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Capitolo 1 

INTRODUZIONE (1-1) 

 

L'oncologia riveste un ruolo di estrema rilevanza nella Medicina Veterinaria sia come 

branca a sè per la notevole incidenza delle neoplasie nei diversi settori e campi di 

applicazione, sia come modello di studio per vari tumori descritti anche in Medicina 

umana (Ravdin et al, 2007). 

Tra le varie specie domestiche,  a manifestare la più spiccata suscettibilità nei confronti 

di processi morbosi a carattere neoplastico è sicuramente quella canina nella quale i 

tumori delle ghiandole mammarie rivestono un ruolo di primo piano in modo particolare 

negli individui di sesso femminile e ciò in virtù soprattutto delle peculiarità endocrine e 

fisiologiche della sfera genitale (Engenvall et al, 2005). 

RICHIAMI DI FISIOLOGIA (1-2) 

Da un punto di vista riproduttivo, la cagna presenta un ciclo che si ripete con una sola 

manifestazione estrale (monoestrale) ogni sei mesi circa (stagionalità non rigida fatte 

salve alcune razze) ad ovulazione spontanea di multiple formazioni follicolari che cade 

di solito tra la fine del proestro (8-12 giorni, limiti 3-20) e l'inizio dell'estro (2-6 giorni, 

limiti 1- 10); ne consegue la formazione di  diversi corpi lutei che si mantengono attivi e 

secernenti per tutta la durata del diestro (2 mesi in caso di gravidanza, 3-4 mesi in coso 

di pseudociesi) indipendentemente dal fatto che si verifichi o meno la condizione 

gravidica (Mattheeuws et al, 2008). 

Il controllo del ciclo estrale è assicurato dall'asse Ipotalamo-Ipofisi-Ovaio a sua volta 
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regolato da stimoli sensoriali elaborati dalla corteccia cerebrale che attraverso il Sistema 

Dopaminergico di inibizione o stimolazione dell'Epifisi, con variazioni circadiane 

nell'increzione di Melatonina, determina tutti quei meccanismi neuroendocrini che 

comportano la produzione dei fattori di rilascio ipotalamici (GNRH, FSH-RH, LH-RH) 

che a loro volta determinano increzione ipofisaria di Follicolina (FSH, Follico-Stimuling 

Hormone) e Luteina (LH, Luteinising Hormone). La prima agisce sulle cellule della 

granulosa dei follicoli ovarici con conseguente sviluppo mitotico e disposizione su 

multistrati, antralizzazione e sintesi di Estradiolo che agisce dando luogo tanto a 

manifestazioni comportamentali (attenzione e accettazione nei confronti dei maschi) 

quanto a modificazioni anatomiche e funzionali del canale genitale (scoli utero-tubarici, 

iperplasia endometriale, cheratinizzazione vaginale). L'ormone luteinizzante interviene 

invece nei procesi di selezione e di atresia dei follicoli ovarici a livello dei quali 

determina trasformazione delle teche in senso secretivo con Scoppio dei follicoli maturi 

di Graaf, formazione e mantenimento del Corpo Luteo e produzione di Progesterone; 

quest'ultimo svolge un ruolo fondamentale nella depressione immunitaria ineludibile per 

il riconoscimento materno-fetale della gravidanza, nella quiescenza miometriale e 

nell'ispessimento dell'endometrio di cui potenzia l'attività ghiandolare. Mentre nelle altre 

specie è possibile distinguere un corpo luteo gravidico da uno ciclico (a seconda 

dell'avvenuta o meno gravidanza), nei canidi tali strutture sono indipendenti dalla 

fecondazione e mantengono la propria attività secretiva per tutto il periodo del diestro 

con e senza accoppiamento o gestazione. Nel momento in cui tale ormone raggiunge i 

massimi livelli (a circa un mese dall'ovulazione) comincia anche ad esercitare il suo 

�feed-back� positivo nei confronti della adenoipofisi per il rilascio di Prolattina, così 
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come in sede ghiandolare mammaria induce stimolazione in senso trofico e galattorroico 

(Doleiel et al, 2004) 

Ne risulta una condizione parafisiologica in cui in media due volte l'anno ogni soggetto 

intero o avente almeno un ovaio funzionante si ritrova sotto stimolazione progestinica  

per un periodo variabile tra i 60 ed i 120 giorni la qual cosa si associa ad increzione 

protratta di Prolattina con turgescenza delle dieci ghiandole mammarie (due toraciche, 

due addominali ed una inguinale per ciascuna catena) e galattorrea protratta senza 

adeguati trattamenti farmacologici (Riganti JC, 2001).   

CENNI DI ANATOMIA (1-3) 

Le ghiandole mammarie sono organi pari che nella cagna si estendono sulla linea 

ventrale del corpo dal torace all�inguine con una disposizione che permette di definire 

per ciascun lato in senso cranio-caudale due mammelle toraciche, distinte in craniale e 

caudale, due mammelle addominali, anch�esse divise in craniale e caudale e una 

inguinale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

In linea di massima si possono definire quattro componenti fondamentali di ciascuna 

Direzione del 
flusso dalle 
ghiandole 
mammarie ai 
linfonodi 
satelliti 

Linfonodo 
inguinale 

Linfonodo 
ascellare 

Figura numero 1 
Rappresentazione 
schematica delle 
mammelle e del 
drenaggio linfatico 
del cane 
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ghiandola e cioè il capezzolo con lo sbocco dei dotti papillari (in numero variabile da 6 a 

12), la cute ricca di ghiandole sebacee e glabra solo nell�areola, la tela sottocutanea in 

cui decorrono vasi e nervi ed il corpo ghiandolare. Dal punto di vista istologico ogni 

mammella è costituita dagli alveoli che rappresentano le unità secernenti e dal sistema 

duttale formato dai dotti intralobulari, interlobulari, lattiferi e della papilla. Gli alveoli 

risultano rivestiti da epitelio cubico semplice separato dalla membrana basale da cellule 

mioepiteliali fondamentali nello svuotamento degli acini ghiandolari. Da ciascun alveolo 

si dipartono i condotti alveolari rivestiti da epitelio cilindrico non secernente che 

convergono nei dotti lobulari rivestiti da epitelio pluristratificato e che drenano nei dotti 

interlobulari e successivamente in quelli lobari. Questi ultimi confluiscono nei dotti 

galattofori che terminano nella cisterna del latte.  

L�apporto ematico è assicurato dalle arterie toracica interna, intercostale ed epigastrica 

craniale per le mammelle toraciche ed addominali craniali, dalle arterie epigastrica 

caudale e pudenda esterna per le restanti ghiandole. Il drenaggio venoso è garantito dalle 

vene toraciche ed intercostali cranialmente e dalla pudenda posteriormente, mentre 

quello linfatico (Hansen NM, 2004) ha come prime stazioni i linfonodi ascellari e 

sternali craniali per le prime tre mammelle, quelli inguinali superficiali per le altre. Non 

sono descritte comunicazioni linfatiche controlaterali mentre esistono connessioni tra le 

mammelle toraciche e quelle addominali (Matos, 2006).  

EZIOPATOGENESI DELLE LESIONI MAMMARIE (1-4) 

Poichè anche nella specie canina è stata dimostrata la capacità delle cellule degli acini 

ghiandolari mammari di secernere sostanze ad azione GH-simile (Mol et al, 1995) a 

completamento di ogni ciclo estrale ciascuna catena mammaria subisce uno stimolo 
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proliferativo di rilevanza non trascurabile che può soggiacere alla trasformazione in 

senso maligno della stessa (Perrot-Applanat et al, 1985). Da questo punto di vista, 

mentre l'estradiolo sembra svolgere la propria azione direttamente sulla citogenetica 

cellulare mediante alterazioni genomiche dirette, il progesterone esercita effetti 

cumulativi di stimolo protratto iperplastico (Van garderen et al, 1999). Da un punto di 

vista puramente statistico, non si riscontrano sostanziali differenze tra le localizzazioni 

neoplastiche alle mammelle situate in posizione caudale (inguinale e addominali 

posteriore e anteriore) rispetto a quelle craniali (toraciche posteriore ed anteriore), 

mentre diversa risulta l'evoluzione del processo morboso anche in virtù delle stazioni 

linfatiche (Pereira et al, 2003) e dell'irrorazione.  

STATO DELL�ARTE DELL�ONCOLOGIA (1-5) 

Attualmente, l�attenzione degli oncologi è rivolta allo studio di molecole capaci di 

superare da un lato i limiti della chemioterapia tradizionale in fatto di specificità e 

selettività (Novosad, 2003), dall'altro le barriere temporali della diagnosi tardiva con 

tumori evidenziati spesso in fase di già avanzata diffusione (Owen, 1979). In tal senso si 

possono inquadrare le tre caratteristiche principali che un valido e moderno farmaco 

antineoplastico deve garantire: la citotossicità, la specificità e la selettività. 

Per citotossicità intendiamo la capacità di una determinata sostanza di indurre necrosi su 

precise linee cellulari (nello specifico cellule mammarie tumorali) sia �in vitro� che �in 

vivo�, tanto su tumori indotti quanto in quelli  spontanei; la specificità si può invece 

inquadrare come la caratteristica di captare ed interagire con strutture maligne fin dalle 

fasi iniziali della trasformazione neoplastica; la selettività rappresenta infine la 

possibilità che il farmaco in questione possa esprimere la sua azione esclusivamente su 
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cellule tumorali lasciando intatte tutte le altre sane presenti nell'organismo.   

