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Riassunto

[l mastocitoma cutaneo canino rappresenta una delle neoplasie che possono richiedere un trattamento chemioterapico oltre
che chirurgico. Uno dei fenomeni pill importanti nel corso di terapia antineoplastica & I'insorgere della chemioresistenza con-
seguente all’espressione del gene MDR 1 codificante per la glicoproteina P (Pgp). Lo scopo di questo lavoro & lo studio del
pattern di espressione della Pgp nel mastocitoma e la correlazione dei valori ottenuti con il grado istologico. Le indicazioni ac-
quisite potrebbero rappresentare un possibile impiego della Pgp come marker prognostico e terapeutico nel mastocitoma cu-
taneo canino. | preparati ottenuti da 42 casi di mastocitoma cutaneo canino sono stati classificati secondo i criteri diagnostici
standard proposti dalla WHO. La positivita alla reazione immunoistochimica é stata valutata in 10 aree ad elevato ingrandimen-
to. Lanalisi statistica dei dati ha consentito di determinare la significativita delle ipotesi di partenza. | risultati ottenuti indicano
che il mastocitoma cutaneo canino presenta una variabilita nell’espressione della Pgp che & correlata al grado istologico della
neoplasia.

Summary

Canine cutaneous mast cell tumour represents a malignant neoplasm which frequently needs a combination of surgical and
chemotherapeutical treatment approach. One of the most dangerous aspects is the development of multidrug resistance
(MDR) due to the expression of MDR 1 gene codifying P-glycoprotein (Pgp). The aim of the study is to determine and descri-
be the intensity of expression of Pgp and find out any relation with the histologic grade of canine mast cell tumour to suggest
routine evaluation for Pgp expression as an MDR marker. Tissue sections from 42 cases of canine mast cell tumour were sub-
mitted to our laboratory and classified according to WHO diagnostic criteria. Immunohistochemical staining was performed
and the positive reaction was evaluated in 10 hpf areas. Statistical analysis of data was performed to evaluate the results. Our
results indicate a direct relation between Pgp expression and histologic grade of canine mast cell tumour.

INTRODUZIONE

La glicoproteina P (Pgp) ¢ una proteina transmembra-
naria con funzioni molteplici nel tessuto normale, preva-
lentemente di tipo secretorio'. Nelle neoplasie la Pgp ¢
uno dei fattori responsabili della regolazione del trasporto
intracellulare dei farmaci con azione anti-neoplastica?.
L'instaurarsi del fenomeno della resistenza multipla
(MDR multidrug resistance), per il quale un’ampia varieta
di composti antineoplastici risultano inefficaci sembra es-
sere infatti attribuito ad un accumulo intracitoplasmatico
di Pgp*®. 1l pattern di espressione di questa proteina nei
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tumori spontanei del cane & stata ampiamente studiato da
Ginn’, mentre un utilizzo come fattore prognostico ¢ sta-
to per ora osservato solo nel linfoma del cane!’. Relativa-
mente al mastocitoma non ¢ ancora chiaro se 'espressio-
ne della Pgp possa o meno essere correlata con il grado
istologico'® e/o con I'eventuale trattamento chemioterapi-
co. E stato osservato invece che nel tumore mammario
canino la Pgp & variabilmente espressa a seconda della
malignita della lesione ma deve essere individuato il pun-
to di cut-off al fine di valutare la reale importanza clinica
dei dati ottenuti'!.

Il mastocitoma cutaneo canino rappresenta la neoplasia
cutanea piu frequente nel cane con un’incidenza del
20%"2. Lutilita della chemioterapia in questa neoplasia &
tutt’ora oggetto di discussione in oncologia veterinaria.
Fra le ultime terapie riportate come efficaci sono compre-
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se quelle in cui il protocollo prevede I'impiego di vinblasti-
na, lomustina e prendnisolone con risultati incoraggianti
anche se la tossicita ematologica della lomustina puo de-
terminarne dei limiti (Hershey et al., 2003, comunicazione
personale).

