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RIASSUNTO

L’emangiosarcoma splenico canino ¢ una neoplasia estremamente aggressiva con una
prognosi infausta dovuta all’elevata capacita metastatica. L eterogeneita e I’aggressivita
che caratterizzano 1’emangiosarcoma rappresentano una sfida diagnostica e terapeutica
per il clinico e il patologo, motivo per cui questo tumore ¢ stato oggetto di numerosi studi.
In questo studio sono state analizzate le caratteristiche morfologiche istologiche della
neoplasia e 1’espressione di quattro marcatori immunoistochimici al fine di comprendere
ulteriormente il comportamento biologico del tumore. I parametri morfologici e i risultati
dell’espressione immunoistochimica dei marcatori sono stati analizzati per ricercare delle
correlazioni con 1 dati clinici dei soggetti dai quali sono stati prelevati i campioni dello
studio. Inoltre, ¢ stata condotta una misurazione del livello di concordanza tra i patologi
responsabili delle valutazioni morfologiche.

Da questo studio non sono emerse correlazioni significative tra 1 parametri indagati e
["outcome clinico dei soggetti, ad eccezione della correlazione rilevata tra la conta
mitotica e lo stadio clinico; tuttavia, tale risultato non sembra avere significato
prognostico. Infine, lo scarso livello di concordanza raggiunto tra i patologi conferma la
I’elevata eterogeneita morfologica dell’emangiosarcoma che porta, inevitabilmente, a

valutazioni variabili e soggettive tra gli osservatori, anche tra patologi esperti.






ABSTRACT

Canine splenic hemangiosarcoma is an extremely aggressive tumor with a poor prognosis
related to the high metastatic capacity. The heterogeneity and aggressiveness that
characterize the hemangiosarcoma represent a diagnostic and therapeutic challenge for
the clinician and pathologist, reason why this tumor has been the subject of numerous
studies.

In this study, the morphological histological characteristics of the neoplasm and the
expression of four immunohistochemical markers were analyzed in order to further
understand the biological behavior of the tumor. The morphological parameters and the
results of the marker’s immunohistochemical expression were analyzed to research
correlations with clinical data of the subjects from which the study samples were taken.
In addition, a measure of the level of agreement among the pathologists responsible for
the morphological assessment was conducted.

No significant correlations emerged from this study between the investigated parameters
and the clinical outcome of the subjects, except for the correlation detected between
mitotic count and clinical stage; however, this finding does not appear to have prognostic
significance. Finally, the low level of agreement reached among pathologists confirms
the high morphological heterogeneity of hemangiosarcoma which inevitably leads to
variable and subjective evaluations among observers, even among experienced

pathologists.
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1 INTRODUZIONE

1.1 ’EMANGIOSARCOMA

L’emangiosarcoma (HSA) ¢ un tumore maligno molto aggressivo che colpisce numerose
specie animali, incluso I'uomo, nel quale prende il nome di angiosarcoma, ma che
interessa principalmente il cane (Brown, 1985; Bergman, 2016): in questa specie
rappresenta circa il 5% dei tumori maligni primari a sede non cutanea, circa il 5% dei
tumori cutanei e approssimativamente il 50% dei tumori della milza (Griffin, Culp and
Rebhun, 2021).

L’emangiosarcoma canino ¢ generalmente associato ad una prognosi infausta dovuta

all’elevata capacita metastatica.

1.2 INCIDENZA E FATTORI DI RISCHIO

1.2.1 EMANGIOSARCOMA NEL CANE

Gli organi piu frequentemente interessati dal tumore primario sono la milza, ’atrio destro
del cuore, la cute, il sottocute e il fegato, meno frequentemente, 1 muscoli, le ossa, i reni,
la vescica, 1 polmoni, 1’atrio sinistro del cuore, ’utero, la cavita orale, la lingua, la cornea,
la congiuntiva, i linfonodi, i grandi vasi, il retroperitoneo, il pene e il canale midollare
(Griffin, Culp and Rebhun, 2021).
Le metastasi sono molto frequenti nei pazienti affetti da emangiosarcoma e si ritiene che
la disseminazione delle cellule cancerose avvenga per via ematogena o per impianto di
cellule neoplastiche su organi vicini dopo la rottura del tumore viscerale (Mullin and
Clifford, 2020). Nel cane gli organi piu frequentemente interessati dalla malattia
metastatica sono interessati sono il fegato, I’omento, il mesentere e i polmoni. Nella
specie canina, inoltre, I’emangiosarcoma ¢ la neoplasia metastatica di piu frequentemente
riscontrata a livello cerebrale (Snyder et al., 2008)
L’emangiosarcoma viene classificato in tre forme sulla base della sede di insorgenza del
tumore primario:

® cutanea/sottocutanea

e cardiaca



e viscerale non cardiaca
La forma cutanea (cHSA) si sviluppa nel derma e/o nel sottocute. Rispetto alle forme
viscerali, la forma cutanea sembra essere caratterizzata da un minor potere metastatico e
da un tempo di sopravvivenza mediano (MST) piu lungo (Hargis et al., 1992). La
localizzazione del tumore ¢ infatti un fattore prognostico da tenere in considerazione in
quanto influenza il comportamento biologico della neoplasia: in diversi studi, infatti, 1
soggetti con cHSA limitato al derma avevano un tempo di sopravvivenza mediano (MST)
piu lungo rispetto ai soggetti con localizzazione sottocutanea del cHSA (Ward et al.,
1994; Szivek et al., 2012).
L’aspetto macroscopico delle lesioni rispecchia I’invasivita e 1’aggressivita biologica del
tumore: I’emangiosarcoma localizzato nel
derma si presenta solitamente come un piccolo
nodulo cutaneo ben delimitato, glabro, di colore
rosso scuro (Figura 1) e di facile
identificazione ed escissione, mentre a livello
sottocutaneo la massa si presenta di

consistenza soffice e non protrude sulla

superficie della cute (Hargis et al., 1992; Ward Figura 1. Emangiosarcoma cutanco,
et al., 1994; Albanese, 2017). L’eventuale cane. Tratta da Albanese, 2017.
infiltrazione nel sottocute, nei muscoli e ai linfonodi regionali puo portare a metastasi
multifocali e disseminate negli organi.

Diversi studi hanno dimostrato come 1’eta, la razza e 1’esposizione ai raggi solari siano
fattori predisponenti per lo sviluppo della forma dermica della neoplasia: 1 soggetti piu
colpiti sono cani anziani a pelo corto e cute scarsamente pigmentata come il Whippet e il
Pit Bull, le razze maggiormente colpite (Hargis et al., 1992; Nikula et al., 1992; Szivek
et al., 2012). Le lesioni si sviluppano soprattutto nelle aree prive di pelo nell’addome
ventrale, dove la cute ¢ esposta e vulnerabile alle radiazioni solari.

Le lesioni cutanee possono inoltre rappresentare delle metastasi di emangiosarcoma
viscerale, motivo per cui anche di fronte ad una manifestazione cutanea di

emangiosarcoma ¢ necessario procedere con la stadiazione clinica per escludere un

tumore primario viscerale.



La forma cardiaca colpisce prevalentemente
I’atrio destro e 1’auricola destra del cuore
(Figura 2), i tumori cardiaci non sono
frequenti nel cane, circa il 0,19%, ma

I’emangiosarcoma ¢ il tumore cardiaco piu

[T T o m ‘. v frequente nella specie canina (69%) (Ware
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Figura 2. Emangiosarcoma, atrio destro, .4 Hopper, 1999).

cane. Tratta da Noszczyk-Nowak et al.,
2013. Data I’elevata capacita metastatizzante ¢ la

diagnosi spesso tardiva, non ¢ sempre semplice distinguere la forma primaria cardiaca
dalla forma primaria splenica: diversi studi basati su dati necroscopici, effettuati in cani
con un’anamnesi di HSA cardiaco, hanno rilevato la concomitante presenza di HSA
splenico nel 33% dei casi (Yamamoto et al., 2013) e nel 29% dei casi (Boston, Higginson
and Monteith, 2011). In cani con segni clinici di HSA splenico ¢ stata riportata la
concomitante presenza di HSA cardiaco nel 24% (Waters, Hayden and Walter, 1989) e
nell’8,9% dei casi (Boston, Higginson and Monteith, 2011). Ad oggi non ¢ ancora chiaro
se il coinvolgimento di entrambi gli organi sia da attribuire ad un’origine multicentrica
dell’emangiosarcoma oppure se questo rappresenti 1’invasione metastatica di un tumore
primario a origine splenica o cardiaca.

Uno studio recente condotto da Wong et al. 2021, tuttavia, sembra smentire 1’ipotesi della
contemporanea presenza di due emangiosarcomi primari indipendenti, dimostrando come
entrambe le forme anatomiche indagate in uno stesso soggetto condividessero le stesse
mutazioni (mutazioni nella stessa posizione del genoma e con le stesse variazioni

nucleotidiche) (Figura 3).
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Figura 3. Mutazioni uniche e condivise in HSA splenico e cardiaco
canino concomitanti in un soggetto; tratta da K. Wong et al. 2021.



Lo studio ¢ stato condotto su campioni di HSA di 14 cani che presentavano lesioni
spleniche e cardiache concomitanti: attraverso il sequenziamento genomico ¢ stato
possibile identificare come entrambi 1 tumori splenici e cardiaci nello stesso soggetto
condividessero la stessa mutazione del gene TP53.

Nello stesso studio, ¢ stato inoltre analizzato il SCNAs (Somatic copy number alterations)
ed ¢ stato evidenziato come I’HSA splenico e cardiaco avessero un

profilo simile di SCNAs. Tali risultati rafforzano 1’ipotesi che non si tratti di due tumori

primari indipendenti, ma che una lesione in uno dei due organi (cardiaca o splenica)

rappresenti la metastasi del tumore primario.

La forma viscerale ¢ quella piu
frequentemente riscontrata nella specie
canina e ha nella milza il sito primario
maggiormente colpito (Figura 4). Di
fronte ad una massa splenica, infatti,

I’emangiosarcoma deve essere sempre

incluso in diagnosi differenziale, poiché

Figura 4. Emangiosarcoma splenico, cane;

rappresenta la neoplasia splenica piu (ratta da Linder 2017.
frequentemente riscontrata nella specie canina (Eberle N, von Babo V, Nolte I,
Baumgirtner W, 2012).
Lo studio condotto da Johnson et al. (1989) ha definito la regola del “double two-thirds”
secondo cui, data una popolazione di cani a cui ¢ stata diagnosticata una massa splenica,
circa i due terzi delle masse sono tumori maligni e, di questi, 1 due terzi sono rappresentati
da emangiosarcomi splenici. Da questo si evince che le masse a livello splenico hanno
circa il 45% di probabilita di essere emangiosarcomi (Johnson et al., 1989; Davies and
Taylor, 2020).
Ulteriori studi hanno inoltre evidenziato che I’incidenza dell’ emangiosarcoma aumenta
fino al 70% in pazienti con masse spleniche e concomitante emoaddome (Pintar ef al.,
2003; Hammond and Pesillo-Crosby, 2008; Aronsohn ef al., 2009).
I fattori predisponenti per I’insorgenza dell’emangiosarcoma splenico sono molteplici:

e Jeta

e larazza



e il peso medio

e ilsesso

e Jo stato riproduttivo
Inoltre, nell’'uomo, ¢ stato dimostrato che I’esposizione a sostanze chimiche quali cloruro
di vinile (Makk et al., 1974), diossido di torio (Young et al., 2010), arsenico (Centeno et
al., 2002), I’esposizione alle radiazioni solari e I’utilizzo della radioterapia possano
predisporre allo sviluppo dell’angiosarcoma. Nel cane I’influenza di fattori ambientali ¢
stata ipotizzata, ma non ci sono studi a supporto di questa ipotesi, eccezion fatta per la
correlazione tra radiazioni solari e lo sviluppo di cHSA.
L’emangiosarcoma splenico colpisce prevalentemente cani con un’eta media di 10 anni
(Brown, 1985; Schultheiss, 2004) nonostante siano stati documentati diversi casi di
animali giovani affetti da questa neoplasia (Prymak et al., 1988; Hargis ef al., 1992).
Le razze particolarmente predisposte comprendono il Pastore Tedesco, il Golden
Retriever, il Labrador Retriever e il Boxer (Schultheiss, 2004; Dobson, 2013; Carnio et
al., 2020); una marcata incidenza ¢ stata riscontrata anche in soggetti di razza mista
(Sorenmo, Jeglum and Helfand, 1993; Goéritz et al., 2013). Nei cani di razza di piccola
taglia HSA splenico ¢ scarsamente rappresentato; tuttavia, puo svilupparsi anche in tali
soggetti.
Diversi studi hanno indagato la possibile associazione tra lo sviluppo di emangiosarcoma
splenico e la taglia del soggetto: secondo tali studi, 1 soggetti di taglia grande (con peso
maggiore di 27 kg) presentano una maggiore incidenza di emangiosarcoma splenico
rispetto ai soggetti di taglia piccola (JM et al., 2016; Carnio et al., 2020). Inoltre, un
recente studio condotto in cani con massa splenica, categorizzati in base alla taglia, ha
evidenziato come i cani di taglia piccola siano piu soggetti a presentare forme benigne
rispetto ai cani di taglia grande (O’Byrne and Hosgood, 2019).
In letteratura i dati relativi ad HSA splenico in razze di piccola taglia sono limitati, ma gli
studi presenti sembrano evidenziare un comportamento biologico dell’HSA simile a
quanto avviene nelle razze di taglia grande (Story et al., 2020).
La maggiore incidenza tra i due sessi ¢ ancora dibattuta: diversi studi non hanno
evidenziato differenze significative tra i due sessi (Prymak et al., 1988; Tamburini ef al.,
2009; Yankin et al., 2020), mentre alcuni riportano una lieve differenza a favore del sesso

maschile (Schultheiss, 2004; Carnio et al., 2020) . Griintzig et al. 2016 hanno condotto



uno studio su un campione consistente di soggetti affetti da emangioma ed
emangiosarcoma, evidenziando un rischio minore nel sesso femminile rispetto al sesso
maschile; tuttavia, tale studio non prende in considerazione in modo specifico la forma
maligna della neoplasia, includendo anche la forma benigna, € non discrimina la
localizzazione splenica delle lesioni dalle altre.

Diversi studi hanno evidenziato un’incidenza piu elevata nei soggetti sterilizzati e castrati,
soprattutto nei soggetti di sesso femminile (Griintzig et al., 2016; Robinson et al., 2020)
ed in particolare in femmine sterilizzate tardivamente rispetto alle femmine sterilizzate in
eta precoce (Torres De La Riva et al., 2013): ¢ stata ipotizzata una possibile correlazione
tra lo stato riproduttivo e il coinvolgimento ormonale nella patogenesi della malattia, ma

ad oggi non ci sono sufficienti studi che possano confermare questa teoria.