In questa ottica, sia i tumori al seno della donna che i carcinomi mammari della cagna 

sono nella stragrande maggioranza dei casi ormono-attivi  (Riganti, 2001) e l�isolamento 

di proteine capaci di interagire coi recettori per estrogeni e progesterone (Elling et al, 

2004) presenti sulla membrana cellulare dei citotipi maligni, può rappresentare di grande 

ausilio nella diagnosi e nel trattamento di tali lesioni (Simon, 2008).  

E' oramai riconosciuta dalla bibliografia internazione l'ipotesi genetica come cardine 

eziopatogenetico dell'insorgenza tumorale (De Las Mulas et al, 2003); nella stragrande 

maggioranza di casi si verificano aberrazioni cromosomiche che soggiacciono alla 

trasformazione in senso cancerosa delle cellule (Bishop JM, 1987). Queste ultime a loro 

volta, grazie al mutato genoma, sono capaci di sintetizzare differenti fattori crescita 

(TGF, FGF2 ecc.), metaboliti ad azione neoangiogenetica (VEGF, Angiomedina, 

Endotelina) (Patel, 1997) così come sostanze (ne è un esempio la Metalloproteinasi) che 

permettono l'evasione dal sito primario e la diffusione organica del processo (Bagheri-

Yarmand et al, 2003; Evenson et al, 1993). Altri eventi vengono messi in atto in maniera 

differente a seconda delle linee cellulari coinvolte per by-passare i meccanismi difensivi 

dell'organismo (circoscrizione infiammatoria, sequenze antiangiogenetiche ecc.) ed in tal 

senso notevole rilevanza riveste il cosiddetto �sistema da distress ossidativo� (Arbiser et 

al, 2002); a causa della loro immaturità, le cellule neoplastiche possiedono dei corredi 

enzimatici incompleti o comunque scadenti e questo fa sì che risentano in maniera 

clamorosa dell'azione di enzimi comunemente presenti nei tessuti organici, le 

Superossidodismutasi (SOD), che trasformano i radicali liberi, prodotti del catabolismo 

cellulare e quindi molto abbondanti all'interno di strutture in intensa attività mitotica, in 
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perossido di idrogeno (Oberley et al, 2004, Tzu-Chao et al, 2007).  

 

LE SOD IN ONCOLOGIA (1-6) 

Numerosi tumori si caratterizzano per la produzione di isoforme modificate di SOD che 

entrano in gioco nei meccanismi autocrini di inibizione di crescita (Mancini et al, 1991) 

e recentemente una isoforma  estratta da coltura cellulare ottenuta da liposarcoma umano 

e caratterizzata da un atomo di manganese in posizione stechiometrica centrale (figura 

numero 1) ha mostrato sia �in vitro� che �in vivo� notevole potere citotossico (Mancini 

et al, 2006), oltre che potenzialità di selettività sia per il marcato tropismo per cellule 

sovraesprimenti determinati siti recettoriali, sia per la sua fisiologica presenza all'interno 

di tessuti sani dove interviene nel metabolismo e nel ricambio energetico intracellulare. 

Allo stato attuale delle conoscenze mediche, l'approccio alla patologia tumorale prevede 

l'utilizzo di protocolli terapeutici espletati somministrando sostanze ad azione 

antiblastica di diverissima natura (derivati della vinca, inibitori del fuso mitotico, 

anticorpi monoclonali di ultimissima generazione, antiangiogenetici, antimicrobici 

citostatici e così via) inoculati in genere in associazione (multichemioterapia) e/o 

combinati con agenti fisici anticancerosi (radiazioni, calore, laser ecc.); in ogni caso, 

l'azione viene esplicata in maniera non selettiva e tale condizione rappresenta fin dagli 

albori dell'oncologia il fattore limitante nelle strategie chemioterapiche messe in atto per 

fronteggiare la crescita afinalistica ed incontrollata delle neoplasie. La somministrazione 

di combinazioni di citostatici ed agenti fisici anticancerosi trova nella distruzione 

indifferenziata di tutte le strutture cellulari in attività mitotica la maggiore barriera ad un 

uso a pieno dosaggio che permetta il maggior indice possibile di riduzione volumetrica e 
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plastica delle masse tumorali. A tal proposito, una proteina non tossica per i tessuti 

organici e capace di esplicare il suo potere anticanceroso esclusivamente su precisi 

citotipi maligni come la rMnSod potrebbe ovviare almeno in linea potenziale e teorica ai 

succitati inconvenienti. 

LA rMnSOD (1-7) 

 

La Manganese Superossidodismutasi ricombinante si caratterizza per una struttura 

molecolare stechiometrica in cui l�atomo di Manganese occupa una posizione centrale 

come fattore differenziale rispetto ad altri enzimi dello stesso gruppo. 

Gli studi di farmacologia, effettuati prima della sperimentazione clinica della molecola 

sia �in vitro� su colture cellulari MCF-7 che �in vivo� su topini nudi tumore-indotti, 

hanno confermato che essa risulta citotossica solo per cellule cancerose sovraesprimenti 

recettori per estrogeni (Es+) e che la captazione del farmaco (dimostrata mediante 

marcatura con sostanze radio-emittenti) avviene anche in presenza di lesioni �in situ� 

(dimensoni inferiori a 3 mm) permettendo così diagnosi estremamente precoci (Mancini 

et al, 2007). Il meccanismo d'azione della proteina sembrerebbe riconducibile alla 

trasformazione dei radicali liberi, frutto del metabolismo cellulare, in perossido di 

idrogeno che in caso di carenza di enzimi come per esempio le catalisi che veicolano 

Figura numero 2 
Rappresentazione schematica della
Manganese Superossidodesmutasi 
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l'eccesso di tale sostanza in sede extracellulare indurrebbe necrosi. Questa azione si 

esplicherebbe in massima parte sulle cellule tumorali, caratterizzate da intensa attività 

cellulare (e quindi notevole produzione di radicali liberi) e da scarso corredo enzimatico 

(sono quindi incapaci di portare all'esterno l'H2O2 in eccesso), mentre lascerebbe 

pressocchè intatte le strutture normali (nelle quali peraltro le Sod sono normalmente 

presenti).  

 

Figura numero 3 - Analisi immunoistochimica di cellule tumorali (MCF-7) trattate con rMnSod. 

a- cellula tumorale non trattata; b- cellula trattata con rMnSod dopo un�ora; b1- cellula tumorale 

trattata con rMnSod dopo due ore; c- cellula tumorale trattata con rMnSod ed estadiolo; c1- cellula 

tumorale trattata solo con estradiolo. 

 

 

 

Gli studi di biodistribuzione eseguiti sulla rMnSod prima della sua sperimentazione 

clinica in animali padronali affetti da carcinomi ed adenocarcinomi mammari spontanei, 
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effettuati inoculando la proteina in animali da laboratorio affetti da carcinomi mammari 

indotti metastatici al polmone e previa marcatura della stessa con iodio radioattivo per 

determinarne l'entità e la sede di captazione, hanno messo in luce la notevole specificità 

della sostanza nel concentrarsi esclusivamente nei tessuti neoplastici lasciando 

praticamente inalterati gli altri.  

Nei test �in vitro� si è anche potuto dimostrare in maniera indiretta il ruolo centrale 

svolto dai recettori per estrogeni nell'assorbimento della proteina (De Las Mulas JM et 

al, 2005); due colture di MCF-7 sono infatti state poste in contatto con la rMnSod ed una 

è stata anche saturata con una quantità nota di estradiolo. In quest'ultima la captazione 

della molecola è risultata bassissima confermando l'ipotesi che il sito d'ingresso nelle 

cellule maligne sia rappresentato proprio da tali strutture e che di conseguenza la 

proteina stessa risulti efficace solo nelle forme Es+ (il meccanismo d'azione preciso non 

è ancora stato ben chiarito). Tale ulteriore ipotesi è stata avvalorata mettendo in contatto 

la sostanza con colture cellulari sensibili (nello specifico sempre MCF-7) e 

ipoteticamente non sensibili (MRC-5): mentre nelle prime si verificava un notevole 

aumento della concentrazione intracitoplasmatica di perossido di idrogeno con 

conseguente necrosi, nelle seconde i livelli di H2O2 rimanevano pressocchè inalterati. 
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Figura 4 � Immagini ottenute al microscopio confocale che mostrano la distribuzione della rMnSod 

nelle cellule cancerose MCF-7 pre (a) e post trattamento (b) con estradiolo; nella figura (d) è 
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mostrata una cellula MCF-7 controllo. Nelle figure (c) ed (e) sono mostrate le immagini 

contrastografiche. 

La biodistribuzione della molecola è stata valutata su topini nudi divisi in due gruppi di 

cui uno utilizzato come controllo formato da animali sani ed il secondo in cui i soggetti 

hanno ricevuto l'impianto intraperironeale di colture di adenocarcinoma ovarico umano; 

entrambi i gruppi sono stati trattati con rMnSod (4 µg di proteina radiomarcata in 

peritoneo), soppressi 3 ore dopo l'inoculazione e dissezionati. Tutti gli organi sono stati 

posti in gamma-camera per determinare l'entità di emissione di radiofarmaco. I risultati, 

estremamente soddisfacenti, parlavano di una captazione della molecola nelle masse 

neoplastiche superiore di circa 4-5 volte rispetto agli organi sani confermando la 

notevole specificità della proteina per i tessuti tumorali. 