Attualmente i parametri a cui ci si riferisce per conside-
razioni di tipo prognostico sono rappresentati da stadia-
zione clinica, grado istologico, localizzazione anatomica,
ritmo di crescita della neoplasia, razza animale, AgNORs
(Argyrophilic nucleolar straining organizing regions), ploi-
dia, PCNA (Proliferatine Cell Nuclear Antigen) e valuta-
zione immunoistochimica del K1-67%2,

In base ai dati disponibili, I'opportunita di definire I'esi-
stenza di una relazione tra grado istologico ed espressione
della Pgp potrebbe essere uno dei criteri aggiuntivi per
impostare un protocollo chemioterapico anche se in gene-
rale & stato osservato che la risposta alla chemioterapia ¢
migliore nel caso di mastocitoma di I e II grado4.

MATERIALI E METODI

1l presente studio ¢ stato condotto su prelievi di noduli
cutanei provenienti da 42 soggetti di specie canina aventi
un’eta compresa tra i 2 ed i 14 anni (vedi Tab. 1). I tessuti,
fissati in formalina (soluzione di formaldeide tamponata al
10%), sono stati successivamente ridotti ed inclusi in pa-
raffina. Le sezioni di tessuto dello spessore di 4 pm sono
state colorate secondo la metodica standard
ematossilina/eosina e le lesioni sono state classificate se-
condo i criteri diagnostici dell’Organizzazione Mondiale

della Sanita (WHO)".

Immunoistochimica

Per I'indagine immunoistochimica sono state allestite se-
zioni dello spessore di 3 pm. Le sezioni montate su vetrini
polilisinati sono state sparaffinate in xilene e reidratate. Li-
nibizione delle perossidasi endogene ¢ stata ottenuta im-
mergendo i preparati in una soluzione 1:4 di idrogeno pe-
rossido al 3% in metanolo assoluto per 30 minuti a tempe-
ratura ambiente. I preparati sono stati poi lavati e reidratati
in soluzione di tampone fosfato (PBS) pH 7.2 e quindi po-
sti in tampone citrato al 10% pH 6.0. Dopo il trattamento
termico in forno a microonde a 750 Watts (3 cicli della du-
rata di 2 minuti ciascuno), le sezioni sono state raffreddate
per 15 minuti e lavate in PBS. Si & proceduto poi ad incu-
bare le sezioni in soluzione di BSA 5% in PBS per 30 mi-
nuti a temperatura ambiente al fine di bloccare le reazioni
aspecifiche. Successivamente le sezioni sono state incubate
per 60 minuti a temperatura ambiente con I'anticorpo pri-
mario monoclonale anti-Pgp C494 (Signet Laboratories,
Dedham, MA, USA) diluito 1:100 in PBS, poi con anticor-
po secondario anti-immunoglobulina di topo per 30 minu-
ti, utilizzando il sistema EnVision+TM Peroxidase (DAKO
Cyomation, Carpinteria, CA, USA). E stato utilizzato il
cromogeno 3,3’ diaminobenzide tetraidrocloruro (DAB
SK-4100, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA)
per 3 minuti e la controcolorazione ¢ stata eseguita con
ematossilina di Harry per 10 secondi.

Campioni di rene canino e di carcinoma epatocellulare

umano sono stati inclusi in ciascuna reazione immunoisto-
chimica come controlli positivi. I controlli negativi sono
stati processati sostituendo I'incubazione con anticorpo
primario con una soluzione di BSA 2.5 % in PBS.

Valutazione semiquantitativa ed analisi statistica

La valutazione dell’espressione della Pgp nelle sezioni
di tessuto incluse nello studio ¢ stata eseguita valutando la
percentuale di cellule positive in 10 campi microscopici a
400 ingrandimenti, attribuendo i seguenti punteggi: 0 =
0% di cellule positive; 1 = <10% di cellule positive; 2 =
11-50% di cellule positive; 3 = >50% di cellule positive®®.