1.2.2 EMANGIOSARCOMA NELLE ALTRE SPECIE DI INTERESSE
VETERINARIO

Nelle altre specie di interesse veterinario I’emangiosarcoma ¢ poco frequente, nel gatto
I’incidenza di questo tumore non supera il 2% di tutti i tumori (Smith, 2003; Griffin, Culp
and Rebhun, 2021). In questa specie, I’emangiosarcoma ¢ stato riscontrato a livello
viscerale, cutaneo/sottocutaneo, orale e congiuntivale: le forme viscerali e sottocutanee
sono risultate maggiormente aggressive rispetto alla localizzazione cutanea e sono
associate a una prognosi infausta (Johannes et al., 2007; WT et al., 2008). Nella specie
felina non sono state identificate predisposizioni di razza e di sesso, mentre 1’esposizione
ai raggi UV sembra essere un fattore di rischio per I’insorgenza della forma cutanea e
congiuntivale (Pirie and Dubielzig, 2006). Nel gatto, sono stati inoltre documentati casi
isolati di emangiosarcoma secondario a corpo estraneo (Tan, Singh and Sandman, 2013;
Corgozinho et al., 2018).

La rarita della neoplasia comporta una limitata conoscenza riguardo la presentazione

clinica, lo sviluppo della patologia, le opzioni terapeutiche e la prognosi in questa specie.

Sono stati segnalati casi di emangiosarcoma anche in altre specie, tra cui il topo, il cavallo
e 1 ruminanti, ma rappresentano eventi rari e, per alcune di esse, in letteratura si

riscontrano solamente alcuni case reports isolati.



1.3 PATOGENESI DELL’EMANGIOSARCOMA SPLENICO

L’ontogenesi dell’emangiosarcoma ¢ ancora oggi molto dibattuta: storicamente si
riteneva infatti che la cellula di origine di questa neoplasia risiedesse nella cellula
endoteliale vascolare matura. Tuttavia, studi piu recenti sembrano dimostrare che
I’emangiosarcoma canino derivi da cellule multipotenti che originano dal midollo osseo:
le cellule staminali ematopoietiche (Hematopoietic Stem Cells, HSC) (Lamerato-Kozicki
et al.,20006).

I tipi cellulari oggetto delle ipotesi ontogenetiche derivano dal processo di
differenziazione delle cellule staminali ematopoietiche (HSCs): le cellule precursori delle
cellule endoteliali (Endothelial Progenitor Cells, EPCs) e le cellule endoteliali mature
(Endothelial Cells, ECs).

La differenziazione delle cellule del mesoderma in angioblasti e successivamente la loro
differenziazione endoteliale ¢ stato per molto tempo considerato un meccanismo
esclusivo della vita embrionale. Questo concetto venne ribaltato quando Asahara et al.
(1997) pubblicarono un lavoro condotto sull’'uomo in cui ipotizzavano che nel sangue
periferico circolassero cellule in grado di differenziarsi in cellule endoteliali mature
(ECs): isolarono dal sangue periferico delle cellule circolanti che esprimevano 1’antigene
CD34. 11 CD34 ¢ normalmente espresso da tutte le cellule staminali ematopoietiche nel
midollo osseo, ma la sua espressione viene persa dopo il processo di differenziazione.
Dimostrarono che le cellule isolate CD34+ erano in grado di differenziarsi in vitro in un
fenotipo endoteliale: tali cellule sono state identificate come EPCs (Endothelial
Progenitor Cells) (Lee and Poay, 2014).

Le cellule precursori delle cellule endoteliali (EPCs) sono cellule immature che derivano
dalle cellule staminali ematopoietiche (HSC) e risiedono principalmente nel midollo
osseo. Queste cellule possiedono la capacita di migrare dal midollo osseo alla circolazione
e differenziarsi in cellule endoteliali mature, e sono responsabili del meccanismo
angiogenetico fisiologico e patologico (Figura 5): i precursori endoteliali possono
circolare nel sangue periferico e contribuiscono, insieme ad altri tipi cellulari, alla

neovascolarizzazione degli organi ischemici, delle ferite cutanee e dei tumori.
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Figura 5. Origine e differenziazione delle EPCs; tratta da (Rak,
2013)

La mobilizzazione delle EPCs dal midollo osseo, illustrato in Figura 6, ¢ un processo
complesso, regolato da diversi enzimi, fattori di crescita e recettori cellulari, tra cui le
metalloproteinasi-9, il Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) e il ligando di KIT
(Stem cell factor). 11 VEGF, legandosi al suo recettore Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor (VEGFR), attiva le metalloproteinasi-9 ¢ media una cascata di
differenziazione cellulare dallo stadio di emangioblasto ad angioblasto, fino allo stadio di

precursore delle cellule endoteliali precoce (early EPCs) ed infine, tardivo (late EPCs).
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Figura 6. Mobilizzazione, rilascio e differenziazione delle EPCs; tratta
da (Hristov and Weber, 2004)



Le EPC possiedono la capacita, propria delle cellule staminali, di autorinnovamento e di
differenziazione in cellule endoteliali mature, per cui le EPC dovrebbero esprimere
marcatori cellulari caratteristici sia delle cellule staminali sia delle cellule endoteliali
mature. Tale ipotesi ¢ stata confermata da diversi studi che hanno evidenziato
I’espressione sia di marcatori delle cellule ematopoietiche staminali sia di marcatori di
differenziazione endoteliale, tra cui CD31, CD133, VEGFR-2, CD34 ¢ kit (Hristov and
Weber, 2004; Schatteman and Awad, 2004; Chen et al., 2020).
Le cellule endoteliali mature formano 1’endotelio, che riveste la parete interna dei vasi
sanguigni, dei vasi linfatici e del cuore (endocardio). Normalmente sono cellule
quiescenti, ma si attivano in caso di ipossia, flogosi o ferite rilasciando, tra gli altri, fattori
angiogenici. Le cellule endoteliali esprimono sulla loro superficie dei marcatori
endoteliali specifici, che comprendono:

o Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1 o CD31)

e von Willebrand factor (vVWF)

e VEGFR

e (D105 o endoglina: recettore per il Transforming Growth Factor- 3 (TGF-B)

e (D146 o MCAM: molecola di adesione

e integrina avfB3: molecola coinvolta nell’angiogenesi dei tumori
A oggi non ¢ ancora chiaro come e in quale momento le EPCs circolanti si differenzino
in cellule endoteliali mature e ben differenziate in vivo; dato che le cellule endoteliali
mature sono negative per il CD133, una possibilita potrebbe essere la perdita del CD133
e la concomitante o successiva espressione di vVWF insieme ad altri marcatori endoteliali
specifici (Hristov and Weber, 2004).
Per definire 1’ontogenesi dell’emangiosarcoma diversi studi hanno approfondito le
caratteristiche dell’espressione antigenica di superficie delle cellule tumorali. Per testare
I’ipotesi che questo tumore derivi dai precursori delle cellule endoteliali ¢ stata indagata
I’espressione dei marcatori cellulari caratteristici di queste cellule, per distinguerle dalle
cellule endoteliali differenziate.
Studi effettuati su linee cellulari, derivanti da tessuti affetti da emangiosarcoma, hanno
evidenziato 1’espressione di marcatori endoteliali (CD31, CD105, CD146, integrina avp3
e VWF), marcatori ematopoietici (c-kit, CD34, CD133, CD45) e marcatori della linea

mieloide (CD115 e CD14) con risultati variabili: la variabilita di espressione dei



marcatori tra le linee cellulari, secondo gli autori, potrebbe essere dovuta al diverso grado
di differenziazione delle cellule tumorali (Fosmire et al., 2004; Lamerato-Kozicki et al.,
2006; Gorden et al., 2014)

Un recente studio condotto su campioni tissutali di emangiosarcoma splenico canino ha
cercato di caratterizzare i marcatori di questo tumore: in questo studio ¢ stata valutata
I’immunoreattivita e ’espressione dell’mRNA dei marcatori delle cellule staminali
emopoietiche (CD133, CD117, CD45 e CD34), dei marcatori delle cellule endoteliali
(VEGFR-2, CD31 e vWF) e del CD14, un marcatore delle cellule della linea mieloide.
Gli autori hanno dimostrato che la maggior parte delle cellule esprimeva CD34, CD31,
VEGFR-2, VII, CD14 e p53, con un numero minore di cellule immunoreattive a CD117
e CD133, suggerendo che I’emangiosarcoma possa derivare dalle HSCs o dalle EPCs
(Kakiuchi-Kiyota ef al., 2020) piuttosto che dalle cellule endoteliali mature.

Nonostante numerosi Autori si siano cimentati nella ricerca e nella comprensione
dell’ontogenesi dell’emangiosarcoma, il quesito rimane ancora aperto: le ipotesi
suggerite, ad oggi, non sono ancora state confermate con certezza e saranno necessari in
futuro ulteriori approfondimenti per riuscire a chiarire I’origine di questo tumore.

Da un punto di vista immunofenotipico I’emangiosarcoma canino esprime molti degli
stessi marcatori dell’angiosarcoma umano (Gustafson et al., 2019), una neoplasia
istologicamente molto simile. L’angiosarcoma ¢ una neoplasia molto rara che rappresenta
circa lo 0,01% delle neoplasie dell’'uvomo (Antonescu, 2014), ma estremamente
aggressiva e associata a una prognosi infausta. A differenza del cane, I’angiosarcoma
dell’uomo si manifesta maggiormente in forma cutanea a livello del collo e della testa
(Gustafson et al., 2019). La patogenesi dell’angiosarcoma ¢ ancora oggetto di studio ma,
come I’emangiosarcoma del cane, la neoplasia sembra originare dalle cellule staminali
ematopoietiche derivanti dal midollo osseo (Liu ef al., 2013).

La rarita di questa neoplasia nell’'uomo ne limita 1 dati e gli studi: per questo motivo il
cane, nel quale la neoplasia spontanea ¢ molto piu frequente, viene utilizzato come
modello per lo studio dell’eziopatogenesi e la terapia dell’angiosarcoma umano.

Alcuni studi di genomica hanno evidenziato 1’inattivazione dell’oncosoppressore PTEN
(Phosphatase and tensin homolog) in piu del 50% dei campioni di HSA canino (Dickerson
et al., 2005); altri studi hanno dimostrato che proteine che regolano 1’apoptosi e 1 fattori

di regolazione del ciclo cellulare, quali pRb, ciclina D1, BCL2 e survivina, sono

10



sovraespresse nell’HSA se confrontate con emangiomi o tessuti sani (Yonemaru et al.,
2007; Murakami et al., 2008).

Recenti studi di associazione genome-wide hanno identificato la presenza di diversi
sottotipi molecolari di HSA, tuttavia il significato clinico di questo risultato deve ancora
essere chiarito (Tamburini ef al., 2010; Gorden et al., 2014).

La spiccata predisposizione di razza indica un possibile contributo di fattori genetici
ereditabili nella genesi della neoplasia: attraverso studi di associazione genomica condotti
negli Stati Uniti, ¢ stato dimostrato che circa il 20% del rischio di sviluppare linfoma a
cellule B ed emangiosarcoma nei Golden Retriever ¢ da attribuire a due loci localizzati

nel cromosoma 5, condivisi da entrambi i tumori (Tonomura et al., 2015).

1.4 ASPETTI CLINICI

L’emangiosarcoma viscerale ¢ un tumore subdolo, in quanto il soggetto manifesta una
sintomatologia conclamata e specifica quando la neoplasia si trova gia in uno stadio
avanzato, rendendo difficile una diagnosi tempestiva e precoce.

I segni clinici associati all’emangiosarcoma splenico possono essere inizialmente vaghi
ed aspecifici o, piu spesso, possono essere talmente acuti e gravi da portare alla morte
dell’animale. La maggior parte dei pazienti affetti da emangiosarcoma splenico, infatti,
si presenta a visita con sintomatologia acuta e d’emergenza in seguito a rottura del tumore
con conseguente emorragia ed emoperitoneo. I segni clinici sono associati all’ipovolemia
causata dall’emorragia ed includono letargia, debolezza e collasso, altri segni clinici
comuni includono perdita di peso, anoressia, distensione addominale, vomito e dispnea.
Durante la visita clinica si possono rilevare segni di anemia ed ipovolemia: pallore delle
mucose, aumentato tempo di riempimento capillare (TRC > 2 sec), tachicardia e polso
debole. Alla palpazione ¢ possibile rilevare la massa addominale o la presenza di fluido
all’interno dell’addome, riferibile ad emoperitoneo (Smith, 2003; Hammond and Pesillo-
Crosby, 2008).

In caso di metastasi con coinvolgimento cardiaco, i soggetti possono presentare
versamento emorragico pericardico secondario alla rottura del tumore manifestando segni
clinici di tamponamento cardiaco (Smith, 2003; Noszczyk-Nowak et al., 2013;

Yamamoto et al., 2013): toni cardiaci smorzati, polso paradosso, turgore delle vene
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giugulari, ascite secondaria ad insufficienza cardiaca destra fino ad arrivare al collasso

circolatorio (Boston, Higginson and Monteith, 2011).

1.5 ASPETTI MACROSCOPICI DELL’EMANGIOSARCOMA
SPLENICO

Macroscopicamente 1’emangiosarcoma splenico si presenta come masse singole o
multiple, di dimensioni variabili e di scarsa consistenza sulla superficie della milza. Tali
masse sono costituite da tessuto dall’aspetto spugnoso, cistico, infarcito di sangue o da
tessuto solido con estese aree di necrosi ed emorragia. Macroscopicamente le lesioni sono
molto simili alle lesioni date dagli ematomi e dagli emangiomi splenici, i quali andrebbero
sempre inseriti in diagnosi differenziale; I’unico rilievo macroscopico che puo indirizzare
verso la diagnosi di emangiosarcoma splenico ¢ dato dalla presenza di lesioni
metastatiche negli organi vicini, quali omento, mesentere ¢ fegato oltre ad altri organi

viscerali come ad esempio il polmone.

1.6 ASPETTI MICROSCOPICI DELL’EMANGIOSARCOMA
SPLENICO

1.6.1 CITOPATOLOGIA

La contaminazione ematica ¢ spesso abbondante, tanto da rappresentare uno dei limiti
diagnostici dell’esame citologico; la cellularita ¢ molto variabile e la morfologia delle
cellule neoplastiche ¢ piuttosto eterogenea. Le cellule tumorali si presentano
generalmente come una popolazione di cellule pleomorfe che esfoliano singolarmente o,
piu spesso, in aggregati: sono cellule di grandi dimensioni, di forme fusata, stellata, ovale
e rotondeggiante con margini non sempre distinti. Il citoplasma si presenta da moderato
ad abbondante, basofilo e generalmente finemente vacuolizzato (Bertazzolo et al., 2005;
Albanese, 2017).