La stadiazione di un tumore, così come il suo indice di assorbimento di una determinata 

proteina, possono essere messi in luce legando alla molecola stessa un radiofarmaco che 

funga da mezzo di contrasto e permetta di individuare la captazione della molecola e le 

eventuali lesioni metastatiche diffuse nell�organismo al momento della esecuzione di un 

esame scintigrafico o �PET� (So Won Oh et al, 2007).  

SCOPO DEL LAVORO (1-8) 

Scopo del presente lavoro è stato valutare l'efficacia clinica della Manganese 

SuperOssidoDismutasi estratta da coltura media di cellule pleiomorfe di liposarcoma 

umano ed ottenuta in forma ricombinante in Escherichia coli  (rMnSod) isolata presso i 

laboratori di biologia molecolare dell' �Istituto per lo Studio e la Cura dei Tumori� 

fondazione �Pascale� di Napoli da una �equipe� facente capo al Dottor Aldo Mancini. 

Tale studio, eseguito nel periodo 2003-2008 come frutto della collaborazione tra 
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l'Istituto per lo studio e la cura dei tumori, fondazione �Pascale� di Napoli e la sezione di 

Ostetricia e Ginecologia della Facoltà di Medicina Veterinaria di Napoli e tuttora in fase 

di ampliamento, si è posto l'obiettivo di valutare il possibile utilizzo della rMnSod sia 

come marker tumorale per diagnosi precoci  che come agente antineoplastico per tumori 

mammari canini Es+. In questo senso, l'uso della proteina è stato considerato anche 

come �carrier� per radiofarmaci e mezzi di contrasto per indagini diagnostiche e per 

sostanze beta-emittenti per trattamenti mirati �intralesionali� delle neoplasie. Lo studio 

si è dipanato su cagne di differente razza, peso ed età portate a visita presso 

l'ambulatorio di Ostetricia della Facoltà di Veterinaria di Napoli per la presenza di 

neoformazioni mammarie di aspetto, localizzazione ed istotipo diverso; il fulcro della 

ricerca è stato valutare attraverso acquisizioni di immagini tramite scintigrafia o PET-

TAC la captazione della sostanza radiomarcata nelle sedi neoplastiche e la conseguente 

possibilità di utilizzare la stessa nella diagnostica e terapeutica tumorale. Attualmente la 

sperimentazione si sta concentrando sull�utilizzo della proteina chimicamente legata a 

citostatici come il cisplatino da veicolare direttamente all�interno dei tumori mammari 

mentre ancora in fase embrionale è l�idea di usare la rMnSod nei mezzi di contrasto 

ecografici negli screening di massa per diagnosi precoci. In tal senso, la casistica ancora 

troppo limitata ci ha impedito di portare dati in merito ma auspichiamo la loro 

pubblicazione in un futuro prossimo.   
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Capitolo 2 
NEOPLASIE MAMMARIE NEL CANE (2-1) 

L�incidenza delle neoplasie mammarie varia notevolmente in Medicina Veterinaria e 

senza dubbio tra le specie domestiche il cane mostra la più spiccata tendenza a 

manifestare tumori alle mammelle, con un�incidenza circa tre volte superiore alla donna; 

almeno il 50% di tutti i tumori maligni della cagna sono localizzati alle ghiandole 

mammarie, che in questa specie offrono caratteristiche sia anatomiche che endocrine del 

tutto particolari. 

Le dieci mammelle della cagna (una inguinale, due addominali e due toraciche per ogni 

lato) sono delle ghiandole esocrine il cui parenchima presenta come unità fondamentale 

l�alveolo, rivestito da epitelio secernente che si continua in un dotto escretore costituito 

da epitelio semplice che tende a confluire con altri tubuli in quelle che sono le vie di 

escrezione fino alla cisterna del latte. Ogni alveolo ha intimi rapporti anatomici con 

fibrocellule muscolari lisce che intervengono nell�eiezione lattea. Lo stroma è dato da 

fasci di tessuto connettivo che occupa gli spazi interalveolari e interdettali. In ambito 

ultrastrutturale sia le cellule secernenti che quelle di rivestimento espongono sulla 

membrana plasmatici diversi siti recettoriali tra cui ricordiamo quelli per estrogeni 

(probabilmente implicati nella galattorrea post-partum) che quelli per progesterone (che 

invece intervengono nei meccanismi di trofismo ghiandolare e galattopoiesi prolattina-

indotta) (Nelson, 1974).  
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EZIOLOGIA DELLA PATOLOGIA NEOPLASTICA (2-2) 

Il cancro è un processo patologico complesso con un�eziologia multifattoriale ed il suo 

sviluppo è il risultato di un�azione spesso sincrona tra agenti fisici (come radiazioni 

ionizzanti), chimici (tutto il novero delle sostanze cosiddette cancerogene) e infettivi 

(virus portatori o attivatori di oncogeni); accanto a questi, un ruolo di prim�ordine è 

svolto da fattori endogeni  includenti cause genetiche, immunitarie, ormonali. Tutti 

questi agenti, agendo direttamente o indirettamente su strutture geniche responsabili del 

controllo del �turn-over� cellulare, inducono modificazioni del DNA che sono alla base 

della moltiplicazione incontrollata ed afinalistica dei citotipi maligni (Todorova, 2006).  

TEORIA GENETICA (2-3) 

Diverse sono le teorie proposte per spiegare la genetica della carginogenesi; da molti 

viene avanzata la teoria secondo la quale le mutazioni geniche sarebbero alla base della 

trasformazione delle cellule somatiche agendo direttamente sul controllo dell�attività 

mitotica (Jefford, 2006); secondo altri autori (Zavadil, 2004) differenti cause agendo 

simultaneamente sono responsabili di differenziazione atipica di alcuni cloni cellulari 

caratterizzati dalla distruzione dei meccanismi di controllo operato dall�organismo. 

Infine, una delle prime ipotesi avanzate riguardava la presenza in tutte le cellule di geni 

normali, definiti protooncogeni, che sarebbero attivati da fattori esterni e indurrebbero la 

malattia neoplastica (Spandidos, 1985). In realtà, più che interessare un gene �in toto� 

spesso le anomalie riguardano solo una frazione dell�Acido Disossiribonucleico che va 

incontro ad mutazione a seguito di alterazioni spontanee, di agenti infettivi o dell�azione 

di fattori multipli implicati nell�eziopatogenesi tumorale (Loeb, 2000). A dire il vero, 

non sempre è sufficiente una singola mutazione genica per indurre la trasformazione 
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cellulare essendo infatti dimostrata l�esistenza di geni (i cosiddetti �soppressori�) capaci 

di codificare proteine responsabili di �riparazioni� del materiale cromosomico alterato; 

tali strutture (tra cui ricordiamo il gene p-53) intervengono nell�indurre apoptosi delle 

cellule alterate  ma se la mutazione gnomica riguarda una delle loro sequenze 

aminoacidiche il risultato è una moltiplicazione incontrollata del clone interessato 

(Ghosh, 2005). Tale gene si è dimostrato responsabile della carcinogenesi mammaria 

tanto nell�uomo quanto nel cane (Wakui, 2001). Altri geni molto importanti sono i 

protooncogeni responsabili della sintesi del DNA, della crescita cellulare e della mitosi; 

tra essi un ruolo importante è rivestito dal p-185 dimostratosi implicato nel 

determinismo di tumori mammari canini a prognosi piuttosto sfavorevole (Schafer, 

1998). 

I fattori genetici implicano anche una ben distinta predispone di razza con elevata 

incidenza in Boxers, Golden Retrievers, Rottweilers, Boston Terriers, English Bulldogs, 

Cocker Spaniels (Cullen, 2002), mentre altre razze come Setter, Cocker e Terrier 

mostrano una spiccata tendenza a manifestare nello specifico neoplasie mammarie 

(Rodney, 2001).  

VIRUS ONCOGENI (2-4) 

Tra i fattori oncogeni esogeni ricordiamo anzitutto le cause infettive e in particolar modo 

quelle virali, comprendenti tanto DNA- quanto RNA-virus capaci di trasformare in senso 

neoplastico delle cellule infettate (Madewell, 1987). Nella fattispecie di cancro 

mammario sembrano maggiormente implicati i virus a DNA (Sourvinos, 2000), che 

hanno dimostrato di agire direttamente nell�attivazione dei protooncogeni. Ruolo di 

prim�ordine nella carginogenesi è anche svolto dagli agenti chimici che attraverso 
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meccanismi d�azione sia diretti che indiretti interferiscono col metabolismo cellulare 

inducendo la perdita di controllo mitotico (Wild, 1996); molte sostanze chimiche, 

normalmente presenti negli alimenti o nell�ambiente (nitrati/nitriti, idrocarburi aromatici, 

bifenili ecc.) sono capaci di danneggiare il DNA e conseguentemente di trasformare in 

senso maligno le cellule (Ames, 1990).  

