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Riassunto

Quindici gatti con granuloma eosinofilico o placca eosinofilica sono stati trattati per un mese con PLR 120 (10 mg/kg 2 vol-
te al giorno). PLR 120 regola negativamente la degranulazione mastocitaria attraverso un meccanismo di natura recettoriale.
Nel corso dello studio non & stato consentito I'utilizzo di altri farmaci, tranne antiparassitari. Prima e dopo il trattamento, sono
stati effettuati (a) valutazione clinica e (b) prelievo di biopsie cutanee. Il miglioramento clinico & stato valutato al 15° e al 30°
giorno. Le sezioni istologiche colorate con blu di toluidina sono state sottoposte, prima e dopo il trattamento, alla conta dei
mastociti e all'analisi densitometrica del loro contenuto granulare. Dieci gatti su quindici (67%) hanno presentato un migliora-
mento clinico dei segni e delle lesioni. Il numero dei mastociti nelle biopsie cutanee prelevate prima del trattamento non si &
dimostrato differire significativamente da quello delle biopsie prelevate al termine del trattamento, mentre la densita dei granuli
intracellulari aumentava significativamente (P<0,009). Questo studio pilota suggerisce che il PLR 120 puo rappresentare un
farmaco utile per il trattamento del granuloma eosinofilico e della placca eosinofilica.

Summary

Fifteen cats with eosinophilic granuloma or eosinophilic plaque were given PLR 120 at the dosage of 10 mg kg =" twice daily
for one month. PLR 120 down-modulates mast cell degranulation via a receptor-mediated mechanism. No other drugs were
permitted and cats were kept free of parasites throughout the study. A clinical evaluation and skin biopsies were performed
before and after the treatment. Clinical improvement was assessed at 15 and 30 days. Mas cell numbers were counted and
their granular content was assessed by densitometric analysis on toluidine blue-stained sections before and after the treat-
ment. Ten of 15 (67%) cats showed clinical improvement of signs and lesions. There was no significant difference between
mast cell numbers in skin biopsies taken before and after the trial, whereas the number of granules was significantly increased
(P<0.009). This pilot study suggests that PRL-120 might be a useful drug for the treatment of eosinophilic granuloma and eo-
sinophilic plaque.

INTRODUZIONE reattive di sottostanti dermatopatie allergiche (es. allergia
al morso di pulce, dermatite atopica, ipersensibilita ali-

La placca eosinofilica (PE) ed il granuloma eosinofilico mentare, dermatite allergica alla puntura di zanzara)'®.
(GE) sono lesioni cutanee di comune riscontro nel gatto e La PE si manifesta come un’area ben circoscritta carat-
vengono generalmente considerate possibili manifestazioni terizzata da erosione ed essudato, con forte eritema ed alo-

pecia auto-indotta. Le lesioni possono presentarsi in qua-
lunque parte del corpo, sebbene le regioni inguinale e pe-
*Da “The Veterinary Dermatology” Vol. 12, N. 1, febbraio 2001, 29. rianale, nonché la faccia mediale della coscia siano le piu
Con l'autorizzazione dell’Editore. frequentemente interessate’.
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Il GE si manifesta prevalentemente come un’area cuta-
nea rilevata, alopecica ed eritematosa, generalmente loca-
lizzata lungo I’'aspetto caudale degli arti posteriori®”. Alter-
nativamente, le lesioni possono comparire a livello di ca-
vita orale, mento ed estremita’.

Le caratteristiche istopatologiche della PE comprendo-
no un infiltrato eosinofilico superficiale e profondo, una
diffusa infiltrazione mastocitaria, accompagnata da iper-
plasia epidermica, spongiosi ed ulcerazione®.

Da un punto di vista istologico, il GE ¢ caratterizzato da
una dermatite granulomatosa che pud essere da nodulare a
diffusa, con aree di collagenolisi circondate da macrofagi,
cellule giganti, eosinofili e mastociti, localizzati al di sotto
di un’epidermide sana®. Sebbene le manifestazioni cliniche
e l'eziologia siano variabili, le lesioni hanno come costante
comune la presenza di un infiltrato inflammatorio misto a
carico del derma, con prevalenza di eosinofili e mastociti®.

Nella cute del gatto, i mastociti sono rilevabili sia nel-
I’epidermide’® che nel derma, dove si localizzano in prossi-
mita dei vasi ematici superficiali e delle locali terminazio-
ni nervose!’. Tali cellule giocano un ruolo chiave nell’atti-
vazione delle reazioni allergiche cutanee!; essendo in
grado di immagazzinare e di rilasciare una grande varieta
di sostanze biologicamente attive. La loro stimolazione
entro limiti fisiologici e la conseguente normo-degranula-
zione rappresenta un fattore importante dell’omeostasi
tissutale!® '8,

Un’eccessiva degranulazione mastocitaria, indotta da
stimoli immunologici (es. legame antigene-anticorpo) o
non-immunologici (es. neuropeptidi), pud causare risposte
infiammatorie patologiche.