Il nucleo ¢ singolo, da rotondeggiante ad ovale, talvolta indentato, con cromatina
grossolana e basso rapporto nucleo/citoplasma; i nucleoli sono prominenti € possono
essere singoli o multipli (Bertazzolo et al., 2005). Anisocitosi e anisocariosi sono variabili
ma generalmente presenti e molto marcati; occasionalmente si possono trovare cellule

multinucleate (Linder, 2017). Questa neoplasia presenta spesso un’elevata attivita
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mitotica: secondo Gamlem et. al (2008) I’indice mitotico dell’emangiosarcoma supera le
5 figure mitotiche in 10 HPF nel 92% dei casi.

E stato riportato che le cellule neoplastiche possono presentarsi come grandi cellule di
forma poligonale con rapporto nucleo/citoplasma elevato, ridotto contenuto di cromatina
e citoplasma vacuolizzato: tali cellule sono state descritte come cellule “epitelioidi”
(Goritz et al., 2013).

Inoltre, in forme di emangiosarcoma a basso grado, sono state identificate cellule
neoplastiche di piccole dimensioni monomorfe di forma fusata con rapporto
nucleo/citoplasma elevato, nucleo da rotondeggiante ad ovale, cromatina granulare e
nucleoli non evidenti (Bertazzolo et al., 2005)

Eritrofagocitosi e depositi di emosiderina nei macrofagi sono frequenti; € spesso presente
ematopoiesi extramidollare sia nelle masse neoplastiche spleniche sia nei siti di metastasi,
associata a presenza di megacariociti, precursori eritroidi e, meno frequentemente,

precursori mieloidi (Bertazzolo et al., 2005).

1.6.2 ISTOPATOLOGIA

L’emangiosarcoma ¢ un sarcoma dei tessuti molli storicamente classificato come un
tumore vascolare, che puo originare da qualsiasi tessuto o organo che presenta strutture
vascolari. Data la propria natura, le cellule neoplastiche tendono a disporsi delineando

degli spazi vascolari irregolari, ripieni di sangue.

Istologicamente si possono distinguere diversi pattern di crescita del tumore splenico, 1
quali il piu delle volte coesistono all’interno della stessa massa tumorale (Bertazzolo et
al., 2005; Sabattini and Bettini, 2009; Géritz et al., 2013):
e pattern capillare in cui le cellule si dispongono a formare piccoli canali vascolari
aberranti e irregolari
e pattern cavernoso in cui le cellule delimitano ampie lacune vascolari
e pattern solido in cui le cellule si dispongono “a tappeto” a formare una struttura
compatta
e pattern epitelioide: I’emangiosarcoma epitelioide ¢ stato descritto in cane, cavallo
e bovino in campioni prelevati da sottocute, muscolo scheletrico e polmoni
(Machida et al., 1998; Warren and Summers, 2007), ma ¢ stato riscontrato anche

nei campioni di HSA splenico nello studio di Goritz et al. (2013). La disposizione
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delle cellule ¢ variabile: si possono riconoscere strutture vascolari (capillari o

cavernose), tubulari ramificate, simil-ghiandolari fino a strutture solide (Warren

and Summers, 2007).

Istologicamente si  possono
dell’emangiosarcoma:

riconoscere

diversi gradi di differenziazione

HSA ben differenziato: le cellule neoplastiche presentano caratteristiche simili

alle cellule del tessuto d’origine, sono di forma fusata e rivestono trabecole

connettivali a formare numerosi canali e lacune vascolari irregolari

HSA moderatamente differenziato

HSA scarsamente differenziato: le cellule neoplastiche si discostano molto dalle

cellule del tessuto d’origine e perdono la caratteristica disposizione, proliferando

in un pattern solido in cui raramente si evidenziano strutture vascolari

Emorragie, spesso associate a formazione di trombi, infiltrazioni linfoidi, aree di necrosi

e di ematopoiesi extramidollare si osservano frequentemente durante I’esame istologico

e rappresentano elementi che possono complicare le valutazioni del patologo (Bertazzolo

et al., 2005).

1.7 TECNICHE DIAGNOSTICHE E STADIAZIONE CLINICA

I primi strumenti che consentono di orientarsi verso una diagnosi di HSA splenico

comprendono: I’anamnesi e il segnalamento, volti ad indagare gli eventuali fattori di

rischio descritti precedentemente, 1 segni clinici € I’esame fisico. Questo primo step

permette di stilare una lista delle possibili diagnosi differenziali (elencate in Tabella 1)

in base alla quale verra scelto I’iter diagnostico da seguire che permettera di giungere a

diagnosi certa di HSA splenico.

Disordini non neoplastici

Disordini neoplastici

Noduli iperplastici
Ematoma

Stati/congestione vascolare
Trombosi/infarto

Torsione

Rottura traumatica

Ascesso

Ematopoiesi extramidollare
Infiammazione/necrosi

Benigni

Fibroma
Emangioma
Lipoma/microlipoma
Maligni
Emangiosarcoma
Fibrosarcoma
Leiomiosarcoma
Linfosarcoma
Mixosarcoma
Osteosarcoma
Liposarcoma
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Rabdomiosarcoma

Condrosarcoma

Mesenchimoma

Sarcoma indifferenziato/ anaplastico
Istiocitosi/

noduli fibroistiocitici

Mastocitoma

Metastasi

Tabella 1. Diagnosi differenziali di splenomegalia/noduli splenici nel cane; modificato

da Smith, 2003.

1.7.1 DIAGNOSI

L’iter diagnostico generalmente comprende esame emocromocitometrico, profilo
biochimico, profilo coagulativo, ecografia addominale, esame citologico ed

istopatologico.

Esami di laboratorio

Il reperto ematologico pit comune nei soggetti con HSA splenico ¢ I’anemia (rigenerativa
0 non rigenerativa) caratterizzata da policromasia, reticolocitosi, schistociti, acantociti e
globuli rossi nucleati; tuttavia, ¢ importante sottolineare come non vi siano differenze tra
le alterazioni morfologiche eritrocitarie rilevate in soggetti con emoperitoneo secondario
a HSA e in soggetti con emoperitoneo non associato a HSA (Wong ef al., 2015).

La trombocitopenia ¢ piuttosto comune: uno studio riporta trombocitopenia fino al 75%
dei casi (Hammer et al., 1991). La presenza di leucocitosi neutrofilica ¢ comune € puo
essere secondaria a sindrome paraneoplastica o a necrosi tumorale (Mullin and Clifford,
2020).

Le alterazioni del profilo biochimico sono generalmente aspecifiche, ma possono
riflettere il coinvolgimento di altri organi.

L’analisi del profilo coagulativo generalmente presenta alterazioni sei seguenti parametri:
tempo di protrombina (PT), tempo di tromboplastina parziale (PTT), prodotti di
degradazione della fibrina (FDP), fibrinogeno, d-dimeri. Tali alterazioni sono compatibili
con la coagulazione intravasale disseminata (CID), rilevata in circa il 50% dei soggetti
con HSA splenico (Maruyama et al., 2004; Childress, 2012). Secondo lo studio di
Hammer et al. 1991, il 25% dei cani va incontro a morte per i problemi legati all’emostasi

e solo il 12% dei cani presenta emolisi microangiopatica senza alcuna evidenza di CID.
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Eventuali versamenti dovrebbero essere campionati ed analizzati in caso di sospetto HSA:
si presentano come effusioni emorragiche non coagulate (Griffin, Culp and Rebhun,

2021).
Esame radiografico

L’esame radiografico consente di rilevare la presenza di masse, metastasi e la presenza di
versamenti: 1’HSA splenico radiograficamente si pud presentare come una
neoformazione di dimensioni variabili localizzata a livello della milza, associata a
splenomegalia. In caso di versamento addominale di moderata entita ¢ possibile rilevare
I’accumulo di liquido radiopaco nelle aree declivi del corpo del paziente; tuttavia, in caso
di versamento addominale importante, la radiografia dell’addome non ¢ diagnostica, a

causa della radiopacita diffusa del versamento.
Esame ecografico

All’esame ecografico addominale si rilevano nella milza lesioni focali o multifocali a
contorni regolari, con margini ben definiti (non capsulate) di aspetto eterogeneo, che
variano da lesioni ipoecogene a lesioni a bersaglio, a lesioni con ecogenicita mista con
aree cavitarie (Wrigley et al., 1988); associate a queste lesioni, si evidenziano aree
anaecogene con un rinforzo di parete che caratterizzano la presenza di un ematoma
recente, oppure aree iperecogene, seguite da vuoto acustico, riferibili a processi di fibrosi
o mineralizzazione; tali lesioni sono spesso accompagnate da versamento peritoneale, che
si presenta come una raccolta addominale anaecogena, riferibile ad emoperitoneo

conseguente a rottura di una o piu masse spleniche (Mai & Bégon 2003).

Esame citologico

L’esame citologico tramite agoaspirazione ecoguidata (Fine-needle aspiration) ¢ una
tecnica diagnostica considerata scarsamente diagnostica in caso di sospetto HSA splenico
a causa dell’abbondante contaminazione ematica dei campioni (Bertazzolo ef al., 2005;
Cagle et al., 2014). Anche la citologia dei versamenti associati a HSA ¢ raramente
diagnostica: nonostante possano essere presenti alcune cellule neoplastiche esfoliate,
sono spesso diluite con il sangue periferico (Mullin and Clifford, 2020). Inoltre, quando

si esegue tale procedura diagnostica deve essere sempre preso in considerazione il rischio
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di rottura della milza e/o di sanguinamento del tumore, e conseguente disseminazione
metastatica intracavitaria (Smith, 2003); per lo stesso motivo la biopsia con tru-cut ¢

controindicata.
Esame istopatologico

L’esame istopatologico ¢ considerato 1’unica metodica diagnostica in grado di fare
diagnosi certa di questa neoplasia. In caso di sospetto emangiosarcoma in sede splenica,
la rimozione chirurgica dell’intero organo permette una maggior accuratezza dell’esame
istopatologico, poiché la presenza concomitante di ematomi pud portare a diagnosi
incorretta in assenza di un campione rappresentativo (Smith, 2003; Herman et al., 2019);
Herman et al. consigliano, previa splenectomia, un minimo di 5 sezioni tissutali per
escludere HSA. L’analisi istologica permette di evidenziare la disposizione strutturale
delle cellule neoplastiche endoteliali, le quali si organizzano a formare strutture vascolari
irregolari. L’ immunoistochimica puo essere utile per dimostrare 1’origine endoteliale del
tumore ed escludere altri sarcomi, in particolar modo quando all’esame istologico si
osserva un tumore scarsamente differenziato, caratterizzato da cellule anaplastiche che
rendono ardua I’elaborazione della diagnosi.

A differenza di altri sarcomi, nell’emangiosarcoma il sistema di grading istologico non ¢
stato validato (Avallone ef al., 2021): in letteratura sono presenti studi limitati in cui
parametri come il pleomorfismo cellulare, la presenza di necrosi, la conta mitotica in 10
HPF e il grado di differenziazione del tumore sono stati indagati come possibili indicatori
prognostici (Ogilvie et al., 1996; Moore, Rassnick and Frimberger, 2017). Tuttavia,
questa teoria non ¢ stata validata da altri Autori in letteratura per cui, data la mancanza di

evidenze sufficienti, il sistema di grading non viene applicato per questo tumore.

1.7.2 STADIAZIONE

Una volta confermata la diagnosi di emangiosarcoma splenico si procede con la
stadiazione clinica della neoplasia, utilizzando il sistema di stadiazione clinica modificato
della World Health Organization illustrato in Tabella 2. Oltre agli esami diagnostici visti
precedentemente, per la stadiazione della patologia vengono affiancati altri test

diagnostici: radiografie del torace per la ricerca di metastasi polmonari, ecocardiografia
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per la ricerca di effusioni o metastasi cardiache e tecniche di diagnostica per immagini
avanzate (TC e RM). L’emangiosarcoma splenico puo essere classificato in tre stadi, in
base all’estensione del tumore.

T: TUMORE PRIMARIO
TO — nessuna evidenza di tumore
T1 — tumore confinato alla milza
T2 — tumore confinato alla milza ma rotto
T3 — tumore invadente le strutture adiacenti
N: LINFONODI REGIONALI
NO: nessun coinvolgimento linfonodale
NI1: coinvolgimento linfonodale regionale
N2: coinvolgimento linfonodale a distanza
M: METASTASI
MO: nessuna evidenza di metastasi
M1: metastasi a distanza
STADI
Stadio I - TO o T1, NO, MO
Stadio I - T1 o T2, NO o N1, MO
Stadio III — T20 T3, N1 o N2, M1
Tabella 2. Sistema di stadiazione clinica dell’emangiosarcoma splenico, secondo lo
schema modificato della World Health Organization.

La stadiazione del tumore € uno step di fondamentale importanza, in quanto consente di
comprendere 1’invasivita della neoplasia e permette al clinico di impostare I’intervento

terapeutico piu indicato e stabilire una prognosi.

1.8 TERAPIA

Ad oggi, il miglior approccio terapeutico per I’emangiosarcoma splenico € rappresentato
dalla chirurgia associata a chemioterapia. La chirurgia prevede la rimozione in toto
dell’organo (splenectomia) con successivo esame istopatologico per confermare la
diagnosi; nonostante la chirurgia rappresenti il gold standard per la terapia
dell’emangiosarcoma splenico, la prognosi con la sola splenectomia rimane infausta con
un tempo di sopravvivenza mediano (MST) da 19 a 86 giorni (Johnson et al., 1989;
Ogilvie et al., 1996).

Dato I’elevato potere metastatico dell’HSA, il trattamento chemioterapico adiuvante ¢
sempre indicato e si ¢ rivelato utile nell’aumentare il MST dei soggetti. La letteratura

suggerisce la doxorubicina (DOX o adriamicina) come il chemioterapico piu efficace

18



contro I’emangiosarcoma (Mullin and Clifford, 2020). I protocolli terapeutici prevedono
la somministrazione di doxorubicina da sola o in associazione con altri farmaci: DOX e
ciclofosfamide (protocollo AC), decarbazina-DOX-vincristina (protocollo DAV), DOX-
vincristina-ciclofosfamide (protocollo VAC), DOX e decarbazina. Il tempo di
sopravvivenza mediano con la chemioterapia aumenta fino a circa 5-7 mesi, con una
minima percentuale di soggetti che raggiunge i 12 mesi (Mullin and Clifford, 2020). Uno
studio, che ha valutato 1’associazione di doxorubicina e decarbazina, ha riportato un MST
>550 giorni (Finotello et al., 2017), ottenendo un risultato migliore, in termini di MST,
rispetto ad altri protocolli studiati in letteratura.

