunoistochimica e risposta alla terapia.

6.4 Discussione

La percentuale di carcinomi nasali COX-2 positivi osservata in questo studio
(36%) risulta nettamente inferiore rispetto a quanto riportato in studi precedenti
(71-95%) [Borzacchiello et al, 2004; Kleiter et al, 2004; Impellizeri et al, 2008;
Belshaw et al, 2011]. Questo potrebbe in parte giustificare la scarsa risposta al
trattamento con firocoxib ottenuta nei nostri pazienti. In alternativa, i limitati
effetti dell’inibizione di COX-2 potrebbero dipendere dalla scarsa influenza di
COX-2 sul comportamento biologico dei carcinomi nasali canini. Uno studio
recente, infatti, non ha evidenziato alcuna correlazione tra I’espressione immu-
noistochimica di COX-2 e la sopravvivenza [Belshaw et al, 2011]. Nel nostro
studio, tuttavia, la valutazione dell’espressione di COX-2 in un numero limitato
di casi non permette di formulare ipotesi sul ruolo prognostico di questo marker.
Nelle cellule tumorali resistenti alle radiazioni ionizzanti ¢ stata riscontrata una
sovraespressione di EGFR, suggerendo che la sua disregolazione possa rappre-
sentare un importante meccanismo di attenuazione degli effetti citotossici pro-
vocati dalla radioterapia [Thariat et al, 2007]. Nell’unico studio che ha valutato
I’espressione di EGFR nei carcinomi nasali del cane, ¢ stata evidenziata una po-
sitivita nel 54% dei casi. [Shiomitsu et al, 2009]. Nel nostro studio,
I’espressione di EGFR ¢ risultata decisamente superiore (85%). Questo puo
suggerire 1’utilita di terapie anti-EGFR allo scopo di potenziare gli effetti della

radioterapia.
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Anche un basso indice di proliferazione tumorale ¢ stato correlato ad una scarsa
risposta al trattamento radioterapico. I tumori maligni proprio perché caratteriz-
zati da una crescita rapida possono presentare regioni meno ossigenate (ipossi-
che) rispetto ai tessuti normali. In ambiente ipossico le cellule sono prevalente-
mente in fase GO ¢ possono pertanto risultare piu radioresistenti [Kennedy et al,
1997]. A conferma di questo, nei gatti con carcinoma squamocellulare trattati
con radioterapia, un elevato Ki67-index ¢ risultato associato ad un prolunga-
mento dell’intervallo libero da malattia [Melzer et al, 2006]. Nel carcinoma na-
sale del cane non sono state finora identificate differenze nell’espressione di
Ki67 tra i pazienti che hanno o meno ottenuto una buona risposta alla radiotera-
pia [Fu et al, 2014]. Anche per questo marker il numero di casi esaminati non ¢
purtroppo sufficiente per trarre conclusioni attendibili. La maggior parte dei ca-
ni per cui era disponibile il follow-up e trattati con radioterapia erano stati infat-
ti riferiti da altre strutture con una precedente diagnosi istologica, € in un cospi-
cuo numero di questi non ¢ stato possibile recuperare 1’incluso in paraffina da
cui allestire nuove sezioni istologiche per le determinazioni immunoistochimi-
che. L’incremento della casistica mediante la richiesta sistematica di campioni
tissutali al momento della prima visita potra senza dubbio contribuire a chiarire
se questi marker possono effettivamente fornire indicazioni utili a prevedere

I’efficacia del trattamento radioterapico.
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Tabella 6.3 — Parametri istologici e immunoistochimici valutati in 15 casi di

carcinoma delle cavita nasali di cane.

No

10

11

12

13

14

15

108

Eta

15

10

12

12

10

Razza

Meticcio
media taglia

Border
Collie

Meticcio
grossa taglia

Meticcio
media taglia

Setter
inglese

Meticcio
media taglia

Collie

Labrador
retriever

Barboncino
toy

Border
Collie

Meticcio
media taglia

Lagotto
romagnolo

Meticcio
media taglia

Bolognese

Meticcio
media taglia

Sesso Diagnosi

F  Adenocarcinoma
tubulo-papillare

M  Carcinoma
indifferenziato

F  Adenocarcinoma
acinare

F  Adenocarcinoma
tubulo-papillare

M  Carcinoma
indifferenziato

F  Carcinoma
adenosquamoso

M  Adenocarcinoma
papillare

F  Carcinoma
neuroendocrino

F  Adenocarcinoma
tubulo-papillare

F  Adenocarcinoma
tubulo-papillare

F  Adenocarcinoma
tubulo-papillare

F Carcinoma a cel-
lule di transizione

M  Adenocarcinoma
solido

F  Adenocarcinoma
papillare

M  Carcinoma
squamocellulare

COX-2 EGFR
score score
2 6
1 0
1 NA
1 8
1 3
0 8
0 12
2 8
2 8
0 NA
NA 12
6 0
0 2
3 6
1 3

VEGF
score

2

NA

NA

NA

MIB-1/
Ki67-index
14,23%

23,72%

NA

88,90%

31,01%

14,86%

14,41%

38,22%

2,00%

NA

NA

23,95%

9,36%

11,87%

36,70%
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Figura 6.1 — Cane, cavita nasale. Carcinoma a cellule di transizione. Area di

intensa positivita citoplasmatica per COX-2. Contrasto con ematossilina. 200x.

Figura 6.2 — Cane, cavita nasale. Carcinoma indifferenziato. Debole e diffusa

positivita citoplasmatica per VEGF. Contrasto con ematossilina. 200x.
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Figura 6.3 — Cane, cavita nasale. Adenocarcinoma papillare. Moderata e diffu-

sa positivita di membrana per EGFR. Contrasto con ematossilina. 200x.

Figura 6.4 — Cane, cavita nasale. Carcinoma adenosquamoso. Marcata e diffusa

positivita di membrana per EGFR. Contrasto con ematossilina. 200x.
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Figura 6.5 — Cane, cavita nasale. Adenocarcinoma tubulo - papillare. Bassa at-
tivita proliferativa (Ki67-index inferiore al 15%). Contrasto con ematossilina.
200x.

Figura 6.6 — Cane, cavita nasale. Carcinoma squamocellulare. Elevata attivita

proliferativa (Ki67-index pari al 40%). Contrasto con ematossilina. 200x.
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