Le reazioni di ipersensibilita di tipo I prendono avvio
dall’interazione dell’allergene con I'IgE antigene-specifica
legata sulla membrana mastocitaria. Sotto stimolazione, i
mastociti rilasciano immediatamente i mediatori infiam-
matori, sia di tipo preformato - come ammine vasoattive
(istamina e serotonina), serino proteasi (triptasi e chimasi),
fattori chemotattici, citochine (interleuchine, TNF) -, sia
sintetizzati ex novo, come i metaboliti dell’acido arachido-
nico (prostaglandine, leucotrieni). Tali sostanze sono in
grado di stimolare una cascata infiammatoria acuta, ma
anche di indurre una risposta cronica ritardata, con richia-
mo di leucociti circolanti, tra cui gli eosinofili®!#41%20,

Recentemente ¢ stato scoperto un meccanismo di feed-
back locale, detto ALIA (Autacord Local Injury Antagoni-
sm), in grado di modulare negativamente la degranulazio-
ne mastocitaria nel corso dei processi di danno
tissutale?’??. In condizioni patologiche, 'accumulo locale
di N-acil lipidi®?*, come la palmitoiletanolamide, sembra
giocare un ruolo autacoide nel diminuire la degranulazio-
ne mastocitaria, esercitando, cosi, effetti locali di natura
antinfiammatoria®'?. In particolare, la modulazione dell’i-
perattivita di queste cellule sarebbe mediata dal legame
della palmitoiletanolamide e dei suoi derivati al recettore
periferico per i cannabinoidi (CB2), presente sulla mem-
brana dei mastociti®. Le implicazioni terapeutiche di que-
sto specifico meccanismo recettoriale comprendono lo svi-
luppo di farmaci antinfiammatori innovativi, specificata-
mente mirati al controllo dell’attivazione mastocitaria e al
danno tissutale di natura infiammatoria (ALTAmidi).

Scopo del presente studio pilota ¢ verificare clinicamen-
te ed istologicamente ’effetto farmacologico di una prepa-

razione orale a base di un analogo della palmitoiletanola-
mide, detto PLR 120 (Palmidrol DCI comicronizzato, In-
novet. Milano, Italia), in gatti affetti da GE e PE.

MATERIALI E METODI

Animali

Nello studio sono stati inclusi 17 gatti comuni europei
di proprieta di privati (Tab. 1), riferiti da colleghi che indi-
rizzavano i casi presso 'ambulatorio degli sperimentatori
coinvolti in questo studio. Ogni proprietario, informato
delle finalita e delle procedure, forniva consenso formale
all'inclusione del proprio gatto. I gatti - 4 femmine intere,
2 maschi interi, 5 femmine sterilizzate e 6 maschi castrati -
avevano eta compresa tra i 7 e i 123 mesi (etd media: 34
mesi). Lesioni cliniche compatibili con PE e GE venivano
rispettivamente diagnosticate in 8 e 9 casi. Nessuno di essi
aveva ricevuto antistaminici o cortisonici per os nelle due
settimane precedenti all'inclusione, né cortisonici iniettivi
nelle sei settimane prima dell’arruolamento. A parte la
dermatopatia diagnosticata, tutti i gatti erano sani, con ra-
schiati cutanei e colture fungine negativi.

Periodo di run-in

Prima dell'inclusione, i gatti venivano sottoposti ad un
periodo di run-in di 15 giorni. Il giorno -15 (T-15) (primo
giorno del periodo di run-in) venivano trattati con iver-
mectina per via sottocutanea (0,3 mg/kg, Ivomec, Merck,
Sharp & Dohne S.p.A., Roma, Italia) e fipronil per appli-
cazione interscapolare (Frontline Spot on, Mérial Italia
S.P.A., Milano, Italia). Due gatti (un maschio intero con
PE e un maschio castrato con GE) miglioravano sensibil-
mente durante il run-in e venivano conseguentemente
esclusi dallo studio (caso n° 2 e caso n° 11). Quindici il
numero finale di gatti analizzati, 7 dei quali con PE e 8
con GE (Tab. 1). Al quindicesimo giorno dello studio
(T15), tutti gli animali arruolati venivano sottoposti ad un
ulteriore trattamento con ivermectina e fipronil.

Somministrazione del farmaco

Le tavolette contenenti 120 mg di PLR 120 venivano
suddivise in quattro e somministrate al gatto alla dose di
10 mg/kg 2 volte al giorno per 30 giorni, dal 1° (T0) al 30°
(T30) giorno dello studio. Durante tale periodo, non era-
no consentite terapie concomitanti di alcun genere, fatta
eccezione per gli antiparassitari sopra indicati.