AGENTI FISICI (2-5) 

Non si possono poi sottovalutare gli agenti cancerogeni fisici come le radiazioni distinte 

in ionizzanti, che sembrano agire alterando in maniera diretta il DNA e sopprimendo il 

potere dell�organismo di controllare il �turn-over� cellulare, e ultraviolette che invece 

causano cambiamenti nelle catene aminoacidiche alla base delle mutazioni gnomiche 

(Guzman, 2003); in linea generale, tali fattori oncogeni (comprendenti tanto raggi X 

quanto raggi γ) hanno un potenziale d�azione proporzionale alla dose e alla esposizione e 

inducono la sintesi di molecole altamente reattive come i radicali liberi che attraverso 

dispendio energetico sottraggono un elettrone all�O2 con formazione di radicali anionici 

responsabili del danno cromosomico (Biaglow, 1981). 

ANOMALIE CONGENITE ED IMMUNITARIE (2-6) 

Esistono anche dei cosiddetti fattori endogeni  che intervengono nel determinismo della 

patologia neoplastica e tra essi ricordiamo anzitutto i difetti genetici ereditari 

responsabili di tumori in animali giovani (Lloyd, 2005), ma anche tutte quelle condizioni 

che alterano i meccanismi della sorveglianza immunitaria, la capacità cioè 

dell�organismo di riconoscere cellule trasformate in senso cancerose e distruggerle. Tale 

caratteristica risulta deficitaria nei soggetti giovani o in quelli molto anziani o in pazienti 

che per patologie concomitanti mostrano riduzione della risposta immunitaria e che 
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manifesteranno un�elevata tendenza alla patologia neoplastica (Rosenthal, 1998).  

 

NEOPLASIE ORMONO-INDOTTE (2-7) 

Nonostante l�eziologia precisa delle neoplasie mammarie sia ancora in gran parte 

sconosciuta e numerosi siano i fattori che da tempo vengono additati essere responsabili 

della patogenesi e dell�evoluzione del processo canceroso (Schneider, 1969), è ormai 

accertato dalla bibliografia internazionale il ruolo centrale svolto dalla stimolazione 

ormonale operata soprattutto da estrogeni e progesterone  sul determinismo 

dell�iperplasia e della successiva trasformazione in senso canceroso del tessuto 

ghiandolare delle mammelle (Rodney, 2001). È dimostrata la possibilità delle cellule 

epiteliali degli alveoli mammari di produrre GH sotto induzione progestinica e tale 

capacità è enfatizzata nelle fasi di maggiore stimolazione con P4 come avviene in 

diestro. Il fatto che la produzione di somatomedina fosse associato con aree locali di 

iperplasia epiteliale lascia intuire un meccanismo autocrino o paracrino nella 

stimolazione tumorale (Van Garderen, 1997). D�altro canto, la produzione P4-indotta di 

GH in ambito mammario è stata ampiamente accertata con differenti metodiche 

sperimentali tra cui la stimolazione di cagne sterilizzate con progestinici esogeni o 

l�esecuzione di mastectomia totale per ridurre i livelli ormonali mammari (Selman, 

1994). In studi precedenti era stata dimostrata la differente espressione dei siti di 

produzione �in loco� di fattore di crescita e la differente entità di stimolazione tra il 

tessuto normale e quello neoplastico (Fernig, 1991).  

RECETTORI ORMONALI (2-8) 

Parallelamente, è ormai comprovata la presenza di siti recettoriali mammari capaci di 
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interagire con il progesterone endogeno o i progestinici esogeni (Jammes, 1991); in 

particolar modo, è stato visto che circa il 60% dei tumori mammari maligni espongono 

recettori per estrogeni, più del 30% recettori per i progestinici e circa il 20% recettori per 

androgeni. Il numero dei siti, ma anche e soprattutto la loro distribuzione riveste un 

ruolo fondamentale nella differenziazione tra tumori benigni e maligni e tra tumori poco 

e molto invasivi (Ruttemann, 1988). Che la stimolazione ormonale abbia una importanza 

non trascurabile nel cancro della ghiandola mammaria è comprovato da studi 

epidemiologici in cui il rischio è proporzionalmente più basso man mano che più 

precocemente avviene la sterilizzazione fino a giungere ad una percentuale quasi nulla 

negli individui neutralizzati ancora impuberi (Sorenmo, 2003). 

In ogni caso, un ruolo fondamentale nella crescita �in vivo� di cellule cancerose 

mammarie è svolto dall�Ormone di rilascio delle gonadotropine (Lombardi, 1999) come 

confermato da un recente studio che utilizzava un agonista del GNRH che ha dimostrato 

di avere la capacità di bloccare �in vitro� la crescita di colture cellulari ottenute da 

neoplasie mammarie (Pagnini, 2002). D�altro canto, è ampiamente documentata anche la 

sovraespressione di estrogeno recettori (ER) in molte delle lesioni a carattere neoplastico 

della ghiandola mammaria (MacEwen, 1982); in questa ottica, è possibile distinguere 

due isoforme recettoriali distinte in ERα ed ERβ di cui la prima sembra essere presente 

in proporzioni pressappoco uguali tanto nelle neoplasie benigne che in quelle maligne, 

mentre la seconda eccede nelle forme invasive e a carattere misto da un punto di vista 

istologico (De Las Mulas, 2004). Allo stesso modo, esiste una netta differenza 

nell�espressione di Erα tra le forme carcinomatose a media invasività e quelle (come il 

carcinoma infiammatorio) caratterizzate da notevole aggressività cellulare che mostrano 
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una scarsissima espressione recettoriale probabilmente in virtù della marcata 

dedifferenziazione e immaturità dei cloni coinvolti (Lllera, 2006). In ogni caso, nella 

maggioranza dei tumori mammari canini si assiste ad una simultaneità di differenti siti 

recettoriali sovraespressi contemporaneamente ed in misura pressappoco uguale tra 

estrogeno-cettori, progestinico-cettori e androgeno-cettori (Elling, 2004). Sempre ben 

documentata è la presenza, in associazione coi recettori per estrogeni, di siti per il 

Fattore Epidermico di Crescita (EGFR) nelle forme a maggiore invasività. Esiste in ogni 

caso una sovraespressione recettoriale che è tanto minore quanto più alto è il grado di 

dedifferenziazione cellulare (Nerukar, 2006) come mostrato negli schemi di seguito 

esposti. 

Normal or Neoplastic Mammary cell

PRL-R
PR

ER

Steroid and Peptide Hormone or 
Growth Factors

High Affinity Binding 

Receptor Sites

EGF-R

Benign and Malignant Cells
 

Canine Mammary Tumor

Differentiated 
Mammary Carcinoma

Undifferentiated 
Mammary Carcinoma 

ER

ARPRL-R

EGF-R

Many receptor 
sites

Few receptor sites

ERPR

 

 

 

ISTOLOGIA E CLASSIFICAZIONE (2-9) 

Numerose sono le neoplasie che possono coinvolgere il tessuto mammario (klein, 1989), 

sia come localizzazione primaria che come sede metastatica secondaria (Rutteman, 

2001); notevole polimorfismo è offerto anche dai caratteri di malignità ed invasività 

delle stesse (Sarli et al, 2002). Mentre nell�uomo è riconosciuta la tendenza delle 

neoplasie del seno a manifestare caratteri di benignità, nel cane a fronte di rare forme 

Figura numero 5 
Rappresentazione schematica dell�espressione recettoriale in cellule
carcinomatose mammarie 
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benigne (di solito papillomi, lipomi, fibromi, leiomiomi), nella maggior parte dei casi i 

tumori mammari mostrano evidenti segni citopatologici ed eziopatogenetici di malignità 

(Hahn, 1992) tanto nelle forme di origine epiteliale (carcinomi ed adenocarcinomi, 

epiteliomi, mioepiteliomi) quanto in quelle mesenchimali (sarcomi, liposarcomi, 

leiomiosarcomi) o linfopoietiche (linfomi) (Misdorp, 2002, Dorè, 2003, Benjamin, 

1999).  

L�istologia delle neoformazioni mammarie canine è alquanto complessa essendo spesso 

contemporanea la presenza di due o più cloni di cellule atipiche. In un recente studio del 

2003 (Ferreira, 2003) è stata proposta una classificazione che metteva in rapporto le 

linee cellulari ed i tessuti coinvolti con la nomenclatura anatomopatologica dei tumori 

alla mammella.  

 

 



 25

 

Fig. 2. Mammary gland; dog. Epithelial cells from normal acini do not express COX-2. Avidin�biotin�peroxidase complex 
method, Gill's hematoxylin counterstain. Bar = 35 µm.  
Fig. 3. Mammary gland; dog. Adenoma. Neoplastic epithelial cells display a weak diffuse cytoplasmic COX-2 
immunostaining. Avidin�biotin�peroxidase complex method, Gill's hematoxylin counterstain. Bar = 35 µm.  
Fig. 4. Mammary gland; dog. Adenocarcinoma. Moderate to intense COX-2 immunoreactivity is found in the cytoplasm of 
neoplastic eipthelial cells. Avidin�biotin�peroxidase complex method, Gill's hematoxylin counterstain. Bar = 70 µm.  
Fig. 5. Mammary gland; dog. Adenocarcinoma. Intense COX-2 immunoreactivity is found in the cytoplasm of neoplastic 
epithelial cells. Avidin�biotin�peroxidase complex method, Gill's hematoxylin counterstain. Bar = 35 µm.  
Fig. 6. Mammary gland; dog. Adenocarcinoma. Fusiform cells bordering an area of necrosis are intensely COX-2 positive. 
Avidin�biotin�peroxidase complex method, Gill's hematoxylin counterstain. Bar = 70 µm.  
Fig. 7. Mammary gland; dog. Adenocarcinoma. COX-2 expression is present in myoepithelial cells of some tumors. Avidin�
biotin�peroxidase complex method, Gill's hematoxylin counterstain. Bar = 35 µm. 
 