L’uso della chemioterapia metronomica, una recente strategia terapeutica che consiste
nella somministrazione di chemioterapici a basso dosaggio per via orale, ¢ stato valutato
da diversi Autori e confrontato con i tradizionali protocolli chemioterapici in relazione al
MST dei soggetti trattati affetti da HSA. Sebbene alcuni Autori abbiano rilevato un MST
maggiore con il trattamento metronomico (Lana et al., 2007; Finotello et al., 2016), altri
non hanno dimostrato differenze significative del MST tra i due trattamenti (Alexander
et al., 2019; Treggiari et al., 2020). Tali risultati discordanti rendono necessarie ulteriori
ricerche future per poter chiarire il ruolo di questa terapia come potenziale alternativa ai
protocolli chemioterapici convenzionali.

I1 trattamento radioterapico, data la localizzazione viscerale del tumore e la sua elevata
capacita metastatica, non viene utilizzato nella forma splenica di HSA (Mullin and
Clifford, 2020). Per quanto riguarda I’immunoterapia, non ci sono sufficienti studi in

letteratura che ne possano, ad oggi, definire il ruolo nel trattamento dell’HSA canino.

1.9 PROGNOSI E FATTORI PROGNOSTICI

Data I’estrema aggressivita della neoplasia, che conduce inevitabilmente ad una prognosi
infausta, da anni la Ricerca ha cercato di individuare quali fattori potessero avere un
valore prognostico. E stato osservato che la tempestivita nel formulare una diagnosi e nel
prescrivere il trattamento potrebbe essere un ausilio nel migliorare 1’aspettativa di vita del
soggetto: ¢ stato notato che nei soggetti con rilievi accidentali di massa o nodulo splenico
non associati ad emoperitoneo, il tempo mediano di sopravvivenza post splenectomia era
piu elevato rispetto ai soggetti con segni clinici associati (Cleveland and Casale, 2016).

La presenza di rottura splenica associata ad emoperitoneo ¢ stata ipotizzata come
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indicatore prognostico negativo nei cani con emangiosarcoma splenico (Prymak et al.,
1988; Cleveland and Casale, 2016).

Lo stadio clinico al momento della diagnosi ¢ stato indagato da diversi Autori come
possibile fattore prognostico. In diversi studi lo stadio clinico ¢ risultato
significativamente correlato al tempo medio di sopravvivenza nei soggetti con
emangiosarcoma splenico: i soggetti con stadio clinico I sono risultati avere una prognosi
migliore rispetto ai soggetti con stadio II e III (Sorenmo et al., 2004; Kim et al., 2007,
Wendelburg et al., 2015; Batschinski et al., 2018). Lo studio condotto da Kim et al.
(2007), invece, non ha rilevato differenze statisticamente significative del MST in
relazione allo stadio clinico dei soggetti.

La scelta del trattamento terapeutico assume un ruolo importante nella gestione della
neoplasia e ha valenza prognostica. Con la sola splenectomia il tempo di sopravvivenza
mediano post-intervento varia da 19 a 86 giorni (Griffin, Culp and Rebhun, 2021);
associando alla splenectomia un trattamento chemioterapico si possono raggiungere un
MST di 5-6 mesi (Mullin and Clifford, 2020). Tuttavia, la prognosi per i soggetti affetti
da emangiosarcoma splenico ¢ da considerarsi infausta: un MST > 12 mesi non ¢ comune
(Wood et al., 1998; Batschinski ef al., 2018).

Come descritto precedentemente, il sistema di grading istologico non ¢ stato validato per
I’emangiosarcoma splenico, dato il suo dubbio valore prognostico. Tuttavia, alcuni Autori
hanno suggerito come parametro con potenziale ruolo prognostico la valutazione della
conta mitotica. Tali studi hanno evidenziato una correlazione negativa tra la conta
mitotica ed il tempo mediano di sopravvivenza dei soggetti: una conta mitotica alta era
associata ad un MST piu breve (Ogilvie et al., 1996; Kim et al., 2007; Moore, Rassnick
and Frimberger, 2017).

1.10 IMMUNOISTOCHIMICA NELL’EMANGIOSARCOMA
CANINO

L’immunoistochimica ad oggi rappresenta uno strumento analitico e clinico ampiamente
utilizzato nei laboratori e ha nettamente rivoluzionato il campo della patologia clinica.
Come ne indica il nome, questa tecnica ¢ fondata dall’insieme di tre discipline

scientifiche: immunologia, istologia e chimica (Ramos-Vara, 2005). Il principio

20



dell’immunoistochimica si basa sull’interazione antigene-anticorpo: ¢ una procedura di
colorazione utilizzata per identificare antigeni in sezioni istologiche di tessuti, tramite
I’utilizzo di anticorpi specifici. La colorazione immunoistochimica permette di rendere

visibile al microscopio ottico il sito di legame tra I’antigene e 1’anticorpo.
METODO DIRETTO

I metodo di rivelazione diretto dell’antigene tissutale consiste nell’utilizzo di un
anticorpo primario specifico, il quale viene coniugato con un marcatore: questo pud
essere un fluorocromo (fluorescina, rodamina), enzimi (perossidasi, fosfatasi alcalina),
I’oro colloidale o la biotina (Ramos-Vara, 2005). In presenza di uno specifico substrato e
di un cromogeno tali sostanze producono un precipitato colorato nel sito dell’interazione
antigene-anticorpo (Ramos-Vara, 2005), rendendo visibile 1’antigene localizzato al

microscopio ottico.
METODO INDIRETTO

Il metodo di rivelazione indiretta dell’antigene tissutale consiste dell’utilizzo
dell’anticorpo primario, come nel metodo diretto, e di un anticorpo secondario. La
differenza tra 1 due anticorpi sta nella coniugazione: solo 1’anticorpo secondario viene
coniugato con le sostanze viste precedentemente (Figura 8). Rappresenta il metodo piu
complesso e che richiede piu tempo, ma risulta piu sensibile rispetto al metodo diretto.
L’antigene tissutale interagisce con 1’anticorpo primario non coniugato il quale, a sua
volta, viene riconosciuto come “antigene” dall’anticorpo secondario coniugato. In questo
modo diverse molecole di anticorpo secondario coniugato possono legarsi ad una singola
molecola di anticorpo primario: tale effetto viene chiamato “segnale di amplificazione”

ed esita in una maggior intensita della reazione (Koch, 2017).

Cosi come in Medicina Umana, anche nella Medicina Veterinaria I’immunoistochimica
¢ diventata un prezioso strumento nell’ambito dell’oncologia: questa tecnica di
laboratorio permette di identificare molecole dotate di significato diagnostico,
prognostico e terapeutico, 1 marcatori tumorali.

Diversi studi condotti sull’emangiosarcoma del cane si sono focalizzati sulla ricerca di

tali marcatori e sull’analisi della loro utilita.
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1.10.1 MARCATORI DIAGNOSTICI

von Willebrand factor (vVWF)

I vWF ¢ una glicoproteina sintetizzata dalle cellule endoteliali e dai megacariociti
coinvolta nel processo di coaugulazione e di adesione piastrinica (Slot et al., 1978;
Jeanneau and Sultan, 1982).

Diversi studi condotti negli anni ’80, citati da von Beust et al. (1988), hanno dimostrato
che il vWF, allora denominato Factor VIill-related antigen (F VIII RAg), rappresenta un
marcatore delle cellule endoteliali non solo nei tessuti sani, ma anche nelle neoplasie di
origine endoteliale dell’uomo. Nel 1988 von Beust e colleghi hanno indagato
I’espressione immunoistochimica di questa molecola nel cane in neoplasie mesenchimali:
il 100% degli emangiomi, 1’89% degli emangiosarcomi e lo 0% delle altre neoplasie
mesenchimali sono risultati positivi alla colorazione immunoistochimica. La percentuale
piu bassa di positivita negli emangiosarcomi si rilevava nei tumori scarsamente
differenziati. Con questo studio gli Autori hanno ipotizzato che 1’espressione
immunoistochimica del vWF sia utile per confermare la diagnosi di emangiosarcoma e
per discriminare le neoplasie di origine epiteliale dagli altri tumori mesenchimali di
origine non-epiteliale. Tuttavia, gli emangiosarcomi scarsamente differenziati
rappresentano un problema diagnostico che deve essere preso in considerazione
nell’indagine immunoistochimica del vWF.

Successivi studi hanno continuato ad indagare 1’espressione immunoistochimica del
vWEF, con risultati variabili (Ferrer et al., 1995; Gamlem and Nordstoga, 2008; Sabattini
and Bettini, 2009; Goritz et al., 2013; Maharani et al., 2018): rispetto all’emangioma,
I’espressione di vWF nelle cellule dell’emangiosarcoma ¢ risultata disomogenea, con
intensita molto variabile (da assente fino a marcata). Gli Autori concordano sul
considerare con cautela il vVWF come marcatore diagnostico, specialmente nel caso di
tumori scarsamente differenziati o in presenza di cellule neoplastiche con marcati segni
di atipia. Goritz et al. (2013) suggeriscono di sfruttare I’immunoistochimica a supporto
della diagnosi di HSA ricercando vari marcatori endoteliali (VWF, CD31 e fattori

angiogenetici).
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Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1 o CD31)

I CD31 ¢ una glicoproteina transmembrana espressa principalmente nelle cellule
endoteliali, ma anche in piastrine, monociti, neutrofili, megacariociti, plasmacellule,
macrofagi e alcuni linfociti (Ramos-Vara, Miller and Dusold, 2018). E coinvolto nel
meccanismo di attivazione piastrinica e permette 1’adesione delle piastrine alle cellule
endoteliali (Parums et al., 1990). La sua espressione, nell’'uomo, ¢ stata dimostrata non
solo nelle cellule endoteliali sane, ma anche nelle cellule endoteliali neoplastiche (Parums
et al., 1990). Nel 1995, Ferrer et al. hanno indagato 1’espressione immunoistochimica del
CD31 nel cane, su tessuti con neoplasia mesenchimale: le cellule endoteliali di tutti gli
emangiomi ed emangiosarcomi hanno mostrato una positivitd marcata, mentre i tumori
non vascolari sono risultati eterogeneamente negativi. Nello stesso studio ¢ stata valutata
e messa a confronto 1’espressione di vWF: il CD31 ¢ risultato un marcatore diagnostico
piu specifico di emangiosarcoma, in quanto anche le cellule endoteliali in HSA

scarsamente differenziati mostravano positivita immunoistochimica.

Lo studio di Gamlem et al. (2008) conferma quando dimostrato da Ferrer e colleghi,
definendo il CD31 come “un eccellente marcatore di differenziazione endoteliale nei
tumori vascolari del cane, particolarmente utile negli emangiosarcomi scarsamente

differenziati” (Gamlem and Nordstoga, 2008).

Nel 2018 ¢ stato condotto uno studio sull’HSA del cane con I’obiettivo di ricercare una
correlazione tra atipia cellulare ed espressione immunoistochimica dei marcatori vWF e
CD31: all’aumentare del grado di atipia cellulare, D’intensita dell’espressione
immunoistochimica dei due marcatori diminuiva, dimostrando una correlazione negativa
tra 1 due fattori (Maharani ef al., 2018).

vWF e CD3l1 risultano quindi degli ottimi marcatori diagnostici in caso di cellule

neoplastiche ben differenziate, ma presentano dei limiti in caso di cellule indifferenziate.

1.10.2 MARCATORI PROGNOSTICI
VEGEF: Vascular Endothelial Growth Factor e VEGFR-2

I1 VEGF rappresenta il membro principale di una famiglia di citochine responsabili della
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regolazione dell’angiogenesi e della vasculogenesi (Nagy, Janice ADvorak and Dvorak,
2007; Rak, 2013). La famiglia del VEGF comprende:
1. VEGF-A
VEGF-B
VEGF-C
VEGF-D
VEGEF-E
VEGF-F
PIGF (Placental Growth Factor)

NS A WD

Il VEGF si lega a recettori tirosin-chinasici espressi dalle cellule endoteliali: VEGFR-1
(F1t-1), VEGFR-2 (Flk-1) e VEGFR-3 (Flt-4).

I1 VEGF-A ¢ il responsabile dell’angiogenesi tumorale (Folkman, 1995): durante lo
sviluppo dei tumori si assiste al cosiddetto “switch angiogenico” (Folkman, 2002; Rak,
2013) in cui le cellule tumorali acquisiscono la capacita di indurre una nuova
vascolarizzazione tumorale attraverso un aumento della produzione di fattori angiogenici
e la soppressione dei fattori inibitori dell’angiogenesi (Nagy, Janice ADvorak and
Dvorak, 2007; Stricker and Kumar, 2010; Rak, 2013).

Diversi studi hanno valutato I’espressione immunoistochimica di VEGF (e 1 suoi
recettori) in alcuni tumori dell’uomo, tra cui 1’angiosarcoma (Young et al., 2014), e del
cane (Restucci et al., 2004; Platt ef al., 2006): la sovraespressione di questi marcatori
sembra svolgere un ruolo chiave nella proliferazione delle cellule endoteliali vascolari e
neoplastiche, contribuendo alla crescita tumorale.

L’espressione immunoistochimica di questa molecola, e dei suoi recettori, ¢ stata indagata
per determinarne il coinvolgimento nei tumori di origine vascolare nel cane: ¢ stata
rilevata una significativa maggiore espressione di VEGF e recettori nelle forme maligne
(HSA), rispetto alle forme benigne (Yonemaru et al., 2006). La marcata espressione di
VEGEF e dei suoi recettori nelle cellule endoteliali neoplastiche ha portato gli Autori ad
ipotizzare un meccanismo di secrezione autocrina e/o paracrina di VEGF da parte delle
cellule endoteliali neoplastiche, come dimostrato da studi condotti su linee cellulari
derivate da HSA canino (Akhtar et al., 2004; Thamm et al., 2006). Tali risultati
suggeriscono un possibile coinvolgimento di VEGF e VEGFR-2 nella proliferazione

maligna del HSA (Yonemaru et al., 2006).

24



In contrasto con Yonemaru et al., Goritz e collaboratori (2013), nello studio condotto su
HSA nel cane, non sono riusciti a dimostrare una significativa differenza nell’espressione
immunoistochimica di VEGF-A e VEGFR-2 tra le cellule endoteliali neoplastiche e non-
neoplastiche.

Nel 2016, Adachi et al. hanno evidenziato una marcata espressione di VEGFR-2 nelle
cellule neoplastiche di tutti i campioni analizzati di HSA splenico, individuando in questa
proteina, un potenziale target terapeutico (Adachi, Hoshino, Izumi and Takagi, 2016).
Nello stesso anno, infatti, gli stessi Autori hanno studiato gli effetti degli inibitori del
VEGFR-2 nelle linee cellulari dell’HSA canino, dimostrando 1’inibizione della crescita e

I’induzione dell’apoptosi (Adachi, Hoshino, [zumi, Sakai, et al., 2016).