Valutazione clinica

Il primo giorno (T0) si procedeva a rilevare, separata-
mente e in 4 differenti regioni del corpo (testa, tronco, arti
anteriori, arti posteriori), segni clinici (prurito, eritema,
alopecia) e lesioni cutanee (PE e GE) dell’animale, attri-
buendo loro un punteggio in base ad una scala numerica
(0 = assente; 1 = lieve; 2 = moderato; 3 = grave). Ogni va-
lore cosi registrato veniva poi moltiplicato per un fattore
correlato all’estensione della superficie cutanea affetta (1x
= testa; 4x = tronco; 2x = arti anteriori; 3x = arti posterio-
ri), sulla base di una scala PASI (Psoriasis Area and Seve-
rity Index) modificata??°. Per ogni animale, i singoli pun-
teggi venivano sommati tra loro per ottenere un punteggio
complessivo compreso tra 0 e 120.
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Tabella 1
Segnalamento e diagnosi istologica dei 15 gatti arruolati
nello studio. Il gatto n° 2 (maschio intero con PE) ed il n° 11
(maschio castrato con GE) sono stati esclusi in quanto migliorati
durante il periodo di run-in

Caso n® Eia S5esso Diagnosi Diagnosi
(mesi) clinica istologica

1 123 mc GE DE

8 21 fs PE DE

4 48 mc PE PE

5 24 f PE PE

6 10 f GE GE

7 11 f GE GE

8 11 f GE DE

9 10 mc GE GE

10 48 fs PE DE

12 22 fs GE GE

13 24 mc PE PE

14 50 fs PE PE

15 7 m GE GE

16 120 mc PE PE

17 12 fs GE PE

f, femmina; fs, femmina sterilizzata; m, maschio; mc, maschio castrato; DE,
dermatite eosinofilica; GE, granuloma eosinofilico; PE, placca eosinofilica.

Al 15° e al 30° giorno dello studio, gli sperimentatori
valutavano I’eventuale miglioramento o guarigione dei se-
gni e delle lesioni in ognuna delle quattro regioni del cor-
po considerate. A scopo analitico, il punteggio rilevato per
ogni area veniva dimezzato quando si osservava un miglio-
ramento; azzerato nel caso in cui si verificasse la completa
risoluzione clinica; mantenuto inalterato quando non vi
fosse variazione rispetto al precedente rilevamento. Si pro-
cedeva poi al calcolo del nuovo punteggio complessivo.

Ritenendo che, ai fini di uno studio pilota preliminare,
fosse sufficiente valutare la percentuale dei gatti migliorati
rispetto agli invariati, il reale grado di miglioramento dei
segni e delle lesioni non ¢ stato quantificato.

Biopsie cutanee

11 1° giorno dello studio, ogni gatto & stato sottoposto, in
anestesia generale (ketamina e diazepam), ad una biopsia
della cute affetta da lesioni PE o GE, utilizzando un punch
di 4, 6 0 8 mm (Stiefel Biopsy Punch, SFM, Wachtersbach,
Germania). I 30° giorno si & proceduto a ripetere la bio-
psia nel medesimo sito. Ogni biopsia ¢ stata divisa in due
con una lama da bisturi (meta & stata usata per questo stu-
dio, I'altra meta per altre finalita di ricerca) e fissata in for-
malina tamponata al 10%. Sebbene nelle biopsie cutanee
di bovino e di cane’*! sia noto che la formalina riduce il
numero di mastociti, uno studio pubblicato su campioni di
cute felina® ha escluso una tale evenienza, motivo per cui si
¢ deciso di ricorrere ugualmente a questo tipo di fissatore.

Istologia

I campioni sono stati inclusi in paraffina, sezionati a 5
micron e colorati con ematossilina-eosina e blu di toluidi-
na, seguendo le tecniche standard”. Le sezioni istologiche
sono state osservate al microscopio per valutare la presen-

za epidermica di croste, ulcerazioni, ipercheratosi, iperpla-
sia, spongiosi, esocitosi, o discheratosi, e per stabilire Ie-
venienza a carico del derma di infiltrati cellulari, collage-
nolisi ed edema.

Conta mastocitaria

Le sezioni istologiche, colorate con blu di toluidina, so-
no state sottoposte ad analisi morfometrica servendosi di
un sistema di analisi computerizzata dell'immagine, Quan-
timet 400 (Laica Microsystems S.p.A., Milano, Italia). Seb-
bene sia stato dimostrato che il blu di astra & un colorante
migliore per questo tipo di analisi dell'immagine®*, nel pre-
sente studio abbiamo riscontrato risultati superiori utiliz-
zando il blu di toluidina, forse anche grazie al fatto che la
fissazione in formalina migliora la colorazione®. I mastoci-
ti sono stati identificati sulla base delle loro caratteristiche
morfologiche e in virtt della presenza di granuli metacro-
matici. Sono stati presi in considerazione rispettivamente
56 e 112 campi consecutivi a 40x (1,2 e 2,4 mm?) a secon-
da che si trattasse di casi di DE/PE o GE, e per ogni sezio-
ne vi si ¢ calcolato il numero medio di mastociti. I campi
sono stati scelti in modo da rappresentare tutti gli strati
del derma, non considerando, ai fini del conteggio dei ma-
stociti, le aree occupate dalle unita follicolo-sebacee e dal-
le zone di collagenolisi. I risultati sono stati espressi come
numero di cellule positive al blu di toluidina per mm? (do-
ve 1 mm? rappresenta circa 47 campi).