In linea di massima i tumori mammari canini possono inquadrarsi in quattro tipi 

fondamentali a seconda dei fattori prognostici (benigni e maligni) e del tessuto d�origine 

interessato dal processo morboso; ne risulta una situazione che possiamo 

convenzionalmente riassumere come in tabella di seguito mostrata: 

Figura numero 6 
1- Cellule epiteliali mammarie normali ottenute da acini ghiandolari non alterati; 
2- Adenoma mammario con cellule neoplastiche disposte con leggera reazione citoplasmatica; 
3- Adenocarcinoma mammario, reazione cellulare moderata-lieve; 
4- Adenocarcinoma mammario con reazione cellulare intensa; 
5- Adenocarcinoma mammario con cellule fusiformi e aree di necrosi; 
6- Adenocarcinoma mammario misto a mio-epitelioma 
 

1 2 

3 4 

5 6 
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Table 1 : Histopathological diagnosis of 150 canine  

 mammary tumors  
 

 

                Type of tumor Percentage 
Malignant tumors  

  Complex carcinoma 12.2 
         Simple carcinoma   12.8   
         Tubulopapillary carcinoma 24.3 
         Solid carcinoma     10.1 
         Anaplastic carcinoma        2.7   
Special types of carcinomas  

  Spindle cell carcinoma     1.4 
  Squamous cell carcinoma     0.7 

Sarcoma  
  Fibrosarcoma       1.4 
  Osteosarcoma       1.4 
  Carcinosarcoma       0.7 

Benign Tumors  
  Adenoma        0.7 
  Simple adenoma       2.1 
  Complex adenoma    13.5 
  Basaloid adenoma      0.7 
  Fibroadenoma       1.4 
  Low-cellularity fibroadenoma   0.7   
  High-cellularity fibroadenom    2.1 
  Benign mixed tumor            10.8 

 

È evidente la differente percentuale di incidenza delle singole forme tumorali. 

Nonostante la predominanza di tipologie maligne, i tumori mammari canini raramente, a 

differenza di quanto avviene nel gatto, mostrano evidenti segni di aggressività (Page, 

2001) ed invasività (intese come tendenza a baipassare la circoscrizione imposta dalla 

reazione infiammatoria dell'organismo e a condurre a prognosi infausta nel brevissimo 

periodo) (Philibert, 2003); in ordine statistico di incidenza, la localizzazione delle lesioni 

metastatiche avviene al polmone, ai linfonodi mediastinici, al rene, al fegato, alla milza, 

alle ossa (Funakoshi, 2000). Meno frequenti sono le lesioni nervose, enteriche, genitali, 

Tabella numero 1 
Incidenza di differenti tipi di tumore mammario diagnosticati in 150 cani 
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surrenaliche (Tiemessen, 1989). 

Caratteristica delle cellule carcinomatose mammarie, come confermato da studi di 

comprovata validità scientifica (Elling et al, 2004; Shao, Brown, 2004; Nieto et al, 

2000;), è la tendenza a sovraesprimere recettori per estrogeni e progestinici ipotizzandosi 

un'azione trasformativa per i primi,  proliferativa per gli altri. Questa ed altre condizioni 

rendono evidenti  le similitudini con l�oncologia umana sia in termini eziopatogenetici 

(induzione ormono-attiva e neoangiogenesi) (Mol et al, 1995;), che evolutivi (metastasi 

polmonari e linfoascellari/mediastiniche)  (Tiemessen, 1989; Pereira et al, 2003), 

stimolando ricerche parallele uomo/cane di protocolli farmacologici utilizabili tanto 

nella diagnostica quanto nella terapia (Cadieu, Ostander, 2007). 
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Capitolo 3 
MATERIALI E METODI (3-1) 
 
 

La ricerca è stata condotta su dodici cagne di età compresa tra 6 e 14 anni, appartenenti a 

differenti razze e di peso compreso tra 4 e 30 kg, tutte presentate a visita presso 

l�ambulatorio della sezione ostetrico-ginecologica del Dipartimento di Scienze Cliniche 

Veterinarie della Facoltà di Napoli per la presenza di neoformazioni mammarie di 

dimensioni e localizzazione variabili.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura numero 7 
Tumore mammario in una cagna 

Figura numero 8 
Tumore mammario in una cagna 
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Ciascuna cagna è stata sottoposta ad esame clinico completo con particolare riferimento 

alle ghiandole mammarie e �screening� ematologico, comprendente esame 

emocromocitometrico completo con formula, profilo ematochimico completo con 

determinazione anche di LDH e isoenzimi, Fosfatasi Alcalina, Calcemia; per 

l�inquadramento diagnostico, ogni soggetto è stato sottoposto  ad agoaspirato delle 

lesioni mammarie (Ferreira et al, 2003), indagine ultrasonografica transaddominale con 

sonde lineari da 7,5 mHz (Kaser-Hotz, 2005), valutazioni X-grafiche del torace in tripla 

proiezione (latero-laterale destra e sinistra, ventro-dorsale) (McCullock, 2006).  

Per uniformare gli esperimenti alla fase anaestrale e di conseguenza ridurre al minimo 

l'interazione coi siti recettoriali della proteina in esame degli estrogeni endogeni, i 

soggetti non sterilizzati aventi ovaie funzionalmente attive sono stati sottoposti ad 

indagine colpocitologica con prelievo vaginale di tampone non sterile, rotolamento su 

vetrino, colorazione con Hema-Color e lettura con microscopio ottico a 100x (Marti JA, 

2002) e profilo ormonale attraverso la determinazione del Progesterone  e dell'Estradiolo 

ematici mediante test immunoenzimatico per competizione associato a rilevazione in 

fluorescenza (ELFA).  

Nei pazienti in cui lo �staging� diagnostico routinario ha messo in luce il sospetto di 

lesioni secondarie in sede diversa da quella mammaria (Inoue, 1999) per il quale è stato 

richiesto un approfondimento cito-istologico delle stesse tramite punture esplorative, si è 

proceduto a biopsia ecoguidata delle summenzionate formazioni previo profilo 

coagulativo e sedazione  (Medetomidina 10 µg/kg im, �Domitor, 1mg/1ml�, Ketamina 

Hcl 1 mg/kg im, �Ketavet 100, 100mg/1ml�). 
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CASI CLINICI (3-2) 

Nella tabella di seguito mostrata vengono brevemente riassunti i pazienti arruolati per 

questo studio. 

Razza  Peso  Età  Mammelle 
interessate 

Aspetto delle 
lesioni 

Meticcio  20 kg 11 anni Intera catena 
destra 

Noduli di 
dimensioni 
variabili 

Pastore tedesco 25 kg 12 anni Addominale 
craniale sinistra 

Neoformazione 
voluminosa ben 
circoscritta 

Boxer  25 kg 10 anni Inguinale destra Nodulo di 
medie 
dimensioni 

York shire 5 kg 10 anni Toracica 
caudale destra 

Piastrone 
ulcerato 

York shire 4 kg 9 anni Intera catena 
sinistra 

Noduli 
disseminati 

Pit bull 30 kg 10 anni Inguinale 
sinistra 

Piastrone 
ulcerato 

Barboncino  3 kg 11 anni Addominale 
craniale destra 

Nodulo a 
carattere 
racimoso 

Bolognese  4 kg 12 anni Inguinale 
sinistra 

Nodulo 
bozzellato 

Meticcio  15 kg 14 anni Toracica 
craniale destra 

Neoformazione 
voluminosa 

Bretone  10 kg 6 anni Toracica 
caudale destra 

Nodulo 
circoscritto 

Meticcio  8 kg 13 anni Toracica 
craniale sinistra 

Piastrone 
ulcerato 

Volpino  4 kg 12 anni Toracica 
caudale sinistra 

Nodulo di 
medie 
dimensioni 

 

 

 

 

Tabella numero 2 
Casi clinici  
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FASE DI SPERIMENTAZIONE (3-3) 

L'uso della proteina e le metodiche diagnostiche messe in atto per valutarne l'efficacia si 

sono dipanate in due periodi successivi e con modalità e finalità differenti. 

Nella prima fase di sperimentazione (periodo Settembre 2005 � Dicembre 2006), i 

soggetti presi in esame (sei) sono stati sottoposti a valutazioni scintigrafiche 

(Schellingerhout, 2002) eseguite con apparecchiature di Medicina Nucleare presso 

l'Istituto per lo Studio e la Cura dei Tumori Fondazione �Pascale� di Napoli. 