COX-2: Cyclooxygenase-2

Negli ultimi 20 anni la ricerca ha ampiamente studiato la correlazione tra inflammazione
e cancro, dimostrando il ruolo dell’infiammazione nel favorire la crescita e la
sopravvivenza tumorale (Hanahan and Weinberg, 2011).

Le cicloossigenasi sono degli enzimi deputati alla sintesi delle prostaglandine
proinfiammatorie, attraverso la conversione dell’acido arachidonico. COX esiste in
almeno due isoforme, diversamente espresse nei vari tessuti: COX-1 ¢ normalmente
espressa in vari tessuti, mentre COX-2 ¢ un enzima inducibile in corso di infiammazione
per azione di citochine e mediatori dell’infiammazione.

Diversi studi in Medicina Veterinaria hanno segnalato COX-2 come un valido marcatore
tumorale prognostico, dimostrandone la sovraespressione in varie neoplasie del cane, tra
cui mastocitoma (Gregorio et al., 2017), carcinoma mammario (Lavalle et al., 2009),
adenocarcinoma intestinale, vescicale (Knottenbelt ef al., 2006) e renale (Carvalho ef al.,
2017). 1 primo studio sull’espressione immunoistochimica di COX-2
nell’emangiosarcoma del cane risale al 2005: su 19 casi di HSA, la positivita ¢ stata dello
0% (Heller et al., 2005). Tuttavia, in contrasto con i risultati ottenuti da Heller et al., uno
studio piu recente ha dimostrato I’efficacia in vitro dell’inibitore COX-2 (mavacoxib) nel
sopprimere la proliferazione cellulare di HSA canino (Pang et al., 2014). Inoltre, nello
studio di Nobrega e collaboratori sull’emangiosarcoma cutaneo (2019) 1’80% dei casi ¢

risultato positivo (anche se moderato) all’espressione di COX-2.
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In letteratura vi sono informazioni limitate e contrastanti riguardanti 1’espressione di
COX-2 nell’emangiosarcoma: in futuro, sarebbe utile approfondire lo studio
sull’espressione di tale proteina e il suo possibile ruolo come marcatore prognostico e

terapeutico.
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2. SCOPO DELLO STUDIO

L’emangiosarcoma ¢ un tumore caratterizzato da una spiccata aggressivita, un’elevata
capacita metastatica e da una prognosi infausta: tali caratteristiche rappresentano dei punti
chiave della Ricerca che da anni viene portata avanti per cercare di comprendere il
comportamento biologico di questo tumore, ad oggi ancora dibattuto ¢ non totalmente
compreso. L’emangiosarcoma splenico canino rappresenta una sfida per il Medico
Veterinario, non solo per il clinico, ma soprattutto per il patologo: uno dei principali
aspetti problematici relativi a questo tumore ¢ la sua spiccata eterogeneita morfologica
che, non solo puo rappresentare un ostacolo diagnostico, ma esita spesso in valutazioni
discordanti fra i patologi. A differenza di altri sarcomi, infatti, il sistema di grading
istologico non ¢ stato validato per 1’emangiosarcoma dato il suo dubbio valore
prognostico. In letteratura sono presenti pochi studi che si sono proposti di indagare
I’espressione immunoistochimica dei marcatori biologici dell’emangiosarcoma della
milza nel cane; inoltre, tali studi non correlano 1’espressione dei marcatori ad un eventuale
valore prognostico. La scarsa disponibilita di fattori prognostici attendibili
inevitabilmente limita il clinico nel formulare una prognosi precisa e nel pianificare un
adeguato protocollo terapeutico che possa migliorare 1’outcome dei soggetti affetti.

Da queste premesse nasce il presente lavoro di tesi: questo studio € inserito in un progetto
di ricerca piu ampio, eseguito in collaborazione con 1’Universita degli studi di Perugia,
che si ¢ proposto di valutare 1 parametri morfologici istologici della neoplasia e
I’espressione di una serie di marcatori immunoistochimici al fine di individuarne un
potenziale ruolo prognostico. La valutazione dei parametri morfologici, eseguita tramite
esame istologico, ¢ stata condotta in parallelo dai due Dipartimenti di Anatomia
Patologica Veterinaria delle universita di Padova e Perugia al fine di valutare il livello di
concordanza tra diversi patologi esperti nel definire le caratteristiche morfologiche dello

stesso tumore.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 SELEZIONE DEI CAMPIONI

Nel presente studio sono stati presi in esame campioni di milza derivanti da 56 cani per i
quali fosse stata confermata la diagnosi di emangiosarcoma splenico all’esame istologico.
Sono stati selezionati 56 casi risalenti al triennio 2016-2019: 31 casi sono stati forniti dal
Dipartimento di Anatomia Patologica Veterinaria dell’Universita degli studi di Perugia e
25 casi sono stati raccolti dalla casistica del Dipartimento di Anatomia Patologica
dell’Universita di Padova. Sono stati inclusi nello studio i campioni in cui almeno il 10%
della sezione istologica fosse rappresentato dalla neoplasia. In accompagnatoria sono stati
forniti i dati riguardanti il segnalamento, i parametri clinici ed il fol/low up dei soggetti da

cui sono stati campionati i tessuti oggetto di studio.

3.2 PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Dai campioni selezionati, fissati in formalina ed inclusi in paraffina, sono state ottenute
le sezioni tissutali oggetto delle successive valutazioni morfologiche ed
immunoistochimiche. Mediante 1’utilizzo di un microtomo, ¢ stata realizzata una sezione
di 4 um di spessore per ciascun campione; ogni sezione di tessuto € stata poi montata su
un vetrino portaoggetti Aptaca® e successivamente sottoposta a colorazione con
ematossilina e eosina (H&E), per permettere la valutazione morfologica del tumore al
microscopio ottico.

Da ogni campione sono state ottenute altre 5 sezioni di 4 pm di spessore per 1’analisi
immunoistochimica; successivamente sono state montate su vetrini portaoggetti a carica
elettrostatica TOMO® (Matsunami), 1 quali forniscono una superficie di adesione ottimale

per i tessuti.

3.3 ESAME ISTOPATOLOGICO

L’esame istopatologico dei 56 campioni ¢ stato effettuato sui vetrini colorati con
ematossilina eosina. Patologi esperti appartenenti ai Dipartimenti di Anatomia Patologica

di Perugia e di Padova hanno condotto parallelamente, per ogni campione, le valutazioni
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delle seguenti caratteristiche morfologiche: pattern di crescita prevalente, presenza di
trombi, presenza di necrosi, presenza di ematopoiesi extramidollare, tipologia cellulare
prevalente, pleomorfismo nucleare, presenza di nucleoli evidenti, atipia nucleolare.
Infine, ¢ stata eseguita la conta mitotica in 10 HPF: utilizzando un oculare da 22 mm,
I’area di un campo ad elevato ingrandimento (High Power Field) ¢ pari a 0,237 mm?
(Meuten, Moore and George, 2016), per cui la conta mitotica ¢ stata eseguita in un’area
standardizzata pari a 2,37 mm? In Tabella 4 sono riportati, per ogni parametro

morfologico indagato, i relativi criteri di valutazione.

CARATTERISTICHE MORFOLOGICHE | CRITERI DI VALUTAZIONE

Pattern di crescita prevalente e Capillare
e (Cavernoso
e Solido
Trombi Presenza/assenza
Necrosi Classificata con un punteggio da 0 a 2

Conta mitotica in 10 HPF*

Ematopoiesi extramidollare Presenza/assenza

Tipologia cellulare prevalente e Fusata
e Endoteliale
e Epitelioide

Pleomorfismo nucleare Classificato con un punteggio da 0 a 3
Nucleoli evidenti Presenza/assenza
Atipia nucleolare Classificata con un punteggio da 0 a 3

Tabella 4. Elenco delle caratteristiche morfologiche indagate e criteri di valutazione.

I dati raccolti dai due Dipartimenti di Padova e Perugia sono stati successivamente
confrontati al fine di raggiungere un consensus per ogni parametro, sul quale si ¢ poi
basata la raccolta dei risultati relativi alle valutazioni morfologiche e sul quale ¢ stata
condotta 1’analisi statistica.

I risultati ottenuti invece dalle distinte valutazioni eseguite dai Dipartimenti di Anatomia
Patologica di Padova e di Perugia sono stati utilizzati per condurre un’analisi statistica di

concordanza, al fine di valutare /’agreement tra i patologi dei rispettivi dipartimenti.
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3.4 ESAME IMMUNOISTOCHIMICO

In questo studio tutti i campioni sono stati sottoposti all’esame immunoistochimico
utilizzando 1I’immunocoloratore semiautomatico Benchmark (Ventana Medical System)

(Figura 9) in dotazione presso il Dipartimento BCA dell’Universita di Padova.

Figura 9. Immunocoloratore Benchmark

(Ventana Medical System)
L’immunocoloratore permette la processazione di 20 vetrini contemporaneamente,
utilizzando protocolli indipendenti all’interno della stessa corsa: attraverso la lettura dei
codici a barre dei singoli vetrini I’ immunocoloratore seleziona il protocollo di colorazione
specifico per ogni vetrino. Tutti 1 passaggi della colorazione immunoistochimica
(deparaffinatura, smascheramento, incubazione, rivelazione e controcolorazione) sono
svolti in maniera automatica dal macchinario, fatta eccezione per la titolazione
dell’anticorpo primario che rappresenta I’unico passaggio manuale.
Prima di procedere con 1’analisi immunistochimica, ¢ stata applicata su ciascun vetrino
un’etichetta riportante il codice identificativo del campione e un codice a barre
corrispondente ad uno specifico protocollo di colorazione. Successivamente 1 vetrini sono
stati posti in stufa a 70° per 20 minuti per permettere una parziale rimozione della
paraffina. 1 wvetrini sono poi stati montati sulle 20 piastre riscaldanti
dell’immunocoloratore. Per la valutazione immunoistochimica dell’espressione di
VEGFR-2 ¢ stato aggiunto ad ogni corsa un vetrino su cui ¢ stata montata una sezione di
tessuto di granulazione per avere a disposizione un controllo positivo esterno; per la

valutazione di COX-2 ¢ stato utilizzato, come controllo positivo, una sezione di rene di
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cucciolo di cane. Per gli altri marcatori, vVWF e VEGF, non ¢ stata necessaria I’aggiunta
di un controllo positivo alla corsa in quanto interno agli stessi tessuti analizzati.

L’immunocoloratore effettua in maniera automatizzata i passaggi di deparaffinatura del
campione e smascheramento dell’antigene; terminati questi due passaggi si procede con
I’aggiunta manuale dell’anticorpo primario. I diversi anticorpi primari sono stati preparati
in soluzione attraverso diluizioni specifiche per ciascun anticorpo indagato (riportate in
Tabella 5) utilizzando il diluente fornito dalla casa produttrice (Antibody Diluent
Ventana); per ogni vetrino sono stati dispensati 100 pl di soluzione anticorpale attraverso

I’utilizzo di una micropipetta.

Anticorpo Specie

. . Clonalita . Casa produttrice Diluizione
primario ospite

vWF Policlonale Coniglio Dako 1:1000

VEGF Policlonale Coniglio ‘ Santa Cruz 1:100
Biotechnology, Inc

VEGFR-2 Monoclonale Topo ‘ Santa Cruz 1:50
Biotechnology, Inc

COX-2 Monoclonale Topo BD Biosciences 1:700

Tabella 5. Anticorpi primari e relative diluizioni con Antibody Diluent Ventana

Una volta inserito I’anticorpo primario, I’immunocoloratore procede con i successivi
passaggi automatici di incubazione dell’anticorpo primario, rivelazione ed infine
controcolorazione.

L’immunocoloratore utilizza un sistema di rivelazione ultraView™ Universal DAB, un
sistema biotina-free basato sull’utilizzo di un multimero complessato all’enzima
perossidasi Horse-raddish, capace di identificare in modo sensibile anticorpi primari di
topo e coniglio. Il kit comprende 5 componenti: ultraView™ Universal DAB Inhibitor
(impedisce un’aspecifica per ossidazione della DAB), ultraView™ Universal DAB HPR
Multimer (un multimero biotina-free complessato con la perossidasi Horse-raddish),
ultraView™ Universal DAB Chromogen (diaminobenzidina), ultraView™ Universal
DAB H202 (perossido di idrogeno che permette 1’attivazione della perossidasi che a sua
volta attiva la diaminobenzidina) e ultraView™ Universal DAB Copper. La presenza

dell’antigene specifico viene rilevata attraverso la produzione di un precipitato di colore
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marrone, insulubile in alcool e visibile al microscopio ottico. Durante tutti i passaggi i
vetrini sono ricoperti con una pellicola oleosa (coverslip) che crea una camera umida che
previene 1’evaporazione dei reagenti.

Al termine della corsa i1 vetrini sono stati accuratamente lavati con acqua corrente e
sapone per rimuovere i residui di soluzione oleosa, attraverso 3 passaggi ripetuti per 10
minuti ciascuno. I vetrini sono stati poi disidratati ponendoli in stufa a 70° per tutta la

notte e, dopo un passaggio in xilene, sono stati montati con vetrino coprioggetto.

3.5 VALUTAZIONE DELLA POSITIVITA’

La valutazione della positivita alla colorazione immunoistochimica ¢ stata eseguita
tramite osservazione al microscopio ottico, effettuata dalla sottoscritta, dalla Relatrice e
dal Correlatore di questo studio e da una patologa veterinaria. La positivita dei tessuti agli
anticorpi indagati ¢ stata valutata attraverso 1’evidenziazione della reazione colorimetrica
brunastra a livello del citoplasma delle cellule neoplastiche. Per tutti gli anticorpi
utilizzati, il sistema di valutazione della positivita si ¢ basato su due parametri: I’intensita
della colorazione immunoistochimica citoplasmatica nelle cellule neoplastiche e la
quantita, espressa in percentuale, delle cellule neoplastiche positive rispetto al totale di
cellule neoplastiche.

I campioni in cui sia stata riscontrata una positivita al di sotto del 5% del totale di cellule
neoplastiche sono stati considerati negativi.

A1 diversi gradi di intensita della reazione colorimetrica ¢ stato attribuito un valore da 0
a 3 (labelling intensity), secondo il sistema di punteggio riportato in Tabella 6: per ogni
campione, ¢ stato preso in considerazione il grado di intensita maggiormente espresso

nella sezione esaminata.