La correlazione tra grado istologico e percentuale di po-
sitivita alla Pgp ¢& stata valutata impiegando il test non pa-
rametrico di Spearman. Per verificare I'esistenza di diffe-
renze statisticamente significative tra gruppi di grado isto-
logico diverso e categoria di positivita alla Pgp ¢ stato uti-
lizzato il test non parametrico di Mann-Whitney.

RISULTATI

Dei 42 casi esaminati 24 sono stati classificati come ma-
stocitoma di I grado, 9 di II grado, 9 di I1I grado (Tab. 1).
La metodica immunoistochimica impiegata ha dato i se-
guenti risultati: 15/24 casi di mastocitoma di I grado, 8/9
di II grado, 9/9 di 11T grado sono risultati positivi. Nei
campioni esaminati la Pgp appare prevalentemente localiz-
zata all’interno del citoplasma dei mastociti neoplastici se-
condo un pattern omogeneo. La positivita interessa anche
la membrana citoplasmatica ma solo occasionalmente tale
reazione & esclusivamente membranaria. L'intensita della
reazione variava da moderata ad intensa (Figg. 1-6).

La correlazione tra grado istologico di espressione della
Pgp ¢ risultata essere statisticamente significativa
(Rho=0.58; P<0.001). Esistono inoltre, relativamente alla
percentuale di espressione della Pgp, differenze statistica-
mente significative esclusivamente tra gruppi di grado
istologico I e III (U=17.50; P<0.01) e II e III (U=7.0;
P=0.002).

DISCUSSIONE

La sovraespressione della Pgp si associa alla resistenza a
differenti classi di farmaci chemioterapici (daunorubicina,
doxorubicina, mitoxantrone, etoposide, teniposide, vin-
blastina, vincristina, mitomycina C, paclitaxel, actinomyci-
na D, topotecano)?. La velocita di efflusso del farmaco dal-
la cellula si correla ai livelli di espressione della Pgp e al-
Paffinita della stessa per il substrato!’.

In medicina veterinaria uno studio particolarmente det-
tagliato riguarda la valutazione dell’espressione della Pgp
in un’ampia varieta di neoplasie epiteliali e mesenchimali
in relazione all'impiego di differenti epitopi proteici im-
piegati come sistemi di identificazione immunoistochimica
della proteina®. Cio ha consentito di ottenere utili informa-
zioni sia relativamente alle neoplasie che maggiormente
esprimono la Pgp, sia relativamente all’anticorpo che me-
glio evidenzia la reazione avvenuta. In particolare, I'impie-



go del clone C494, quale anticorpo primario, che cross
reagisce con il tessuto di cane ha determinato la messa a
punto di una metodica attendibile e di agevole esecuzione
al fine di ottenere informazioni valide in tempi contenuti e
percid proponibile come esame diagnostico di approfondi-
mento dell’istopatologia.

Le neoplasie maggiormente indagate in medicina veteri-
naria per quanto riguarda i marker di chemioresistenza so-
no state finora il tumore mammario, il linfoma e in misura
minore il mastocitoma per le implicazioni cliniche che le
possibili informazioni diagnostiche e prognostiche potreb-
bero essere fornite da queste indagini.

Relativamente al tumore mammario umano & stata di-
mostrata I'esistenza di un punto di cut-off, calcolato esse-
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re del 20% (percentuale di cellule ad elevato ingrandimen-
to positive all'immunoistochimica per la Pgp) discriminan-
te gli individui in cui & maggiore la probabilita di sviluppa-
re chemioresistenza dovuta alla sovraespressione della
Pgp!'®?. Un risultato assai simile, 18.40% ¢ stato ottenuto
dagli autori in medicina veterinaria. L'implicazione clinica
in quest’ultimo caso & notevole, tuttavia ulteriori studi, ri-
guardanti in particolare il follow up, si rendono necessari
al fine di valutare i risultati preliminari ottenuti'!.