Densitometria

La valutazione densitometrica dei granuli citoplasmatici
dei mastociti colorati con blu di toluidina ¢ stata effettuata
servendosi del suddetto sistema di analisi dell'immagine, ed
applicando una tecnica precedentemente descritta®® e legger-
mente modificata. Il densitometro veniva calibrato quotidia-
namente, al fine di assicurare la costanza delle condizioni di
misurazione. Le immagini venivano raccolte da una teleca-
mera utilizzando un obiettivo ad immersione ad olio (100x)
e trasferite in bianco e nero sullo schermo. Sono stati presi in
considerazione 7 campi a random nel derma di ogni sezione,
valutando 3 mastociti per ogni campo (per un totale di 21
mastociti per sezione). Ad ogni pixel dell'immagine digitaliz-
zata ¢ stato attribuito un valore proporzionale al livello di se-
gnale del video e compreso tra 0 (nero) e 255 (bianco). Una
volta che le immagini in bianco e nero sono state digitalizza-
te ed invertite, si sono valutati circa 200 pixel per mastocita,
calcolandone in seguito il valore medio (+DS) (Fig. 1).

Analisi statistiche

Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando il
programma “Statistica per Windows” 5.1, edizione 1997
(Statsoft Inc. Tuls, OK, USA). Per determinare la differen-
za nei punteggi al basale (pre-trattamento) dei gatti con
PE e GE si ¢ fatto ricorso al test “t di Student”. L'analisi
della covarianza (ANCOVA) per misure ripetute & stata
utilizzata per determinare 'andamento nel tempo della
differenza tra i due gruppi. La conta mastocitaria ¢ stata
analizzata servendosi del test “t di Student”. I test “Shapi-
ro-Wilk” ha confermato la distribuzione normale dei dati.
I valori densitometrici sono stati analizzati con il test “t di
Student”. Al fine di determinare la correlazione tra anda-
mento clinico e risposta densitometrica, si & utilizzato il
“test della correlazione lineare di Pearson”.
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Figura 1A

Figura 1B

FIGURA 1 - Caso n° 3: immagine densitometrica dei mastociti, prima
(A) e dopo (B) il trattamento con PLR-120 (le immagini in bianco e ne-
ro delle sezioni colorate con blu di toluidina sono state invertite).

RISULTATI

Valutazione clinica

Per ciascun animale si & proceduto a calcolare il miglio-
ramento dei segni, il miglioramento delle lesioni (Tab. 2),
ed il miglioramento globale (segni + lesioni). Di seguito si
riportano i risultati suddivisi per gruppi.

Valutazione dei segni (eritema, prurito e alopecia) in tutti
gli animali. Sono stati valutati 14 gatti su 15, perché un caso
di granuloma si presentava asintomatico, non manifestando
eritema, prurito, o alopecia. 5 dei 14 gatti (35,7 %) migliora-
vano dopo 15 giorni di terapia e 9 (64,3 %) dopo 30 giorni.

Valutazione delle lesioni (granuloma o placca) in tutti gli
animali. Gia dopo 15 giorni di terapia, 8 gatti su 15
(53,5%) mostravano una riduzione dell’estensione e della
gravita delle lesioni cutanee; 10 su 15 (66,7 %) migliorava-
no dopo 30 giorni (3 di loro venivano considerati comple-
tamente guariti).

Miglioramento globale. Considerati nel loro insieme, i ri-
sultati sopra riportati forniscono un valore di migliora-
mento globale pari a 46,7% (7 gatti su 15) e 66,7% (10
gatti su 15) rispettivamente dopo 15 e 30 giorni di terapia.

Poiché il punteggio al basale rilevato nei gatti con GE
era minore rispetto a quello dei gatti con PE (Fig. 2), i due
gruppi sono stati confrontati tra di loro, utilizzando il test
“t di Student”, col risultato di dimostrare una differenza
statisticamente significativa (P<0,01) nei punteggi registra-
ti al tempo 0 (T0). Per questo motivo, si ¢ deciso di valuta-
re i due gruppi anche separatamente, in base alla diagnosi
clinica (PE »s. GE).

Valutazione dei segni e delle lesioni nei gatti con PE
(n=7). Dopo 30 giorni di trattamento, 3 gatti su 7 (42,9%)
mostravano un miglioramento sia dei segni che delle lesio-
ni, e altri 3 (42,9%) delle sole lesioni.

Valutazione dei segni e delle lesioni nei gatti con GE
(n=8). Dopo 30 giorni di trattamento, 6 gatti su 7 (uno era
asintomatico fin dall’inizio), pari all’85,7%, presentavano
un miglioramento dei segni, e 7 su 8 (87,5%) mostravano
una riduzione delle lesioni. Tre di essi (37,5% di tutti 1
gatti con GE) venivano considerati completamente guariti.

Confronto del miglioramento dei due gruppi. Conside-
rando la diversita esistente tra i due gruppi in funzione del
punteggio registrato al tempo 0, il miglioramento rilevato
nei gatti con PE e quello registrato nei gatti con GE, tra
loro confrontati tramite analisi della covarianza (ANCO-
VA), presentava un andamento simile.