L'acquisizione delle immagini è avvenuta a 3 e 24 ore dopo inoculazione endovenosa di 

30  µg di rMnSod marcata con 500 µCi di Iodio I-131 nella vena cefalica per valutare 

tanto l'entità quanto la sede di captazione della proteina. 

I pazienti sono stati sedati con inoculazione intramuscolare di Medetomidina (Domitor, 

Pfizer, 1mg/1ml, 10 µg/kg) e posti in decubito laterale destro sul lettino dell'apparecchio. 

Alla fine dell'esperimento (la durata media dei test è stata di circa 30 minuti) i soggetti 

sono stati antagonizzati con Atipamezolo (Antisedan, Pfizer, 1mg/1ml, 10 µg/kg im). 

Successivamente si è proceduto a valutazioni terapeutiche e farmacodinamiche della 

rMnSod ed i pazienti in esame sono stati sottoposti a trattamento farmacologico 

giornaliero con 1 mg/die di proteina tal quale inoculata per via endovenosa per dieci 

giorni, sottocutanea per i dieci giorni successivi e intralesionale nell'ultima decade. A 

scadenza settimanale i soggetti venivano sottoposti a �screening� ematologici completi 

comprendenti esame emocromocitometrico con formula leucocitaria, profilo biochimico 

(GOT, GPT, GLU, BUN, CREA), protidogramma con elettroforesi, �staging� 

diagnostici per immagini comprendenti anche esami color doppler per la valutazione 

della vascolarizzazione neoplastica, misurazione delle masse tumorali. 
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Il secondo periodo di studio si è articolato nel biennio Gennaio 2007 � Agosto 2008 ed 

ha compreso sei cagne sottoposte ad indagine PET-TAC  presso il reparto di Medicina 

Nucleare dell'Istituto per lo Studio e la Cura dei Tumori Fondazione �Pascale� di Napoli 

(Herschman, 2003). L'acquisizione delle immagini è avvenuta attraverso un tomografo 

PET-TAC Siemens Ecat 2D con ricostruzione nei piani ortogonali ed un numero di 

�bed-step� sufficiente a ricoprire l'intera superficie corporea del paziente (in genere sono 

risultati sufficienti 3 �lettini� per animali di peso inferiore a 5 kg, 4 per soggetti fino a 20 

kg, 5 per i pazienti più grandi). 

In questo caso le immagini sono state acquisite in una sola ricostruzione ottenuta 3 ore 

dopo inoculazione endovenosa di 30  µg di rMnSod marcata con 500 µCi di Gallio  

68Ga.  

Anche in questi casi i test sono stati effettuati previa sedazione dei pazienti (10 µg/kg im 

di Medetomidina, �Domitor, 1mg/1ml�) che venivano successivamente posti in decubito 

laterale destro; alla fine dell'esperimento i soggetti venivano antagonizzati con 

Atipamezolo (10 µg/kg im, �Antisedan, 1mg/1ml�). 

I soggetti inseriti in questo secondo gruppo, per i quali non è stato previsto l'utilizzo 

terapeutico della proteina, una volta effettuati i test e completato lo �staging� 

diagnostico, sono stati sottoposti a chirurgia radicale mediante intervento di mastectomia 

totale monolaterale nei casi in cui le lesioni tumorali erano localizzate in una sola catena 

mammaria, bilaterale nelle altre evenienze (Novosad, 2003). In entrambe le circostanze, 

si è proceduto a premedicazione sottocutanea con Atropina solfato (0,025 mg/kg), 

sedazione intramuscolare con miscela di Tramadolo (�Contramal�, 50mg/1ml, 3mg/kg), 

Medetomidina (�Domitor�, 1mg/1ml, 15 µg/kg), Ketamina cloridrato (�Ketavet 100�, 
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100mg/1ml, 1mg/kg), induzione endovenosa con Propofolo (�Rapinovet�, 10mg/1ml, 

4mg/kg) e mantenimento con miscela di Ossigeno e Isofluorano al 2% (Sarrau, 2007). 

Successivamente le masse asportate sono state trasferite senza liquidi di conservazione 

presso la sezione di Anatomia Patologica della Facoltà di Medicina Veterinaria di Napoli 

e sottoposte ad indagini istologiche, immunoistochimiche e biomolecolari. 

In un paziente in cui sono state evidenziate lesioni infiltrative alla milza in 

contemporanea all�intervento di mastectomia è stata eseguita una splenectomia (Hoektra, 

1988) per poi trasferire l�organo escisso presso il reparto di anatomia patologica della 

facoltà dove è stato sottoposto ad indagini istologiche ed immunoistochimiche. 
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Capitolo 4 
RISULTATI E DISCUSSIONE (4-1) 
 
 

I soggetti selezionati per questo studio hanno tutti soddisfatto le caratteristiche prescelte; 

ciascuno dei pazienti all'esame clinico ha mostrato condizioni generali da buone ad 

ottimali per l'esecuzione della ricerca ed anche i profili biochimici e 

emocromocitometrici non sono risultati discordanti rispetto ai  �range� di normalità.  

ESAMI DIAGNOSTICI (4-2) 

La valutazione citologica degli aspirati mammari, oltre a confermare la natura 

neoplastica delle lesioni ha reso possibile la selezione delle forme tumorali ritenute 

sovraesprimenti Estrogeno-cettori (forme Es+); in particolar modo, per cinque pazienti è 

stata emessa diagnosi di carcinoma (proliferazione monoclonale caratterizzata da 

anisocitosi e anisocariasi di cellule immature di origine esclusivamente epiteliale), 

mentre per i restanti sette soggetti si è trattato di adenocarcinomi (in tre casi forme 

duttali, in due  papillare-cistico, negli ultimi due forme miste a mioepitelioma). 

 

 

 

Figura numero 9 
Esame microscopico ottenuto da 
agoaspirato mammario 
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STAGING DIAGNOSTICO (4-3) 

Lo �staging� diagnostico di base ha messo in luce in due casi lesioni proliferative di 

presunta origine metastatica in ambito polmonare, in altri due casi infiltrazioni 

proliferative in sede epatica poi cito-istologicamente confermate come lesioni secondarie 

ai tumori mammari, in un altro caso un nodulo alla milza che poi all'indagine 

anatomopatologica (previa splenectomia) è risultato di natura cancerosa e metastatica; in 

tutti gli altri pazienti non si sono rivelate diffusioni sistemiche del processo morboso. 

Nella tabella numero 3 di seguito elencata vengono brevemente riassunti i risultati 

dell�inquadramento diagnostico. Per ogni caso clinico è stato indicato un riassunto del 

segnalamento del soggetto, il tipo e la localizzazione della neoplasia e le eventuali 

lesioni metastatiche con la metodica utilizzata per metterle in evidenza. 
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Paziente  Neoplasia   Sede  Lesioni 
secondarie 

Metodica  

Meticcio 20 kg, 
11 anni 

Carcinoma T3 Catena 
mammaria 
destra 

Infiltrazioni 
epatiche 

Ecografia  

Pastore 
tedesco, 25 kg, 
12 anni 

Carcinoma T3 Addominale 
sinistra 

Noduli 
polmonari 

Radiografia  

Boxer, 25 kg, 
10 anni 

Adenocarcinoma 
misto 

Inguinale destra Non evidenti  

York shire, 5 
kg, 10 anni 

Carcinoma 
indifferenziato 

Toracica destra Non evidenti  

York shire, 4 
kg, 9 anni 

Carcinoma 
infiammatorio 

Catena 
mammaria 
sinistra 

Infiltrazioni 
polmonari 

Radiografia  

Pit bull, 30 kg, 
10 anni 

Adenocarcinoma 
T2 

Inguinale 
sinistra 

Non evidenti  

Barboncino 3 
kg, 11 anni 

Carcinoma T2 Addominale 
craniale destra 

Nodulo 
splenico 

Ecografia  

Bolognese 4 
kg, 12 anni 

Carcinoma T1 Inguinale 
sinistra 

Non evidenti  

Meticcio 15 kg, 
14 anni 

Carcinoma 
anaplastico 

Toracica 
craniale destra 

Infiltrazioni 
epatiche 

Ecografia  

Bretone 10 kg, 
6 anni 

Carcinoma 
duttale 

Toracica 
caudale destra 

Non evidenti  

Meticcio 8 kg, 
13 anni  

Adenocarcinoma 
T3 

Toracica 
craniale sinistra 

Non evidenti  

Volpino 4 kg, 
12 anni 

Carcinoma 
anaplastico 

Toracica 
caudale sinistra 

Non evidenti  

 

 

RISULTATI ESPERIMENTI (4-4) 

Tutti gli esperimenti hanno permesso di mettere in risalto la concentrazone della 

sostanza nei siti tumorali e nelle lesioni metastatiche. 