Valutazione dell’intensita della colorazione citoplasmatica delle Intensita
cellule neoplastiche

Assenza di positivita o meno del 5% di cellule neoplastiche positive 0
Cellule neoplastiche debolmente positive 1
Cellule neoplastiche moderatamente positive 2
Cellule neoplastiche fortemente positive 3

Tabella 6. Sistema di attribuzione dei punteggi utilizzato per la valutazione dell’intensita
della positivita alla colorazione immunoistochimica per vVWF, VEGF e VEGFR-2.
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Per la valutazione della quantita di cellule neoplastiche positive alla reazione
colorimetrica, ¢ stato scelto un sistema di divisione delle percentuali in 4 quartili, come
riportato in Tabella 7, considerando solamente i campioni in cui la percentuale di cellule
neoplastiche positive fosse maggiore o uguale al 5% del numero totale di cellule

neoplastiche.

Range di cellule positive sul totale di cellule neoplastiche Quartile

Dal 5% al 25% di cellule neoplastiche positive I

Dal 26% al 50% di cellule neoplastiche positive II
Dal 51% al 75% di cellule neoplastiche positive 11
>75% di cellule neoplastiche positive v

3.6 ANALISI STATISTICA

L’analisi statistica € stata condotta al fine di investigare le relazioni tra 1 parametri clinici
dei soggetti (soggetto deceduto/vivo, tempo di sopravvivenza, presenza/assenza di
metastasi, stadio clinico), i parametri morfologici del tumore (si veda Tabella 4, capitolo
3.3) e i valori di percentuale ed intensita di espressione immunoistochimica dei marcatori
oggetto di tale studio (vVWF, VEGF e VEGFR-2). Inoltre, ¢ stata eseguita un’analisi
statistica di concordanza per valutare /’agreement.

Per ogni parametro clinico sono state condotte analisi statistiche distinte considerando
separatamente le variabili qualitative (pattern di crescita, tipologia cellulare, trombi,
necrosi, pleomorfismo cellulare, atipia nucleolare) e le variabili quantitative (conta
mitotica media e massima, %vWF, % VEGF e %VEGFR-2).

Per indagare le relazioni tra le variabili qualitative ed i parametri clinici sopracitati sono
stati eseguiti test statistici non parametrici utilizzando il test del Chi-quadrato "y?"'.

Per valutare 1’effetto delle variabili quantitative invece, sono stati eseguiti test di analisi

statistica differenti a seconda del parametro clinico indagato:

e Soggetto deceduto/vivo al termine dello studio: test U di Mann-Whitney
e Tempo di sopravvivenza: test di Spaerman

e Presenza/assenza di metastasi: test del chi-quadrato e test U di Mann-Whitney
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e Stadio clinico: test del chi-quadrato e pairwise t-test.

Al fine di indagare la correlazione tra i marcatori immunoistochimici studiati e i parametri
morfologici sono stati utilizzati il test di Spearman e il test di Kruskal-Wallis con
successivi confronti pairwise. Le possibili correlazioni tra i parametri morfologici del
tumore sono state analizzate tramite il test del Chi-quadrato.

Ai fini statistici € stato considerato un livello di significativita pari a P < 0,05.

Infine, la misura di agreement tra i1 patologi ¢ stata stabilita mediante 1’utilizzo del
coefficiente standardizzato Kappa di Cohen. I valori di k (da 0 a 1) sono stati attribuiti a
diversi gradi di agreement, come riportato in Tabella 8, per ciascun parametro
morfologico (pattern di crescita, trombi, necrosi, ematopoiesi extramidollare, tipo
cellulare, pleomorfismo nucleare, atipia nucleolare). La misura di agreement
relativamente alla valutazione della presenza/assenza di nucleoli evidenti non ¢ stata
calcolata, poiché la presenza di nucleoli ¢ risultata una costante nelle valutazioni

effettuate dai patologi dell’Universita di Perugia.

0.21 <k<0.40 Sufficiente
0.41 <k 0.60 Moderato
0.61 <k <0.80 Significativo
0.81 <k <1.00 Eccellente

Tabella 8. Valori della Kappa di Cohen e relativi gradi di agreement
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4. RISULTATI

La popolazione canina oggetto di questo studio ¢ costituita da 56 soggetti affetti da
emangiosarcoma splenico dai quali sono stati raccolti altrettanti campioni a seguito di
splenectomia. Sono stati raccolti i dati relativi al segnalamento e follow up: per 11
soggetti non ¢ stato possibile reperirne i dati e per 30 soggetti sono stati forniti dati
incompleti. L’eta dei soggetti inclusi nello studio variava da 4 a 16 anni, con un’eta meta
di 11 anni (11 £2); di 17 soggetti non si conosceva 1’eta. Non ¢ stato possibile raccogliere
il sesso di 15 pazienti: dei rimanenti 41 pazienti, 17 soggetti erano di sesso femminile
(41,5%), di cui 8 sterilizzate, e 24 erano di sesso maschile (58,5%), di cui 3 castrati. [ dati
riguardanti la razza dei soggetti sono stati reperiti in 38 soggetti di cui il 39,5% (15/38)
era costituito da meticci. La restante parte dei soggetti apparteneva alle seguenti razze:
Labrador Retriever (5), Pastore Tedesco (4), Boxer (2), Jack Russel Terrier (2), American
Staffordshire Terrier (1), Ariegeois (1), Barboncino (1), Beagle (1), Bouledogue Francese
(1), Bracco Ungherese (1), Cocker Spaniel (1), Epanguel Breton (1), Golden Retriever
(1), Volpino (1).

Le informazioni sulla stadiazione clinica sono state fornite per 40 soggetti: 7 soggetti
sono stati valutati in stadio I, 21 soggetti in stadio II e 12 soggetti in stadio IIl. Ventisette
soggetti presentavano metastasi al momento della diagnosi su un totale di 37. 38 soggetti
su 45 sono deceduti nel periodo intercorso tra la diagnosi e il termine dello studio; 1
restanti 7 soggetti erano vivi al termine dello studio. I dati relativi al tempo di
sopravvivenza post splenectomia sono stati raccolti per 38 soggetti: il tempo di
sopravvivenza variava da un minimo di 9 giorni ad un massimo di 971 giorni, con una
media di 222 giorni. Per 35 casi sono stati forniti sia i dati relativi allo stadio clinico che
1 dati relativi al tempo di sopravvivenza e per i quali ¢ stato possibile calcolare il tempo

medio di sopravvivenza relativamente allo stadio clinico (Tabella 9).

STADIO CLINICO SOPRAVVIVENZA MEDIA
I 317
II 263
I 114

Tabella 9: tempi di sopravvivenza medi relativamente allo stadio clinico
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4.1 VALUTAZIONE MORFOLOGICA

La valutazione morfologica ¢ stata effettuata sui 56 vetrini colorati con ematossilina e
eosina; per ciascun vetrino sono state analizzate le caratteristiche istologiche elencate

precedentemente in Tabella 4.
Pattern di crescita prevalente

Per ogni campione ¢ stato valutato il pattern di crescita del tumore. Come descritto in
letteratura, [’eterogeneita che caratterizza I’emangiosarcoma esita spesso in una
combinazione dei diversi pattern, motivo per cui ¢ stato scelto di classificare ogni singolo
campione considerando il pattern di crescita prevalente nella sezione. Il pattern di crescita
maggiormente rappresentato nella nostra casistica ¢ risultato il pattern cavernoso (35/56),
caratterizzato dalle ampie lacune ematiche formate dalle trabecole del tumore (illustrato

in figura 10 e 11).

Figura 10. Cane, emangiosarcoma splenico; pattern di crescita cavernoso
in cui si evidenziano le ampie lacune ematiche. Ematossilina eosina 4x.
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Figura 11. Cane emangiosarcoma splenico; pattern di crescita cavernoso
associato alla formazione di strutture papillari; ematossilina eosina, 4x.

I1 pattern di crescita capillare, in cui le cellule si dispongono a formare canali vascolari

aberranti di medie/piccole dimensioni, ¢ stato osservato in 17 campioni (Figura 12).

Figura 12. Cane, emangiosarcoma splenico; pattern capillare. Si noti
come le cellule si dispongano a delimitare canali vascolari aberranti.
Ematossilina eosina, 10x

38



In 4 campioni il pattern di crescita predominante ¢ risultato il pattern solido: in figura 13
possiamo osservare come le cellule si dispongano a formare una struttura solida, priva di

lacune ematiche o canali vascolari aberranti.

Figura 13. Cane, emangiosarcoma splenico; pattern solido.
Ematossilina eosina, 4x.

Trombi

I fenomeni trombotici all’interno del tumore rappresentano un rilievo comune della
neoplasia, motivo per cui ne ¢ stata valutata la presenza all’interno dei campioni: in 47

campioni ¢ stata osservata la presenza di trombi, mentre 9 campioni ne sono risultati privi.
Necrosi

In ogni campione ¢ stata valutata la presenza di necrosi attraverso un sistema di punteggio
da 0 a 2. E stato osservato che in tutti i campioni erano presenti aree di necrosi, di entita
variabile: a 28 campioni ¢ stato attribuito un punteggio pari 1 e ai rimanenti 28 campioni

¢ stato assegnato il punteggio di 2.
Conta mitotica

La conta mitotica ¢ stata eseguita attraverso il conteggio del numero di mitosi all’interno

di 10 HPF. I patologi del Dipartimento di Anatomia Patologica di Padova hanno osservato
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che la conta mitotica variava da 0 a 105 in 10 HPF (mediana = 12; media + deviazione
standard = 16 £ 17). 1 patologi del Dipartimento di Anatomia di Perugia hanno
evidenziato una conta mitotica da 1 a 96 in 10 HPF (mediana = 14; media + deviazione
standard: 17.8 = 16.2). Unendo 1 dati ottenuti dai due Dipartimenti, la conta mitotica ¢
risultata variare da 1 a 100,5 in 10 HPF (mediana = 13,75; media + deviazione standard:

16,7 = 15,7), con una media di mitosi massime in 10 HPF pari a 21.
Ematopoiesi extramidollare

In 13 campioni non ¢ stata riscontrata presenza di ematopoiesi extramidollare; nei restanti
43 campioni sono state osservate aree variabilmente ampie di ematopoiesi extramidollare

(figura 14).
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Figura 14. Cane, emangiosarcoma splenico; area di
ematopoiesi extramidollare. Si noti la presenza di
numerose cellule giganti riferibili a megacariociti.
Ematossilina eosina, 20x.

Tipologia cellulare prevalente

Nella nostra casistica si sono osservate cellule neoplastiche con morfologia variabile:
cellule di forma ovale/rotondeggiante, cellule di forma fusata e cellule di forma
poligonale riferibili a cellule epitelioidi. Dato I’elevato pleomorfismo cellulare che
caratterizza I’emangiosarcoma, i campioni sono stati classificati riferendosi alla tipologia
cellulare maggiormente rappresentata nel tumore in endoteliale (figura 15 e 16), fusato
(figura 17) ed epitelioide (figura 18). Sono stati osservati 32 campioni di tipo endoteliale,

13 campioni di tipo epitelioide e 11 campioni di tipo fusato.
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Figura 15. Cane, emangiosarcoma splenico; cellule di tipo endoteliali.
Si noti la distribuzione in strutture papillari. Ematossilina eosina, 20x.

Figura 16. Cane, emangiosarcoma splenico; cellule di tipo endoteliale.
Ematossilina eosina, 40x.
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Figura 17. Cane, emangiosarcoma splenico; cellule di tipo fusato.
Ematossilina eosina, 20x.

Figura 18. Cane, emangiosarcoma splenico; cellule di tipo epitelioide.
Ematossilina eosina, 40x.
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Pleomorfismo nucleare

La valutazione del grado di pleomorfismo nucleare ¢ stata condotta attraverso un sistema
di scoring da 1 a 3: 1 campione ha registrato un punteggio pari a 1 (pleomorfismo lieve),
a 22 campioni ¢ stato assegnato il punteggio pari a 2 (pleomorfismo moderato) e a 33

campioni un punteggio pari a 3 (pleomorfismo marcato).

Nucleoli evidenti e atipia nucleolare

In tutti i 56 campioni ¢ stata osservata la presenza di nucleoli; il grado di atipia nucleolare
¢ stato valutato assegnando dei valori da 0 a 3. In tutti i campioni sono stati osservati
nucleoli con gradi di atipia variabili: 13 campioni hanno ricevuto un punteggio pari a 1,

25 campioni un punteggio pari 2 e a 18 campioni ¢ stato assegnato un punteggio pari a 3.
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4.2 VALUTAZIONE IMMUNOISTOCHIMICA

I 56 campioni di emangiosarcoma splenico sono stati valutati al microscopio ottico per
raccogliere 1 risultati relativi all’espressione immunoistochimica dei 4 marcatori oggetto
di studio. Per un campione, nella sezione esaminata non ¢ stato possibile valutare

I’espressione immunoistochimica dei marcatori.
vWF

Per tale marcatore, come precedentemente accennato, il controllo positivo ¢ stato valutato
internamente ai campioni, analizzando la tipica colorazione citoplasmatica di aspetto
granulare espressa dalle cellule endoteliali non neoplastiche. La positivita delle cellule
neoplastiche al vWF ¢ stata valutata attraverso 1’identificazione della reazione
colorimetrica granulare a livello citoplasmatico (Figura 19 e 20).

11 22% (12/55) dei campioni ¢ risultato negativo; nel restante 78% (43/55) dei campioni

¢ stata evidenziata positivita alla colorazione immunoistochimica per vWF (Grafico 1).

Positivita vWF

B Positivo

Negativo

Grafico 1. Percentuali relative ai campioni risultati
positivi e negativi a vVWF

Nel nostro studio la positivita al marcatore vVWF ¢ stata espressa con gradi di intensita
variabili (Grafico 2): la maggior parte dei campioni ha espresso vVWF con un’intensita di
2 (moderata). Ad 11 campioni ¢ stata attribuita una intensita di 1 (lieve) e 7 campioni
sono risultati positivi con intensita pari a 3 (marcata).

Durante la valutazione delle percentuali di cellule neoplastiche positive, rispetto al totale
di cellule neoplastiche, ¢ risultato che solo 1 campione (2%) ha manifestato una
percentuale di positivita maggiore del 75% (IV quartile), mentre i restanti campioni hanno
mostrato delle percentuali di positivita variabili, distribuite nei primi tre quartili, come

raffigurato nel grafico 3.
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Intensita VWF Percentuali positivita per vVWF
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Grafico 2. Rappresentazione Grafico 3. Distribuzione delle percentuali di
grafica dei gradi di intensitd della positivita per vWF in quartili

colorazione  immunoistochimica

per vWF

P, LA it e o i K AT Y TR L y ~ P L DEPAE TN Y oy
§ S :‘@-‘-!’F y. %".‘::-t;-"."i‘,?,‘,‘ 3\‘::‘ Yo ﬁ-'g\': F’{?e"!.’ hogkpesat on VN ':‘t‘% ‘:.' Sl
- " ke Ty

‘ Wk s : . Uk ST S I tr )
) | o r e ¢ =& e A N t I s ‘-"u'?

o R B GG R T :‘f-’l‘e}f'-'i.--‘f My
& -'?.;- et \\J;!-:F' ‘:““Ij"‘{‘ '4‘.(.:‘3‘ u ".‘\‘::"I‘ 3 %’::3*: Y P "tl “-I"‘ T;:?':r ® "-.ld".' 7';.5:':
Nl e e R P A P LT o WP s A i i ,h Py {1 BN LN A SRR
g LaNS B G USSR R R G R

o

ar%,‘\

Figura 19. Cane, emangiosarcoma splenico; positivita citoplasmatica a
vWF, 10x. Sinoti il controllo positivo interno al campione rappresentato
dall’endotelio del vaso.
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Figura 20. Cane emangiosarcoma splenico; positivita citoplasmatica di
aspetto granulare a vWF, 40x.