Valutazione istologica (Tab. 1)

Sei gatti (1 con GE e 5 con PE) presentavano lesioni
istologiche caratterizzate da un denso infiltrato intersti-
ziale superficiale e profondo, costituito da eosinofili e
mastociti, con piccoli occasionali foci di collagenolisi e
vaste ulcerazioni della sovrastante epidermide. Tali lesio-
ni risultavano simili a quanto precedentemente descritto
per la placca eosinofilica®. Cinque gatti (tutti con GE)
mostravano lesioni istologiche granulomatose nel derma
profondo, rappresentate da vaste aree di collagenolisi
circondate da macrofagi, con scarso infiltrato eosinofili-
co e mastocitario alla periferia. L’epidermide sovrastante
risultava rispettata. Tali lesioni erano identiche a quelle
precedentemente riportate per il granuloma
eosinofilico®. Quattro gatti (2 con GE e 2 con PE) pre-
sentavano lesioni istologiche caratterizzate da moderato
infiltrato superficiale, da perivascolare ad interstiziale,
di mastociti ed eosinofili con epidermide intatta ma
iperplastica. Da un punto di vista morfologico, tali lesio-
ni venivano diagnosticate come dermatite eosinofilica
(DE). In conclusione, I’analisi istologica confermava la
diagnosi clinica in 5 degli 8 gatti ascritti al gruppo GE e
in 5 dei 7 con PE.



Supplemento (Dicembre 2001) a Veterinaria, Anno 15, n. 3, Ottobre 2001 53

Tabella 2
Punteggi registrati per segni e lesioni, prima durante e dopo il trattamento

Segni Lesioni Segni + lesioni (globale)

e Ty Tis Ta Ty Tis Ty Ty Tis Ta
1 24 12 55 6 3 1,5 30 15 7
g 41 37 21,5 20 16 12 61 53 33,5
4 62 52 48 36 27 23 98 79 4
5 45 48 48 23 23 23 4l ! 7
6 9 6 3 6 0 0 15 6 3
7 12 9 4,5 3 1,5 0,75 15 10,5 5,25
8 15 75 3,75 6 3 0 21 10,5 3,75
9 6 6 15 9 45 2,25 21 10,5 3,75
10 27 16,5 11,25 5 3 1 32 19,5 12,25
12 18 9 4,5 9 45 2,25 27 13,5 6,75
13 21 21 21 11 10 9 32 31 30
14 29 14,5 14 18 9 45 47 23,5 18,5
15 24 24 24 6 6 6 30 30 30
16 28 28 14 12 12 6 40 40 20
17 0 0 0 6 3 0 6 3 0
120
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FIGURA 2 - Istogramma dei dati riportati in Tabella 2, con i casi suddivisi in base alla diagnosi clinica.

Conta mastocitaria

Nella Tabella 3 ¢ indicato il numero medio di mastoci-
ti/mm? come rilevato nelle biopsie ottenute prima e dopo
il trattamento.

Lanalisi dei valori morfometrici tramite test “t di Stu-
dent” e metodo Wilcoxon per campioni appaiati non ha
dimostrato una differenza statisticamente significativa tra i
valori del pre- e post-trattamento. Se ne conclude che il
farmaco in studio non influenza il numero dei mastociti
cutanei.

Densitometria

I risultati dell’analisi densitometrica dei mastociti nelle
biopsie cutanee prelevate prima e dopo il trattamento so-
no riportati in Tabella 3. Tl confronto dei dati rilevati a TO
e T30 tramite test “t di Student” ha dimostrato un aumen-
to significativo (P = 0,009) della densita granulare dei ma-
stociti cutanei (Tab. 4 e Figg. 1 e 3). Nessuna differenza,
invece, ¢ emersa dal confronto dei dati densitometrici ef-
fettuato mediante test “t di Student” tra i gatti con GE e
quelli con PE, né prima né dopo il trattamento.
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Tabella 3
Numero di mastociti per mm? nelle biopsie di cute lesionata
prima e dopo il trattamento

Numero di mastociti / mn?

Caso n® Ty U

1 503,0 314,2
3 170,3 454,0
4 218,5 544,2
& 331,5 183,0
6 349,8 198,4
7 182,5 294,0
8 367,7 269,0
9 3041 345,2
10 4546 112,0
12 508,7 519,8
13 4416 465,4
14 3141 282,7
15 159,6 4595
16 640,7 265,9
17 1013,5 1483,0
Media 397,35 412,69
DS 219,90 322,66

P (t di Student) 0,81 = non significativo

Correlazione tra risposta clinica e risultati densitometrici

Nei gatti con PE, l'analisi della regressione lineare ha di-
mostrato I'esistenza di una correlazione statisticamente si-
gnificativa tra il miglioramento clinico e la risposta densito-
metrica (r = 0,74370, P = 0,05), cosa che invece non ¢é stata
rilevata nei gatti con GE o nel campione complessivo.

Tollerabilita

Per tutti i casi trattati, la tollerabilita del prodotto & sta-
ta giudicata da “buona” ad “eccellente”, sia dal proprieta-
rio sia dagli sperimentatori.