 

 

 

Tabella numero 3 
Risultati delle indagini di diagnosi e stadiazioni delle neoplasie mammarie 
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Figura numero 10 

Risultato di una PET-TAC con rMnSod marcata con Gallio radioattivo 

E' evidente la captazione mammaria (T) ed epatica (L), oltre alla filtrazione in sede renale (K) 

Il soggetto in esame presentava una diffusa infiltrazione epatica da lesioni neoplastiche secondarie ai 

tumori mammari 
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Figura numero 11 

Particolari della catena mammaria del soggetto dell�immagine precedente in cui viene mostrata la 

captazione nei diversi noduli cancerosa della catena mammaria. Nella terza scansione un singolo tumore 

con le concamerazioni frutto dei differenti siti di deposito della proteina 
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Figura numero 12 

Particolari che mettono in evidenza la concentrazione della proteina nelle sedi neoplastiche. Anche in 

questo caso l�emissione dalle neoformazione è molto marcata. 
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Figura numero 13 

Un�altra scansione PET-TAC che mette in evidenza la captazione della proteina marcata in ambito 

mammario. Il tumore alla ghiandola addominale caudale è ben evidente per la concentrazione di 

radiofarmaco 
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Figura numero 14 

In queste scansioni vengono mostrate in alto il �total-body� del soggetto che mette in evidenza la 

captazione a livello della neoplasia localizzata alla mammella toracica craniale, al centro il particolare 

dell�intera catena mammaria col focolaio tumorale ben in luce e in basso le concamerazioni coinvolgenti 

il singolo tumore 
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Figura numero 15 

Acquisizioni scintigrafiche ottenute 3 e 24 ore dopo inoculazione endovenosa di rMnSod radiomarcata 

con Iodio 131. E� ben evidente la lesione tumorale (T) 

 

 

 

 

 

 

 

 

In entrambi i gruppi, le immagini ottenute hanno mostrato l�entità di captazione della 

proteina radiomarcata; nelle valutazioni scintigrafiche eseguite 3 ore dopo la 

somministrazione del farmaco mettevano fortemente in risalto le masse tumorali in cui si 

concentrava la rMnSod radiomarcata. In un soggetto con forte sospetto di metastasi 

polmonare è stata messa in evidenza una formazione rotondeggiante nell'emitorace 

destro a forte radio-emissione.  

Dato il basso peso molecolare della proteina, l'unico inconveniente delle prime scansioni 
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scintigrafiche è stata la filtrazione glomerulare con conseguente accumulo in vescica di 

sostanza, mentre scarsa è risultata la captazione a livello degli altri organi addominali 

(stomaco, intestino, fegato).  

RISULTATI PRIMO PERIODO SPERIMENTALE (4-5) 

La concentrazione della rMnSod nelle masse tumorali sia mammarie che metastatiche 

(laddove presenti) si è dimostrata elevata anche nelle immagini di Medicina Nucleare 

ottenute 24 ore dopo l'inoculazione endovenosa. In questo caso è fortemente diminuita 

l'emissione di radioisotopi dalla sede vescicale e ciò lascia intuire che l'escrezione 

urinaria del farmaco avviene in massima parte nelle primissime ore dopo la 

somministrazione (almeno per quanto riguarda la via endovenosa).  

Come accennato, tutti i pazienti di questo gruppo sono stati successivamente sottoposti 

ad un protocollo terapeutico sperimentale con somministrazione giornaliera di 1 mg di 

proteina tal quale secondo un piano che ha previsto infusione endovenosa per dieci 

giorni, sottocutanea per altri dieci giorni e intralesionale (per via ecoguidata) nell'ultima 

decade. Durante questo periodo i soggetti sono stati monitorati a scadenza settimanale 

sia per quanto riguardava le condizioni fisiche generali, che sotto l'aspetto meramente 

oncologico mediante misurazioni e valutazioni eco-color-doppler delle masse tumorali 

mammarie.  

In nessuno dei pazienti trattati si sono verificati effetti collaterali o comunque reazioni 

avverse; dal punto di vista clinico non si è registrata alcuna alterazione riferibile in sede 

anamnestica né variazioni delle grandi funzioni organiche, così come le determinazioni 

ematologiche riguardanti l'esame emocromocitometrico ed il profilo biochimico non 

hanno messo in risalto anomalie di sorta. La risposta alla terapia delle masse mammarie 
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è stata invece chiara e soddisfacente. Ciascuna neoplasia come detto è stata sottoposta a 

scadenza settimanale a misurazioni dei differenti diametri che in tutti i casi hanno 

mostrato progressiva riduzione con una velocità media di circa 4 mm a settimana. 

Attraverso l'uso del color-doppler, l'ecografia delle lesioni ha permesso di evidenziare la 

dinamica della citotossicità della rMnSod con formazione di multipli focolai necrotici 

tendenti gradualmente alla confluenza; ciò si è associato anche ad ulcerazione 

superficiale dei tumori con evidenti segni di necrosi colliquativa nell'ambito del tessuto 

neoformato, che ha indotto i clinici a sottoporre tutti i pazienti alla fine del trattamento a 

pulizia chirurgica mediante mastectomia radicale. 

Limiti strumentali hanno impedito in corso di trattamento il monitoraggio delle presunte 

metastasi, mentre la loro evoluzione successiva è stata valutata attraverso routinarie 

metodiche per immagini come radiografie in tripla proiezione del torace ed in alcuni casi 

esame TAC. In tal senso, il �follow up� ha dato esiti contrastanti; mentre in un soggetto 

infatti si è registrata una parziale riduzione volumetrica della lesione polmonare che è 

successivamente rimasta quiescente ed il paziente gode a tutt'oggi di ottima di salute, 

negli altri casi (una presunta metastasi polmonare e due cagne con infiltrazioni epatiche) 

dopo un periodo iniziale di risposta positiva si è verificata (in media un mese circa dopo 

l'interruzione del trattamento) ripresa di crescita con decadimento delle condizioni 

generali. Tutti i pazienti di questo gruppo sono stati sottoposti a controllo scintigrafico 

ad un anno di distanza seguendo le stesse metodiche precedentemente riportate e tale 

valutazione in �Follow-up� ha messo in luce, nei soggetti che hanno risposto in maniera 

ottimale al trattamento, una riduzione di radioemittenza nelle sedi metastatiche. 
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RISULTATI SECONDO PERIODO SPERIMENTALE (4-6) 

Risposte molto simili in linea di massa si sono avute nei pazienti per i quali le 

valutazioni di biodistribuzione  della proteina sono state effettuate mediante indagini 

PET-TAC con una sola acquisizione a 3 ore di distanza dalla somministrazione; in questi 

casi la concentrazione di gallio radioattivo legato a rMnSod comportava una 

radioemissione dai siti neoplastici Es+ mammari e secondari che risultava circa quattro 

volte superiore a quella che veniva emessa dai tessuti sani. Inoltre, la tomografia ad 

emissione di positroni permetteva, presumibilmente a seconda della distribuzione dei 

recettori per estrogeni, di scansionare le differenti masse tumorali e nell'ambito di quelle 

aventi dimensioni maggiori, sedi con differente entità di accumulo della sostanza. 

Un paziente con imponente infiltrazione epatica e forte captazione della radioproteina in 

questa sede ha subito, poche settimane dopo l'esperimento, un rapido decadimento delle 

condizioni generali e di concerto col proprietario si è deciso per l'eutanasia. Questa è 

stata effettuata secondo i dettami legislativi e deontologici previa anestesia del soggetto 

e successiva infusione endovenosa di un farmaco appropriato capace di indurre arresto 

cardiorespiratorio (�Tanax�). Una volta accertato il decesso, la cagna è stata posta su 

tavolo da sezionamento per l'esecuzione degli esami autoptici ed i prelievi di tessuti 

suscettibili di approfondimenti diagnostici. La necroscopia ed in particolar modo le 

indagini immunoistochimiche effettuate sul fegato del soggetto, hanno chiarito la natura 

neoplastica e metastatica (da carcinoma mammario T2) dell'infarcimento confermando 

da un lato gli esiti delle biopsie ecoguidate effettuate con l'animale in vita, dall'altro 

l'ulteriore tropismo della rMnSod per le lesioni sovraesprimenti estrogeno-cettori. 

Inoltre, la necroscopia del paziente ha permesso di valutare la presenza di estese aree di 
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necrosi in sede epatica, presumibilmente riferibili all'azione citotossica del farmaco. 

DISCUSSIONE (4-7) 

Se la prima caratteristica richiesta ad un farmaco citostatico è il tropismo per le lesioni 

neoplastiche, possiamo senza dubbio affermare che i risultati appena esposti riguardanti 

l'utilizzo della rMnSod rappresentano un punto di partenza di notevole interesse per 

l'approfondimento di ricerche riguardo l'azione anticancerosa della proteina, che di per 

sé già potrebbe rappresentare una condizione soddisfacente; tuttavia è di estremo stimolo 

l'uso della sostanza non solo come marcatore tumorale precoce, ma anche come veicolo 

per portare direttamente all'interno delle lesioni (baipassando quindi gli organi sani) 

sostanze betaemittenti in un'ottica di radioterapia mirata con ridottissimi effetti 

collaterali per i pazienti.  

Nello specifico, è senza dubbio suggestivo di approfondimenti lo studio riguardante le 

modalità di captazione della proteina anche nei casi di ridotta espressione recettoriale; 

rifacendoci infatti a recenti studi di biologia molecolare (Pena et al, 2003) alcune forme 

tumorali di elevata aggressività biologica e di spiccata dedifferenziazione cellulare 

dovrebbero risultare solo in minima parte Es+ e ciò potrebbe limitare l'utilizzo della 

rMnSod in questi pazienti. 