Lo studio dell’espressione della Pgp nel linfoma canino
ha consentito di correlare i dati clinici e istopatologici con
la possibilita di fornire informazioni prognostiche. Sono
stati inoltre evidenziati aspetti di comparazione con la me-
dicina umana, relativi al comportamento biologico della

Tabella 1
Riassunto dei casi esaminati per la valutazione immunoistochimica della Pgp
CASO ETA (anni) SESSO RAZZA GRADO POSITIVITA
1. 9 F Boxer | 0
2. 10 M Boxer | 1
3. 10 M Labrador retriever | 1
4. 2 - Boxer | 0
5, 8 Fc Boxer | 1
6. 12 F Cocker spaniel | 1
7. 8 M Setter inglese | 0
8. 3 M Golden retriever | 0
9. 8 F Setter inglese | 1
10. 5 F Boxer | 1
11. 7 M American Staffordshire | 2
12. 8 F Boxer | 0
13. 4 F Boxer | 2
14, 8 M Bassotto tedesco | 1
15. 7 - Meticcio | 3
16. - F Siberian husky | 0
17. 10 Meticcio | 0
18. 8 Mc Meticcio | 1
19. 10 M Meticcio | 1
20. 8 M Boxer | 1
21. 6 M Meticcio | 2
22. - M Meticcio | 0
23. 11 M Yorkshire terrier | 0
24, 7 M Labrador retriever | 1
25. 8 M Boxer Il 2
26. 7 F Boxer Il 2
27. 8 F Boxer Il 1
28. 14 F Meticcio Il 1
29. 10 M - Il 1
30. 12 M Meticcio Il 1
31. 12 M Meticcio Il 0
32. 8 Mc Setter inglese Il 1
33. 6 M Dobermann Il 1
34. 8 F Boxer I 3
BN - F Meticcio I 3
36. 14 M Labrador retriever I 3
37. 7 M Meticcio I 3
38. 10 M Boxer I 2
39. 10 M Meticcio I 3
40. 6 F Boxer I 1
41, 10 M Dobermann I 3
42. 8 M Boxer I 3
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neoplasia simile al linfoma non-Hodgkin'°.

In generale, le neoplasie finora indagate consentono di
riassumere un generale quadro di somiglianza tra neopla-
sie dell'uomo e del cane, tale da rendere questa specie un

FIGURA 1 - Cane, mastocitoma cutaneo di Il grado con elevato numero
di cellule Pgp positive ma di intensita variabile (X 40).

probabile interessante modello di studio del fenomeno
della MDR.

Nel mastocitoma lo studio dell’espressione della Pgp ha
evidenziato una variabilita di espressione all’aumentare

FIGURA 4 - Cane, mastocitoma cutaneo di Il grado con moderato nu-
mero di cellule Pgp positive di intensita variabile (X 200).

FIGURA 2 - Cane, mastocitoma cutaneo di Il grado con elevato nume-
ro di cellule Pgp positive. Le cellule appaiono intensamente colorate
(X 200).

FIGURA 3 - Cane, mastocitoma cutaneo di | grado scarsamente positivo
per numero di cellule ed intensita cromatica (X 100).

FIGURA 5 - Cane, mastocitoma cutaneo di Il grado con basso numero
di cellule Pgp positive ma intensamente colorate (X 400).

FIGURA 6 - Cane, mastocitoma cutaneo di Ill grado: le cellule neopla-
stiche positive presentano un’immunoreazione a livello citoplasmatico e
della membrana citoplasmatica (X 1000).



della malignita della neoplasia in accordo a quanto rilevato
da analisi preliminari precedenti'®. Esiste quindi una cor-
relazione statisticamente significativa tra I'espressione del-
la Pgp ed il grado istologico. La rilevanza delle informa-
zioni ottenibili con I'indagine immunoistochimica per la
Pgp implica la possibilita, nell’eventuale conferma dei dati
ottenuti con successivi studi di follow up, di impiego rou-
tinario della metodica di individuazione della proteina as-
sociata all’istopatologia diagnostica del mastocitoma cuta-
neo canino.

Si rendono quindi necessari, oltre che interessanti e di
notevole rilevanza clinica, ulteriori approfondimenti volti
allo studio dell’effettivo ruolo della Pgp come marker dia-
gnostico e prognostico di MDR dato che essa puo essere
determinata da fattori multipli.
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