DISCUSSIONE

La placca eosinofilica ed il granuloma collagenolitico
possono rappresentare segni clinici di sottostanti dermato-
patie allergiche, come I’allergia al morso di pulce, altre
ipersensibilita a punture di insetto, I'allergia alimentare o
la dermatite atopica'?*°. Il primo approccio nei confronti
di un caso di PE o GE dovrebbe essere indirizzato alla ri-
cerca della causa sottostante, ricorrendo agli anti-infiam-
matori come terapie complementari, e non come sostituti
di mancata diagnosi. Ciononostante, possono esistere si-
tuazioni in cui il Veterinario deve confrontarsi con gatti
che rifiutano la dieta ad eliminazione, non migliorano in
seguito al regime dietetico prescritto, presentano test cuta-
nei negativi o, ancora, non rispondono alle terapie iposen-
sibilizzanti. Tali soggetti sono spesso destinati a sottoporsi
per tutta la vita a trattamenti corticosteroidei, continui o
intermittenti, di cui possono subire gli effetti collaterali.
Sebbene nel presente studio siano stati inclusi gatti esenti
da allergia al morso di pulci o da altre parassitosi cutanee,
non si & di proposito valutata la presenza di altre malattie

allergiche (es. atopia, allergia alimentare), perché si ¢ rite-
nuto che il campione cosi selezionato fornisse una buona
rappresentazione della reale difficolta clinica che tali der-
matopatie comportano. Scopo dello studio era, infatti,
quello di stabilire la validita del PLR 120 come eventuale
alternativa all’uso dei corticosteroidi, in quei casi di PE e
GE in cui non sia possibile identificare e/o controllare la
causa sottostante. Il PLR 120 ¢ stato scelto in virtu del suo
meccanismo d’azione, capace di migliorare le condizioni
inflammatorie, attraverso una regolazione negativa eserci-
tata sulla degranulazione mastocitaria.

Sebbene si tratti di risultati di uno studio pilota non con-
trollato - che per questo vanno considerati preliminari -
dopo 1 mese di trattamento, il 64,3% degli animali mo-
strava un miglioramento dei sintomi (prurito, eritema ed
alopecia) e il 66,7% presentava una riduzione della gra-
vita/estensione delle proprie lesioni cutanee. Si tratta di ri-
sultati incoraggianti, sebbene la percentuale di guarigione
si limiti al 6% (animale 17). E senz’altro necessario con-
durre uno studio controllato di maggiore durata, al fine di
determinare se prolungando I'uso del farmaco sia possibile
ottenere risultati piti soddisfacenti in termini di percentua-
li di remissione clinica della malattia. C’¢, inoltre, da con-
siderare I'ipotesi che alcuni animali potrebbero essere mi-
gliorati in virtu del trattamento antiparassitario, anziché in
funzione dell’efficacia del farmaco. A tale proposito, pero,
bisogna sottolineare che, nella massima parte dei casi, il
solo trattamento antiparassitario non risolve le condizioni
di PE e di GE, a causa della notevole inflammazione cuta-
nea presente, motivo per cui generalmente & necessario ri-
correre a terapie concomitanti.

In ogni caso, i risultati del presente studio sono parago-
nabili, e in qualche caso migliori, di quelli finora ottenuti
con altri prodotti utilizzati in dermatopatie allergiche del
gatto, come la dermatite miliare e il prurito. Con gli EFA
(acidi grassi essenziali), ad esempio, si riportano risposte
eccellenti nel 57-75% dei casi, per trattamenti della durata
compresa tra le 2 e le 18 settimane*®**!. Con gli antistamini-
ci, le percentuali di gatti migliorati oscillano tra il 50 e il
73%%%. Va in ogni caso tenuto presente che finora non
sono stati ancora pubblicati studi specifici sull’'uso dei
suddetti farmaci nella PE o nel GE, malattie in cui i risul-
tati potrebbero essere diversi.

Tra loro associati, antistaminici ed EFA hanno fornito
risultati migliori rispetto al loro uso come terapie singo-
le*#%. E lecito supporre - sebbene non ancora indagato -
che I'utilizzo combinato di PLR 120 con farmaci antipruri-
ginosi di natura non steroidea potrebbe analogamente in-
nalzare le percentuali di successo terapeutico.

Dai risultati ottenuti nel presente studio, sembra che i
gatti con GE rispondano meglio al trattamento rispetto a
quelli con PE. Cio ¢ forse riconducibile a differenti mecca-
nismi patogenetici che sostengono i due tipi di lesione, al
fatto che la PE ¢ spesso complicata da infezioni secondarie
(che potrebbero compromettere la guarigione e che non
sono state oggetto di trattamento in questo studio), oppu-
re all’evenienza che il GE pud a volte risolversi spontanea-
mente*®. Un’altra possibilita & che le lesioni piu lievi ri-
spondano meglio al trattamento rispetto a quelle piu gravi,
che potrebbero richiedere piu alti dosaggi del farmaco. In
effetti, i gatti con GE presentavano un punteggio basale si-
gnificativamente minore rispetto a quelli con PE.
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Tabella 4
Dati densitometrici prima e dopo il trattamento dei mastociti colorati con blu di toluidina
Caso n® Medlia basale (T0) DS basale (T0) Medlia finale (T30) DS finale (T30) Conteggi validi
1 67540,00 12576,83 103565,2 43690,29 21
3 69287,23 17738,15 79397 1 20282,70 21
4 73102,05 18663,66 104514,3 26118,83 21
5 89704,55 18572,97 942741 24659,65 20
6 62498,76 13633,22 73047 1 10089,40 21
7 64608,24 16952,60 73795,7 19603,63 21
8 84981,80 32780,71 69198,5 18135,27 20
9 75554,62 17892,78 86321,8 19661,52 21
10 58257,29 10862,72 63356,5 22512,58 21
12 62330,95 18289,67 55755,7 13606,97 21
13 71007,14 15792,77 71253,9 16193,18 21
14 58684,95 17378,43 78195,4 9325,46 21
15 7240319 12965,56 77086,2 19831,12 21
16 80970,91 12641,58 97573,2 14440,14 21
17 66335,09 11567,36 99648,3 25868,73 21
Total 70484,45 9284,77 81798,87* 15126,19 313
*P=0.009
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FIGURA 3 - Istogramma dei dati densitometrici rilevati prima e dopo il trattamento nei mastociti colorati con blu di toluidina (dati di Tab. 4).