La Manganese Superossidodismutasi ottenuta in forma ricombinante è un'isoforma di un 

enzima normalmente presente nei tessuti organici e che non comporta alcuna ingiuria 

agli organi sani; anche i prodotti della sua attività (molecole di perossido di idrogeno) 

vengono rapidamente allontanati dalle cellule normali grazie al corredo catalitico. Cosa 

ben diversa rappresenta per le cellule cancerose sovraesprimenti recettori per estrogeni 

per le quali la somministrazione a dosaggi adeguati può esitare in marcati effetti 
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citotossici: il suo spiccato tropismo infatti, ne permette una marcata concentrazione in 

sede tumorale con produzione di livelli molto elevati di H2O2 che si esplicano in 

imponente necrosi.  

Oltretutto, grazie alla sua specificità la rMnSod rappresenta senza ombra dubbio un'arma 

importantissima nella diagnostica precoce e ciò stimola studi sempre più approfonditi sul 

suo utilizzo per esempio nella cosiddetta �multi-chemioterapia� in associazione con 

chemioterapici tradizionali (Cisplatino, Ciclofosfamide, Adriblastina ecc.) e con la 

radioterapia. Quest'ultima come già accennato, potrebbe ancora di più avvalersi della 

proteina come �carrier� per sostanze betaemittenti concentrate direttamente all'interno 

delle cellule maligne. E' nelle nostre aspettative l'impiego di una camera calda in cui 

contenere per un periodo di circa 48 ore pazienti affetti da neoplasie mammarie Es+ 

trattati con somministrazioni endovenose di rMnSod legata a radiofarmaci capaci di 

liberare la propria radioattività una volta a contatto col citoplasma delle strutture 

cancerose. 

Nella nostra ricerca, l'azione terapeutica della proteina è stata valutata solo nel periodo 

iniziale ed in maniera parziale in virtù delle suesposte problematiche subentrate, 

riguardanti soprattutto le ulcere superficiali con conseguente ricorso alla chirurgia. In tal 

senso, la somministrazione mirata e messa prioritariamente in relazione con interventi di 

mastectomia radicale clinicamente gestiti e correttamente stabiliti, potrebbe permettere 

un uso della rMnSod i  stretta correlazione con i trattamenti perioperatori routinari.  

Allo stato attuale dei lavori, l'obiettivo degli autori è oggi puntato sulle modalità di 

ottimizzazione dell'uso della molecola sia in ambito diagnostico (stiamo valutando di 

concerto con colleghi biochimici la possibilità di legare la Sod a mezzi di contrasto 
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ecografici) che terapeutico ed in tal senso continuano le acquisizioni di immagini su 

animali padronali affetti da neoplasie spontanee presso il reparto di Medicina Nucleare 

dell'Ospedale �Pascale� di Napoli.  
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Capitolo 5 
COMMENTO E CONCLUSIONI (5-1) 
 

Alla luce dei promettenti risultati ottenuti si può sicuramente affermare che gli obiettivi 

prefissati per questa fase della ricerca sono stati raggiunti; la selettività della rMnSod è 

risultata evidente tanto nell'aspetto diagnostico grazie alla sua caratteristica di 

concentrarsi nelle sedi tumorali sensibili in misura esponenzialmente maggiore rispetto 

ad altri siti, quanto in quello terapeutico per la totale assenza di manifestazioni collaterali 

o comunque indesiderate. D'altro canto, la marcata specificità della proteina ed il suo 

tropismo per lesioni anche di estensione modesta (1-2 cm) sono state rese evidenti nel 

momento in cui lesioni di diametro inferiore ai 3 cm sono risultate captive alle indagini 

radio-diagnostiche. 

UTILIZZO DEI MARKER IN VETERINARIA (5-2) 

Allo stato attuale, in Medicina Veterinaria l�utilizzo dei marker tumorali in oncologia è 

ancora in fase embrionale (Zaidan-Dagli, 2008) anche se sono accettati dalla bibliografia 

internazionale numerosi fattori capaci di chiarire la natura cancerosa (Zacchetti, 2003) e 

la prognosi infausta di determinate lesioni (Pereira, 2003); le difficoltà nelle 

determinazioni speciespecifiche ed i costi di gestione e manutenzioni di apparecchiature 

usate per la loro valutazione rendono spesso impossibile alla pratica clinica routinaria la 

messa in evidenza di tali marcatori tumorali.  

La rMnSod si è dimostrata chimicamente molto attiva e abbastanza agevole da legare 

stechiometricamente a substrati capaci di metterne in luce la captazione nelle sedi 

mammarie colpite da processi morbosi a carattere canceroso e pertanto il suo utilizzo per 

esempio nella metodica ultrasonografica (somministrata per via endovenosa e legata ad 
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un mezzo di contrasto adatto) può sicuramente suscitare notevole interesse per la 

possibilità di diagnosi precisa e precoce di malattia tumorale. 

Inoltre, in relazione alla scarsa espressione recettoriale mostrata dalle forme a maggiore 

aggressività di neoplasie mammarie epiteliali come il carcinoma infiammatorio o il 

carcinoma indifferenziato (Roldan, 2006), la proteina in esame può essere impiegata 

come predittore di evoluzione e prognosi delle neoplasie per le quali venga utilizzato. 

Una eventuale scarsa o assente captazione può infatti deporre per una notevole 

dedifferenziazione cellulare che a sua volta rappresenta un indice di comportamento 

biologico particolarmente aggressivo della patologia. 

 PROSPETTIVE DI STUDIO (4-3)  

Tutto ciò stimola senza dubbio l'approfondimento degli studi riguardo a numerose 

aspetti ancora poco noti della molecola. La casistica ancora abbastanza limitata e la 

carenza di attrezzature diagnostiche adeguate non hanno permesso infatti di stabilire 

alcuni meccanismi d'azione come per esempio i tempi e le modalità con cui la rMnSod 

interagisce coi recettori per estrogeni e le circostanze poco chiare che potenziano o 

riducono la concentrazione del farmaco nelle masse. Inoltre il numero ancora esiguo di 

pazienti sottoposti ai trattamenti sperimentali non concede certezze sull'uso clinico del 

farmaco. 

Per quanto riguarda l'utilizzo diagnostico della proteina, è attualmente in fase di studio 

un progetto che permetta l'uso della molecola in associazione a mezzi di contrasto per 

indagini routinarie (come l'ecografia) e �screening� di massa sia nell'uomo che negli 

animali domestici. La possibilità di fare diagnosi precoci di neoplasia mammaria su larga 

scala consentirebbe anche approfondite ricerche di epidemiologia così come azioni di 
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prevenzione miranti a ridurre l'esposizione ad agente cancerogeni nel caso dei pazienti 

maggiormente a rischio di sviluppare malattie tumorali. In parallelo con studi di 

biodistribuzione ed efficacia terapeutica nelle forme di neoplasie mammarie non 

aggredibili chirurgicamente, stiamo valutando l�associazione della rMnSOD con mezzi 

di contrasto iodati da somministrare in infusione endovenosa prima della visualizzazione 

ultrasonografica e color-doppler del tessuto ghiandolare mammario per ottenere 

informazioni sulla vascolarizzazione e su eventuali variazioni nel �pattern� tissutale, 

indici precoci di spostamento in senso neoplastico dell�organo. 

Di estremo interesse scientifico, in base ai risultati finora ottenuti, è poi l'ipotesi di 

utilizzare la proteina in esame come vettore specifico e selettivo per veicolare 

direttamente all'interno delle cellule neoplastiche grandi concentrazioni di radiofarmaci. 

Come accennato, in tal senso le ricerche sono ancora in fase di stallo per la mancanza di 

attrezzature (la cosiddetta camera calda) in cui contenere i pazienti trattati per circa 48 

ore per evitare che diffondano  radioattività con le deiezioni. Riteniamo che una volta 

messa a punto una beta-emittenza intralesionale, possano essere sufficienti poche 

somministrazioni endovenose di rMnSod radiomarcata (l'ipotesi più accreditata è quella 

di ripetere l'infusione una sola volta a settimana per tre o quattro cicli massimo) a ridurre 

se non addirittura eliminare le lesioni cancerose sensibili sia in sede mammaria che 

metastatica. 

UTILIZZO TERAPEUTICO (4-4) 

E� tuttora in fase sperimentale l�utilizzo della proteina come �carrier� per trattamenti di 

chemioterapia mirati alle singole formazioni cancerose; attualmente stiamo utilizzando 

microdosaggi di cispaltino, in monochemioterapia o in associazione a doxorubicina 
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incapsulati in 1 milligrammo di rMnSOD inoculata per via endovenosa dopo staging 

diagnostico completo.  

Dopo il trattamento stiamo valutando per via ecografia i cambiamenti di struttura a 

carico delle masse tumorali sia in fatto di angiogenesi che di consistenza ed 

ultrastruttura. L�obiettivo prefissato è quello di ottenere una riduzione volumetrica (se 

non addirittura una scomparsa come avvenuto negli esperimenti in laboratorio su topini 

nudi tumore-indotti) delle lesioni cancerose sia mammarie che metastatiche, sfruttando 

la proteina come �carrier� intracellulare che permetta di ottimizzare l�azione citotossica 

del farmaci e al tempo stesso di minimizzarne gli effetti collaterali sulle altre cellule 

dell�organismo. 
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