VEGF

La positivita ¢ stata valutata andando a ricercare la reazione colorimetrica citoplasmatica
diffusa nelle cellule neoplastiche (Figura 21 e 22).
I1 38% (21/55) dei campioni analizzati ¢ stato considerato negativo; il 62% (34/55) ha

manifestato positivitd immunoistochimica per VEGF (Grafico 4).

Positivita VEGF

B Positivo

m Negativo

Grafico 4. Percentuali relative ai campioni risultati
positivi e negativi a VEGF

....

esprimeva positivita al VEGF con intensita lieve; 5 campioni hanno manifestato intensita

moderata e 4 campioni sono stati descritti come fortemente positivi (Grafico 5).
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Le percentuali delle cellule neoplastiche positive sono state distribuite all’interno del
sistema in quartili rappresentato nel grafico 5. 11 32% (11/34) dei campioni ha manifestato
una percentuale di cellule neoplastiche positive in un range compreso tra 5% e 25% (I
quartile); il 35% (12/34) ha manifestato una percentuale di cellule neoplastiche positive
in un range compreso tra 26% e 50% (Il quartile); il 18% (6/34) tra 51% e 75% (111
quartile) e il 15% (5/34) ha espresso una percentuale di positivita maggiore del 75% (IV

quartile).
Intensita VEGF Percentuali positivita per
VEGF
40,00%
1 30,00%
2 20,00%
3 I T
0,00%
I quartile Il quartile Il quartile IV quartile

Grafico 5. Rappresentazione Grafico 6. Distribuzione delle percentuali di
grafica dei gradi di intensita della  positivita per VEGF in quartili

colorazione  immunoistochimica

per VEGF

Figura 21. Cane, emangiosarcoma splenico; positivita citoplasmatica a
VEGEF, 10x.
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Figura 22. Cane, emangiosarcoma splenico; positivita citoplasmatica a
VEGF, dettaglio a 40x.

VEGFR-2

L’immunoreattivita per il VEGFR-2 viene espressa, come per il suo ligando, a livello
citoplasmatico (Figura 23 e 24). Per tale marcatore, a differenza dei precedenti, ¢ stato
utilizzato un controllo positivo esterno rappresentato da una sezione di tessuto di
granulazione. Il 5% (3/55) dei campioni ¢ stato considerato negativo; il restante 95%
(52/55) dei campioni ha manifestato positivita alla colorazione immunoistochimica per

VEGFR-2.
Positivita VEGFR-2

B Positivo

M Negativo

Grafico 7. Percentuali relative ai campioni risultati
positivi e negativi a VEGFR-2

In 32 campioni ¢ stata evidenziata un’intensita della reazione colorimetrica pari ad 1; 16
campioni hanno mostrato intensita di espressione a VEGFR-2 pari a 2; 4 campioni sono

stati classificati con intensita di valore 3 (Grafico 8).
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11 grafico 9 raffigura la distribuzione delle percentuali di positivita nei quattro quartili. Il
12% (6/52) dei campioni ha espresso una percentuale di positivita cellulare compresa tra
i1 5% e i1 25% (I quartile); nel 13% (7/52) dei campioni ¢ stata evidenziata una percentuale
di positivita compresa tra il 26% e il 50% (I quartile); il 27% (14/52) dei campioni ha
manifestato una percentuale di positivita compresa tra il 51% e il 75% (III quartile). La
maggior parte dei campioni (25/52; 48%) ha espresso la colorazione immunoistochimica

in una percentuale di cellule maggiore del 75% (IV quartile).

Intensita VEGFR-2 Percentuali di positivita per
VEGFR-2

60%
1 50%

u2 40%
3 30%

20%
o B

0%

Grafico 8. Rappresentazione grafica
dei gradi di intensita della
colorazione immunoistochimica per
VEGFR-2

| quartile Il quartile Il quartile IV quartile

Grafico 9. Distribuzione delle percentuali di
positivita per VEGFR-2 in quartili
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Figura 24. Cane, emangiosarcoma splenico; positivita citoplasmatica a
VEGFR-2, dettaglio a 40x

COX-2

Tutti i campioni sono risultati negativi all’espressione immunoistochimica di COX-2.

4.3 ANALISI STATISTICA

Parametri clinici

Sono stati valutati singolarmente gli effetti delle variabili qualitative e quantitative sui
parametri clinici (stato deceduto/vivo, tempo di sopravvivenza, presenza/assenza di
metastasi e stadio clinico). I risultati delle valutazioni statistiche effettuate tramite il test
del chi-quadrato per valutare I’effetto delle variabili qualitative in relazione ai parametri
clinici sopracitati non hanno evidenziato correlazioni statisticamente significative
(p<0,05). Considerando le variabili quantitative, sono risultati statisticamente
significativi gli effetti della conta mitotica media e della conta mitotica massima sullo
stadio clinico. In Figura 25 sono rappresentati due diagrammi a scatola e baffi (box and
whiskers plot), nei quali vengono confrontate le distribuzioni dei valori della conta

mitotica media (grafico A) e massima (grafico B) tra gli stadi clinici I, 1T e II1.
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A) Test della mediana a campioni indipendenti B) Test della mediana a campioni indipendenti

50
Mediana principale = 12,75 Mediana principale = 17,5
[}

| 200
100

o

o

MITOTIC_COUNT_FINAL_MAX

MITOTIC_COUNT_FINAL_MEDIA

Clinical_Stage_ctg Clinical_Stage_ctg

Figura 25. Boxplot che raffigurano la distribuzione dei risultati relativi alla conta
mitotica media (A) e conta mitotica massima (B) tra i casi di stadio I, II e III.

Attraverso il test del chi-quadrato ¢ stato ottenuto un p-value di 0,013 nell’analisi della
conta mitotica media ed un p-value di 0,002 nell’analisi della conta mitotica massima,
indicativi di una differenza statisticamente significativa della conta mitotica
media/massima tra i diversi stadi clinici. Nei confornti pairwise, successivamente, la
differenza di distribuzione dei valori della conta mitotica media tra i casi di stadio clinico
IT e II non ¢ risultata statisticamente significativa; tuttavia, il p-value riscontrato
(p=0,064), di poco superiore al limite, esprimeva una tendenza alla significativita
statistica (Figura 26A). Lla differenza di distribuzione dei valori della conta mitotica
massima, invece, tra 1 casi di stadio II e III ¢ risultata statisticamente significativa
(p=0,030) (Figura 26B), evidenziando come valori piu elevati del parametro “conta
mitotica massima” siano piu elevati nei casi in stadio clinico III rispetto ai casi in stadio

clinico II.

A) onfronti pairwise di Clinical_Stage_ctg B) Confronti pairwise di Clinical_Stage_ctg
Mod. 7 Mod.
s sign. 24,50 sign,

=—>= 005 — 0.05
=—>=005

23,00 29,00

1 I
5,00 12,00
v -

Figura 26. Rappresentazione grafica dei confronti pairwise effettuati sulla variabile
“conta mitotica media” (A) e “conta mitotica massima” (B) in relazione allo stadio
clinico.
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Marcatori immunoistochimici — parametri morfologici

Considerando gli effetti di fattori qualitativi quali la tipologia cellulare (endoteliale,
fusata, epitelioide), il pattern di crescita (cavernoso, capillare, solido), e la presenza di
ematopoiesi extramidollare sulla percentuale e sull’intensitd di espressione
immunoistochimica di vVWF, VEGF e VEGFR-2, ¢ risultato statisticamente significativo

I’effetto del pattern di crescita sulla percentuale di espressione di VEGFR-2.

A) Test di Kruskal-Wallis a campioni indipendenti B) Confronti pairwise di GROWTHPATTERN_FINAL_ctg

Mod.
100 Sign.

—< 0.05
—>=0.05
80|
A
60 24,08
40 |
P
20| 36,26
r
o
ol Each node shows the
CA cp

S
GROWTHPATTERN_FINAL _ctg

s
18,50

PERC_VEGFR

sample average rank of
GROWTHPATTERN_FINAL _ctg.

Figura 27. A) Boxplot che rappresenta la distribuzione dei risultati relativi alla
percentuale di espressione di VEGFR-2 tra i campioni classificati secondo il pattern di
crescita. B) Rappresentazione grafica dei confronti pairwise

In Figura 27A vengono raffigurate le distribuzioni dei valori percentuali di espressione
di VEGFR-2 tra i casi a pattern di crescita cavernoso, capillare e solido: attraverso
I’utilizzo del test di Kruskal-Wallis ¢ stato ottenuto un p-value di 0,016, dimostrando una
differenza notevolmente significativa di espressione di VEGFR-2 tra 1 3 gruppi analizzati.
Tramite 1l test dei confronti pairwise, € emerso che tra i casi classificati come a pattern di
crescita capillare e i casi a pattern cavernoso, la differenza di espressione di VEGFR-2 ¢
statisticamente significativa (p=0,027) (Figura 27B): le analisi effettuate mostrano come
il marcatore VEGFR-2 sia maggiormente espresso nei casi classificati a pattern di crescita

capillare.

Non ¢ stata evidenziata alcuna correlazione statisticamente significativa tra la percentuale
di espressione di vVWF e VEGF e le variabili qualitative (p>0,05); ugualmente, 1’intensita
di espressione recettoriale di vW{f, VEGF ¢ VEGFR-2 non ¢ risultata correlata a nessun

parametro qualitativo indagato.
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I risultati delle valutazioni statistiche effettuate mediante test del chi-quadrato per
analizzare le possibili correlazioni tra i parametri morfologici, hanno messo in evidenza
una correlazione statisticamente significativa tra il pattern di crescita capillare e il grado
di pleomorfismo nucleare e tra il tipo cellulare e il grado di atipia nucleolare. Nello
specifico, il pleomorfismo nucleare di grado severo ¢ risultato essere significativamente
correlato al pattern di crescita capillare (p=0,055); il grado lieve di atipia nucleolare ¢
risultato correlato alla tipologia cellulare endoteliale, mentre 1 gradi moderato e severo di
atipia nucleolare sono risultati statisticamente correlati alla tipologia cellulare epitelioide

(p=0,055).

Non ¢ stata riscontrata alcuna correlazione statisticamente significativa tra il tipo cellulare
e la presenza di necrosi o il grado di pleomorfismo nucleare, tra il pattern di crescita e la

presenza di necrosi, tra la presenza di ematopoiesi extramidollare e la presenza di necrosi.
Misura di agreement

L’analisi statistica di concordanza ha permesso di valutare il grado di agreement tra i
diversi patologi che si sono impegnati nelle valutazioni dei parametri morfologici del
tumore: per ciascun parametro ¢ stato ottenuto un valore k, che ha permesso di stabilire
la misura di accordo tra i1 patologi. Tra 1 parametri morfologici indagati, solamente le
valutazioni del pattern di crescita e del tipo cellulare hanno ottenuto un valore di
agreement moderato (k=0,539 e k=0,510 rispettivamente); per le valutazioni di atipia
nucleare e presenza di trombi ¢ stato stimato un valore k pari a 0,289 e 0,279,
rispettivamente. Le valutazioni relative a pleomorfismo nucleare, presenza di necrosi e
presenza di ematopoiesi extramidollare hanno ottenuto un valore k < 0,21, evidenziando

una misura di agreement, per tali parametri, estremamente scarsa.
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S. DISCUSSIONE

I 56 cani oggetto di studio presentavano lesioni spleniche riferibili ad emangiosarcoma.
L’eta media dei cani affetti da emangiosarcoma splenico in questo studio era 11 anni
(range 4-16 anni), confermando I’emangiosarcoma una neoplasia tipica del cane
adulto/anziano (Schultheiss, 2004; Carnio et al., 2020). La razza maggiormente
rappresentata nel presente studio era la razza meticcia (39,5%), seguita da Labrador
Retriever (13%), Pastore Tedesco (10,5%), Boxer e Jack Russel Terrier (5%). Tale
distribuzione delle razze, che vede la razza meticcia maggiormente rappresentata e una
predisposizione nelle razze Labrador Retriever e Pastore tedesco, non si discosta da
quanto osservato da altri Autori (Brown, 1985; Prymak et al., 1988; Sorenmo, Jeglum
and Helfand, 1993; Goritz et al., 2013).

E stata riscontrata un’incidenza maggiore nei soggetti di sesso maschile (58%) rispetto ai
soggetti di sesso femminile (41,5%): questo dato risulta in accordo con studi precedenti
che riportano una prevalenza della neoplasia piu elevata nel sesso maschile (Clifford,
Mackin and Henry, 2000; Schultheiss, 2004; Carnio et al., 2020).

Considerando gli aspetti morfologici della neoplasia, ¢ stato osservato come all’interno
dello stesso tumore coesistessero diversi pattern di crescita (capillare, cavernoso e solido)
(Goritz et al.,2013; Kim et al., 2015), con una prevalenza maggiore del pattern cavernoso
(63%) seguito dal pattern capillare (30%) e dal pattern solido (7%). Questi dati non si
discostano dalle osservazioni riportate in letteratura secondo cui il pattern di crescita
solido generalmente ¢ il meno rappresentato: Goritz e collaboratori (2013) hanno
riportato, su un totale di 122 casi di emangiosarcoma splenico, una prevalenza di
campioni a pattern solido del 9%. Lo studio di Sabattini & Bettini (2009) condotto su 40
casi di emangiosarcoma canino, di cui 29 viscerali, ha dimostrato come una percentuale
minore dei campioni (12,5%) presentasse un pattern solido. Allo stesso modo, altri studi
condotti su casi di emangiosarcoma canino a diversa localizzazione sono giunti alla stessa
conclusione (Bertazzolo et al., 2005; Nobrega et al., 2019).