Deve essere comunque sottolineato che, in realta, una
volta analizzati i dati con 'analisi della covarianza (AN-
COVA) tenendo conto delle differenze nel punteggio ini-
ziale, i gatti con GE mostravano un trend di miglioramen-
to del tutto simile a quelli con PE. La maggior parte dei
gatti con GE (punteggi di arruolamento piti bassi) miglio-
ravano gia dopo 15 giorni di trattamento, mentre quelli
con PE (punteggi di arruolamento pit elevati) presentava-
no tempi di risposta pitt lunghi. Proponiamo che, innanzi-
tutto, servano almeno 2-4 settimane di trattamento per os-
servare un miglioramento e, in secondo luogo, che i casi
pitt gravi necessitino di una terapia di maggior durata. In-

fine, riteniamo che, analogamente a quanto riportato per
altri farmaci antipruriginosi di natura non steroidea (es.
EFA), Peffetto del PLR 120 potrebbe essere dose dipen-
dente, nel qual caso dosaggi piti elevati avrebbero potuto
fornire risultati migliori.

Nel presente studio, i rilievi istologici confermavano la
diagnosi clinica in 10 gatti su 15, mentre in 4 casi (2 GE e
2 PE) I'analisi istologica evidenziava solo una dermatite
eosinofilica (DE). Nei lavori finora pubblicati, la diagnosi
clinica di PE e GE viene quasi sempre associata alle tipi-
che lesioni istologiche’#40%7, L’aver rilevato lesioni di DE
potrebbe dipendere dal fatto che le biopsie venivano divi-
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se in due prima di procedere alla fissazione, motivo per
cui, in alcuni casi, la meta analizzata poteva in realta con-
tenere solo la regione periferica della lesione e non quella
centrale maggiormente caratteristica. In alternativa, & pos-
sibile che la sezione istologica - che rammentiamo fornisce
indicazioni statiche di un processo patologico complesso e
in evoluzione - abbia “fotografato” uno stadio non diagno-
stico della malattia, rappresentativo di un momento trop-
po iniziale della lesione, ovvero troppo vicino alla sua riso-
luzione. E, infine, legittimo ipotizzare che, in alcuni ani-
mali, la tipica manifestazione clinica della PE o del GE
potrebbe non essere sempre associata ad un altrettanto ti-
pico quadro istologico.

Nel presente studio, il numero medio di mastociti rile-
vato nelle lesioni cutanee (tra 160 e 1013 cellule/mm?) &
superiore a quello riportato da alcuni Autori nella cute fe-
lina sanal®*>#4° Si tratta di un risultato atteso, perché in
effetti esistono osservazioni sull’aumento del numero di
mastociti in altre dermatopatie infiammatorie del gatto*
(Greek, J. S. dati non pubblicati: Feline pemphigus folia-
ceus: a retrospective of 23 cases. Proceedings of the Annual
Meeting of the American Academy of Veterinary Dermato-
logy. San Diego, 1993: 27-8). In ogni caso, in assenza di
dati specifici sulla conta mastocitaria nella cute di gatti af-
fetti da PE e GE, non ci ¢ possibile paragonare i dati otte-
nuti con altri gia pubblicati.

11 trattamento con PLR 120 si & dimostrato non influen-
zare il numero di mastociti cutanei. A differenza dei gluco-
corticoidi - che riducono le popolazioni di mastociti tissu-
tal’®>?, inibendo la sintesi dell’SCF (Stenz Cell Factor)>>* -
il farmaco, infatti, non esercita alcun effetto sulla vitalita
cellulare. Viceversa, i gluocorticoidi tramite il suddetto
meccanismo alterano I’equilibrio della risposta inflammato-
ria, cosa che puo rivelarsi svantaggiosa, perché comporta la
riduzione dell’iniziale fase di “wheal and flare™ (gonfiore
e arrossamento) e 'aumento delle risposte ritardate®®.

Viceversa il PLR 120, agendo come modulatore della ri-
sposta mastocitaria senza compromettere la vitalita di que-
ste cellule, funziona da anti-inflammatorio capace di rie-
quilibrare 'omeostasi cutanea'®.