La popolazione cellulare ¢ risultata estremamente eterogenea e caratterizzata da una
spiccata variabilita morfologica all’interno della stessa sezione (Bertazzolo et al., 2005;
Goritz et al., 2013). In tale studio, il tipo cellulare prevalente piu rappresentato nei 56

campioni ¢ risultato il tipo endoteliale (57%); il tipo epitelioide ed il fusato sono stati
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riscontrati con una prevalenza simile (23% e 20%, rispettivamente). A nostra conoscenza,
non vi sono studi in letteratura che abbiano classificato i campioni di emangiosarcoma
splenico secondo la tipologia cellulare prevalente tra endoteliale, fusata ed epitelioide.
Nella totalita dei campioni € stato osservato un grado di pleomorfismo nucleare di grado
variabile: il 2% dei campioni presentava un grado lieve di pleomorfismo nucleare, il 39%
un grado moderato e il 59% un grado marcato; risultati simili sono stati descritti da
Sabattini & Bettini (2009). Come descritto in letteratura, i nuclei delle cellule di HSA
presentano nucleoli evidenti in numero e forma variabili (Bertazzolo et al., 2005; Gamlem
and Nordstoga, 2008; Goritz et al., 2013; Nobrega et al., 2019): il nostro studio conferma
quanto riportato, osservando nucleoli prominenti ben evidenti nella totalita dei campioni.
Sono state osservate aree di necrosi ed emorragia, associata alla presenza di trombi, che
costituiscono rilievi comuni dell’emangiosarcoma: tali fattori, insieme alla cospicua
ematopoiesi extramidollare rilevata all’interno del tumore, si dimostrati elementi di
ostacolo nella valutazione delle sezioni da parte dei patologi.

Dalle analisi statistiche condotte per indagare possibili correlazioni tra i parametri
morfologici istologici oggetto di studio ¢ emerso che il grado di pleomorfismo nucleare
era correlato al pattern di crescita capillare, ma non alla tipologia cellulare, la quale ¢
risultata correlata al grado di atipia nucleolare: nel presente lavoro ¢ stato osservato che
le cellule neoplastiche di tipo epitelioide presentavano un grado di atipia nucleolare
maggiore rispetto alle cellule di tipo endoteliale e fusato.

I risultati ottenuti dalla valutazione morfologica dei campioni relativi all’attivita mitotica
nel presente studio confermano che I’emangiosarcoma presenta una conta mitotica
elevata (Bertazzolo et al., 2005), superando le 5 figure mitotiche in 10 HPF nell’86% dei
casi, similmente a quanto riportato da Gamlem et al. (2008). Dalle analisi statistiche ¢
emersa una correlazione statisticamente significativa tra la conta mitotica e lo stadio
clinico: 1 soggetti di stadio III presentavano un numero massimo di mitosi in 10 HPF piu
elevato rispetto ai soggetti di stadio II. Considerando il numero medio di mitosi in 10
HPF, invece, sebbene sia risultato statisticamente correlato allo stadio clinico, nei
confronti pairwise tra stadio clinico II e stadio clinico III non ha raggiunto il limite di
significativita statistica atteso; tuttavia, il p-value riscontrato ¢ risultato essere di 0,064,
un valore di poco superiore al limite significativo (p=0<0,05), considerabile quindi

“tendenzialmente” significativo. Questi dati evidenziati risultano interessanti per il fatto
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che, in passato, alcuni Autori hanno attribuito allo stadio clinico e alla conta mitotica un
valore prognostico, poiché risultavano influenzare negativamente il tempo di
sopravvivenza dei soggetti (Kim et al. 2007; Moore, Rassnick, and Frimberger 2017);
tuttavia, nel presente studio il test di Spearman non ha rivelato alcuna correlazione
statisticamente significativa tra la conta mitotica e il tempo di sopravvivenza (conta
mitotica media: p=0,867; conta mitotica massima: p=0,930), stato dei soggetti
(vivi/deceduti) e presenza/assenza di metastasi. La correlazione rilevata tra la conta
mitotica e lo stadio clinico rappresenta sicuramente un elemento utile ai fini della
comprensione del comportamento biologico della neoplasia, ad oggi ancora dibattuto e
oggetto di ricerca, ma il suo apparente ruolo prognostico deve essere valutato con cautela:
I’assenza di correlazione rilevata tra i due parametri sembra smentire 1’ipotesi che la conta
mitotica possa essere considerata un fattore prognostico nella casistica del nostro studio.
In merito a questo parametro, il presente lavoro contribuisce ad evidenziare, ancora una
volta, la discordanza tra alcuni risultati degli studi presenti in letteratura.

L’analisi dell’espressione immunoistochimica del vWF ha rilevato una percentuale di
positivita cellulare elevata (78%) tra i campioni, con un’immunomarcatura variabile da
debole a marcata: tali risultati sono in accordo con quanto descritto in letteratura (Beust,
Suter and Summers, 1988; Goritz et al., 2013; Noébrega et al., 2019). Tra gli studi
immunoistochimici riportati in letteratura sull’emangiosarcoma canino, lo studio di
Goritz et al., (2013), a nostra conoscenza, ¢ 1’'unico che abbia condotto le analisi
sull’espressione di vVWF unicamente sulla forma splenica del tumore: nel lavoro degli
Autori, ¢ stata rilevata una percentuale di positivita a vWF pari al 100% dei campioni
splenici (55/55). Tale discrepanza potrebbe essere dovuta ai diversi criteri di valutazione
delle positivita utilizzate tra i due studi: nel nostro studio sono stati considerati positivi
solo i campioni che presentavano almeno il 5% di cellule neoplastiche positive, a
differenza di Goritz e collaboratori, 1 quali non hanno stabilito alcun limite di positivita
cellulare minima per poter considerare un campione positivo al vVWF. Nel presente studio,
¢ stato evidenziato che nei campioni interessati da un’architettura papillare del tumore,
generalmente rilevata nelle aree a pattern capillare e cavernoso, le cellule neoplastiche
esprimevano una positivita piu marcata nel fronte vascolare (attorno ai vasi capillari e alle
lacune ematiche) rispetto allo stroma di supporto; tali cellule stromali del tumore hanno

una natura ad oggi ancora sconosciuta e non sono state marcate dal vWF. Nelle aree meno

57



differenziate invece, si ¢ osservata una percentuale di cellule positive minore, tale da
ipotizzare una correlazione tra la differenziazione cellulare e I’espressione di vWF, come
riportato da altri Autori in passato (Beust, Suter and Summers, 1988; Fosmire et al., 2004;
Goritz et al., 2013; Maharani et al., 2018). Nonostante tali osservazioni, 1’analisi statistica
non ha rilevato alcuna correlazione significativa tra I’espressione di vWF e il pattern di
crescita suggerendo quindi che il pattern di crescita non sia associato al grado di
differenziazione delle cellule neoplastiche. Una pari osservazione ¢ stata condotta da
Maharani e collaboratori nel 2018: gli Autori dimostrarono una correlazione negativa tra
I’atipia cellulare e I’espressione del vWF confermando una maggior produzione di tale
fattore nelle cellule in stadio di differenziazione avanzato, ma non trovarono alcuna
correlazione tra I’espressione del vWF e i pattern di crescita tumorali. Nonostante il vVWF
sia uno dei marcatori maggiormente utilizzati come strumento diagnostico per
I’emangiosarcoma, i nostri dati trovano riscontro con quanto riportato da Goritz et al.
(2013): la limitata o mancata espressione del vWF nei tumori poco differenziati
rappresenta una limitazione dell’utilizzo di questo marcatore nella diagnosi di
emangiosarcoma. E stato inoltre ipotizzato che le cellule neoplastiche caratterizzate da
marcati segni di atipia non sintetizzino il vVWF o che producano un antigene modificato
che non viene riconosciuto dall’anticorpo primario (Beust, Suter and Summers, 1988).
Alla luce di tali evidenze, e dei risultati da noi ottenuti sembra che il vWF non rappresenti
un marker altamente specifico e sensibile per I’emangiosarcoma, soprattutto nei tumori
scarsamente differenziati.

I risultati di espressione immunoistochimica del VEGF-A hanno evidenziato una
positivita delle cellule neoplastiche nel 62% dei campioni con un’intensita di espressione
variabile da lieve a marcata, prevalentemente lieve (nel 73% dei campioni positivi). Tale
risultato risulta in linea con quanto riportato nell’unico studio, per nostra conoscenza, che
ha considerato I’espressione di tale marcatore unicamente nella forma splenica della
neoplasia, in cui ’espressione di VEGF ¢ stata osservata nel 58% dei campioni su un
totale di 55 casi. Uno studio meno recente ha riscontrato una positivita decisamente piu
elevata, in cui il 100% dei campioni esprimeva il marcatore VEGF (Yonemaru et al.,
2006). Questa discordanza tra i risultati, tuttavia, potrebbe essere dovuta alla natura dei
campioni esaminati: dei 73 campioni di emangiosarcoma, 44 erano riferiti alla forma

splenica ed i restanti 29 appartenevano a svariate localizzazioni.
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Considerando I’espressione del marcatore VEGFR-2, la percentuale di campioni che
hanno manifestato positivita ¢ risultata elevata, in linea con quanto riportato in letteratura
(Yonemaru et al., 2006; Goritz et al., 2013; Adachi, Hoshino, Izumi and Takagi, 2016).
I1 95% dei campioni ¢ stato considerato positivo alla reazione colorimetrica, con una
intensita variabile da lieve a marcata: rispetto ai risultati riscontrati da Adachi et al. (2016)
e Yonemaru et al. (2006) I’intensita della positivita era complessivamente meno marcata
nelle nostre sezioni, con una prevalenza tra i campioni di una positivita di intensita lieve.
Considerando la quantita di cellule neoplastiche positive, la maggioranza dei campioni
esprimeva una percentuale elevata di cellule positive rispetto al totale delle cellule
neoplastiche (Yonemaru et al., 2006; Goritz et al., 2013; Adachi, Hoshino, [zumi and
Takagi, 2016). Come descritto per vWF, anche nel caso del VEGFR-2, nelle aree
maggiormente differenziate in cui il tumore si organizzava a formare vasi e lacune
ematiche le cellule neoplastiche presentavano una percentuale di espressione maggiore
rispetto alle cellule nelle aree meno differenziate; in particolare, il VEGFR-2 tendeva a
marcare le cellule neoplastiche disposte sul fronte vascolare rispetto alle cellule stromali.
Inoltre, considerando 1’espressione di VEGFR-2 nel controllo positivo, rappresentato da
una sezione di tessuto di granulazione, ¢ stato osservato come le cellule in via di
differenziazione, nei vasi neoformati, esprimessero una positivita piu marcata rispetto alle
cellule endoteliali completamente differenziate, confermando il ruolo di questo recettore
nel meccanismo di angiogenesi. Dal presente studio € emerso un interessante risultato: il
test di Kruskal-Wallis utilizzato per analizzare le differenze tra il pattern di crescita e
I’espressione immunoistochimica di VEGFR-2 ha rilevato una correlazione significativa
tra I’espressione di VEGFR-2 e 1 campioni che presentavano pattern di crescita capillare,
nei quali il marcatore veniva espresso in percentuale piu elevata. Tale risultato suggerisce
che le cellule neoplastiche che compongono il pattern di crescita capillare del tumore
siano in attiva differenziazione vascolare, portando ad ipotizzare una maggiore
proliferazione ed invasione tumorale dell’emangiosarcoma splenico a pattern di crescita
capillare. Si potrebbe dunque ipotizzare che i casi di emangiosarcoma splenico a pattern
di crescita prevalentemente capillare siano maggiormente sensibili agli inibitori dei
recettori tirosin-chinasici (RTKI), farmaci antiangiogenetici che agiscono direttamente
sulla cellula tumorale inibendo la via di segnalazione del VEGFR. Per nostra conoscenza,

in letteratura ¢ presente un unico studio che si ¢ proposto di testare gli inibitori dei
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recettori tirosin-chinasici in vivo in cani affetti da emangiosarcoma splenico, con risultati
deludenti in termini di tempo mediano di sopravvivenza (Gardner et al., 2015). Tuttavia,
sarebbe interessante approfondire I’applicazione di una terapia con inibitori tirosin-
chinasici mirata ai soggetti con emangiosarcoma splenico a pattern capillare per testare
la nostra ipotesi.

Lo studio immunoistochimico condotto per valutare 1’espressione di COX-2 non ¢
riuscito a dimostrarne 1’utilita: la totalita dei campioni processati ¢ risultata negativa
all’espressione di COX-2, in accordo con uno studio precedente condotto su campioni di
HSA splenico (Heller et al., 2005). Diversamente da quanto osservato per la forma
splenica, in uno studio recente sulla forma cutanea dell’emangiosarcoma canino, ¢ stata
osservata I’espressione di COX-2, da lieve a moderata, nell’80% dei casi (Nobrega ef al.,
2019). Nonostante non sia stata ancora dimostrata [’espressione della COX-2
nell’emangiosarcoma splenico, la discordanza presente tra gli studi effettuati sulla forma
splenica e cutanea necessita, in futuro, di essere indagata ed approfondita.

I risultati della misura di agreement hanno evidenziato una scarsa concordanza tra i
patologi nella valutazione dei parametri morfologici, con 1’eccezione dei parametri
“pattern di crescita” e “tipo cellulare”, per 1 quali la misura di agreement ¢ risultata
moderata. Possiamo dunque confermare il noto aspetto morfologico estremamente
eterogeneo dell’emangiosarcoma, tale da determinare discordanze considerevoli
nell’interpretazione delle sezioni istologiche anche tra patologi qualificati ed esperti: tali
risultati ci portano a confermare I’assenza di attendibilita del sistema di grading suggerito
da Ogilvie et al. (1996), nel quale consideravano il grado di differenziazione cellulare, il
pleomorfismo nucleare, la presenza di necrosi e la conta mitotica in 10 HPF, validi
parametri nel definire un grado istologico utile ai fini prognostici. Alla luce di cio, i
risultati da noi ottenuti che correlano il pattern di crescita capillare ad un grado di
pleomorfismo nucleare piu severo andrebbero interpretati con cautela, vista
I’insufficiente misura di agreement tra i patologi rilevata per la quantificazione del grado

di pleomorfismo nucleare.
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6. CONCLUSIONI

In conclusione, nessuno tra i marcatori immunoistochimici ed i parametri morfologici
indagati si ¢ rivelato un fattore prognostico attendibile nei soggetti affetti da
emangiosarcoma splenico nella nostra casistica, in accordo con quanto riportato in
letteratura (Goritz et al., 2013; Nobrega et al., 2019). L’espressione di VEGFR-2 ¢
risultata correlata al pattern di crescita capillare, sollevando 1’ipotesi di una possibile
strategia terapeutica, basata sull’utilizzo degli inibitori dei recettori tirosin-chinasici,
mirata ai soggetti con emangiosarcoma splenico caratterizzato da tale pattern di crescita.
Infine, il basso livello di agreement tra i patologi riscontrato in questo studio conferma
I’estrema variabilita morfologica dell’emangiosarcoma splenico, avvalorando 1’opinione
comune, tra gli studi presenti in letteratura, che I’emangiosarcoma splenico rappresenti

una sfida in Medicina Veterinaria tanto per i clinici quanto per i patologi.
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