Nei ratti e nei topi, I'analisi della degranulazione masto-
citaria viene descritta come valido mezzo per stabilire I'ef-
fettiva attivita di un farmaco - compreso quello utilizzato
nel presente studio pilota® - sul comportamento di queste
cellule’’?®. A tale scopo abbiamo utilizzato un sistema di
analisi computerizzata dell'immagine (Quantimet 400, Lei-
ca). A conoscenza degli Autori, questo ¢ il primo studio
che applica I'analisi densitometrica dei granuli mastocitari
al gatto. Il metodo si & dimostrato utile ed attendibile. 11
trattamento per 30 giorni con PLR 120 ha indotto un au-
mento significativo dei valori densitometrici dei mastociti
cutanei. II risultato suggerisce che il PLR 120 ¢ effettiva-
mente in grado di diminuire la degranulazione mastocitaria
ed aumentare la concentrazione intracellulare dei granuli.
Sulla base delle conoscenze relative al meccanismo d’azio-
ne del farmaco (meccanismo ALIA??? che funziona per
via recettoriale in modo antagonista nei confronti dell’iper-
attivitd mastocitaria), risulta meno probabile I'ipotesi se-
condo cui il PLR 120 possa aver indotto un aumento nella
produzione dei granuli mastocitari. I mastociti esprimono
sulla propria membrana cellulare il recettore CB2 per i
cannabinoidi, del quale la palmitoiletanolamide rappresen-

ta il ligando endogeno. Prodotta dai tessuti in risposta a un
danno o ad una condizione infiammatoria, la palmitoileta-
nolamide si lega ai recettori CB2, esercitando cosi, un effet-
to di regolazione negativa nei confronti della degranulazio-
ne mastocitaria. Il PLR 120, analogo sintetico della palmi-
toiletanolamide, si ¢ dimostrato in grado di limitare la reat-
tivita inflammatoria sia 7z vivo che in vitro®?%°>%, In parti-
colare, il PLR 120 ¢ capace di ridurre, in maniera dose-di-
pendente, l'iperalgesia e 'extravasazione causate dalla sti-
molazione mastocitaria, sia di natura immunogenica (anafi-
lassi cutanea passiva) che neurogenica (iniezione sottocuta-
nea di sostanza P)?. Nel topo, inoltre, I'applicazione locale
di PLR 120 si & dimostrata attiva nel ridurre la classica ri-
sposta comportamentale di leccamento indotta dalla for-
malina® e di diminuire la sensitizzazione nervosa periferica
associata all'inflammazione cutanea®!. Attraverso la sua
capacita di controllare la degranulazione mastocitaria via
CB2, il PLR 120 ¢ dunque in grado di ridurre la produzio-
ne di mediatori (come NGF, istamina e serotonina) respon-
sabili dell’abbassamento della soglia di eccitabilita delle fi-
bre nervose di tipo C, che sono coinvolte nella trasmissione
del dolore e del prurito®*,

Nei gatti con PE, il miglioramento clinico risultava di-
rettamente proporzionale all’aumento di densitometria
mastocitaria, con una correlazione altamente significativa,
nonostante la scarsita dei casi (sette gatti). Si tratta di un
risultato atteso, dal momento che la PE (assai pit del GE)
viene considerata epifenomeno di allergie feline®, compli-
cato dal continuo leccamento e dalle sovrainfezioni batte-
riche. Dal momento che il ruolo dei mastociti nelle allergie
¢ considerato determinante per lo sviluppo delle tipiche
reazioni ad esse associate”® %, la significativa correlazione
tra miglioramento clinico e dato densitometrico non fa che
confermare la validita, in queste dermatopatie, di un far-
maco antinfiammatorio specificatamente capace di modu-
lare I’attivita mastocitaria. Nel caso dei gatti affetti da GE,
la mancanza di correlazione significativa tra punteggio cli-
nico e risultato densitometrico potrebbe derivare dalla
scarsita dei casi, dall’elevata variabilita inter-individuale,
ovvero dal fatto che il punteggio clinico iniziale riscontra-
to in questi soggetti era minore di quello registrato nei gat-
ti con diagnosi di PE.

Nei casi di PE e GE, soprattutto se di natura ricorrente,
il trattamento prevede generalmente tempi lunghi di tera-
pia o addirittura la necessita di ricorrere a terapie di man-
tenimento, motivi per cui la tollerabilita del farmaco utiliz-
zato diviene un aspetto di estrema importanza. Il PLR 120
si & dimostrato gradevole al gusto e privo di qualsivoglia
effetto collaterale. La buona tollerabilita dimostrata rap-
presenta indubbiamente un vantaggio rispetto ad altri far-
maci utilizzati per queste dermatopatie, che invece tendo-
no a manifestare effetti collaterali, frequenti - come nel ca-
so dei corticosteroidi usati a lungo termine® e delle terapie
ormonali (es. megestrolo acetato)®’ - o piu rari - come si &
registrato per gli antistaminici®® e gli EFA®7°,

In conclusione, questo studio pilota ha dimostrato che il
PLR 120 puo rivelarsi utile nel trattamento dei gatti con
PE o GE, potendo rappresentare una valida alternativa al-
le terapie corticosteroidee a lungo termine. Per conferma-
re i risultati e determinare la dose piu efficace sara neces-
sario condurre uno studio in doppio cieco controllato ver-
sus placebo.
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