LINEE GUIDA

PER LA DIAGNOSI DEI PROCESSI IPERPLASTICI/
DISPLASICI E NEOPLASTICI DELLA MAMMELLA

DEL CANE E DEL GATTO




Edizione anno 2020/2021
ISBN 978-88-944530-0-3



T

o dl Associazione Italiana
v & di Patologia Veterinaria
= ]




Gruppo di sviluppo delle linee guida



Coordinatrice

Valentina  Zappulli, Dipartimento di  Biomedicina
Comparata ¢ Alimentazione (BCA). Universita degli Studi
di Padova.

Prof. Ordinario di Patologia Generale ¢ Anatomia

Patologica Veterinaria, Dipl. ECVP.

Estensori

Valeria Baldassarre, Dipartimento di Medicina Veterinaria
¢ Produzioni animali, Universita degli Studi di Napoli
Federico 11, Dottoranda

Laboratorio di analisi Veterinarie San Marco, Veggiano
(PD) Dipl. ECVP.

Registro  Tumori Animali

Barbara Brunetti, Dipartimento di Scienze Mediche
Veterinarie.

Universita degli Studi di Bologna. Prof. Associato di
Patologia Generale e Anatomia Patologica Veterinaria,

Dipl. ECVP.

Giovanni Pietro Burrai, Dipartimento di  Medicina
Veterinaria. Universita degli Studi di Sassari, Ricercatore
di Patologia Generale ¢ Anatomia Patologica Veterinaria,
Dipl. ECVP.

Cristiano Cocumelli, Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri, Dirigente veterinario.
Laboratorio di Anatomia patologica ed istopatologia.

Valeria Grieco, Dipartimento di Medicina Veterinaria.
Universita degli Studi di Milano.

Prof. Associato di Patologia Generale ¢ Anatomia
Pato]ogica Veterinaria.

Selina lussich, Dipartimento di Scienze Veterinarie,
Universita degli Studi di Torino.

Prof. Associato di Patologia Generale ¢ Anatomia
Patologica Veterinaria / Consulente MYLAV Srlu

Lorella Maniscalco, Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del  Piemonte, Valle  d’Aosta.
veterinario / I-VET laboratorio veterinario - responsabile

Liguria ¢ Borsista

istopatologia.

Francesca Mariotti, Scuola di Bioscienze e Medicina

Veterinaria. Universita di Camerino. Ricercatrice di

Pato]ogia Generale e Anatomia Patologica Veterinaria.

Francesca Millanta, Dipartimento di Scienze Veterinarie,
Universita di Pisa.

Prof. Associato di Patologia Generale ¢ Anatomia
Patologica Veterinaria.

Orlando Paciello, Dipartimento di Medicina veterinaria
¢ Produzioni animali, Universita dcgli Studi di Napoli
Federico II. Prof. Ordinario di Patologia Generale e
Anatomia Patologica Veterinaria.

Serenella Pappnrc]la, Dipartimento di Medicina veterinaria
e Produzioni animali, Universita degli Studi di Napoli
Federico 1I, Prof. Ordinario di Patologia Generale ¢
Anatomia Patologica Veterinaria.

Roberta Rasotto, Consulente di istopatologia veterinaria,
Verona, Dipl. ECVP.

Mariarita Romanucci, Facoltd di Medicina Veterinaria.
Universita degli Studi di Teramo.

Ricercatrice di Patologia Generale ¢ Anatomia Patologica
Veterinaria.

Alessandra Sfacteria, Dipartimento di Scienze Veterinarie,
Universita degli Studi di Messina. Prof. Associato di

Pato]ogia Generale e Anatomia Patologica Veterinaria.






INDICE
|

10. Campo di applicazionc
12. Obiettivi
14. Criteri utilizzati

a. Classificazione dei tumori mammari

b. Sistemi di grading per i tumori maligni

c. Criteri utilizzati per definire la malignita di una neoplasia mammaria
d. Approccio alle metastasi ¢ micrometastasi linfonodali

e. Fatrori prognostici

f. Marcatori fenotipici ¢ prognostici

g. Il referto del patologo: cosa indicare e cosa evitare

25. Bibliografia

27. Moduli allegati






Premessa

Il documento che presentiamo “Linee Guida per la diagnosi dei
processi iperplastici/displasici e neoplastici della mammella del cane
e del garto” ¢ frutto dellattivita svolta dal Gruppo di Lavoro (GdL)
“Patologi per la Standardizzazione Diagnostica e Codificazione
dei Tumori Mammari”, la cui costituzione ¢ stata approvata
dallassemblea annuale dellAIPVer nellambito del Convegno
SISVET 2019 e definita nel mese di gennaio (21/01/2020) a Bologna
in presenza di referenti delle sedi dei Dipartimenti Universitari
di Medicina Veterinaria, del Centro di Referenza di Oncologia
Veterinaria e Comparata (CEROVEC) dellIstituto Zooprofilartico
Sperimentale del Piemonte Liguria e Valle dAosta e della rete degli
Istituri Zooprofilattici Sperimentali e di quelli operanti presso i
laboratori privati. Il GdL, partendo dalla recente classificazione CL
Davis, ha avviato la stesura di linee guida specifiche sulle neoplasie
della mammella del cane e del gatto che costituiscono una parte
rilevante della patologia neoplastica.

1l documento ¢ stato elaborato allo scopo di:

1) uniformare il referto istopatologico e la diagnosi morfologica

2) implementare i percorsi diagnostici e condividere i paramerri
prognostici relativi ai tumori mammari

3) aggiornare le codifiche dei tumori in Medicina Veterinaria
comparandoli con [International Classification of Diseases for
Oncology (ICD-0) (WHO, zo13) nell'uomo e la recente classificazione
WHO dei tumori al seno della donna (Hoon Tan et al., 2019).

11 GdL ¢ caratterizzato da figure professionali con diverso background
culturale-scientifico e che “a diverso titolo” si occupano di diagnostica
oncologica veterinaria.

Il lavoro ¢ stato portato avanti in modo unitario, proprio per
trarre vantaggio dalle differenti esperienze lavorative dei colleghi,
analizzando passo per passo gli aspetti fondamentali del referto,
creando un consenso interno sulla terminologia e sulla descrizione,
fino alla definizione di algoritmi diagnostici per rendere piut
schematica e immediata lidentificazione di un'entita morfologica.
Inoltre, con il supporto dell’Osservatorio Epidemiologico dellIstituto
Zooprofilattico Sperimentale Piemonte, Liguria e Valle D’Aosta, sono
stati organizzati dei round di diagnostica con vetrini scansionati

e discussi collegialmente, distinti per le due specie animali, per
confermare lapplicabilica delle presenti linee guida e verificare
la concordanza diagnostica all’interno di un gruppo ridotto e
selezionato di patologi.

Oltre a quanto gia riportato, nellambito del GdL sono stati
individuati alcuni possibili scenari ulteriormente qualificanti questo
lavoro quali:

1- offrire supporto a colleghi che desiderino avere un parere del GdL
(contarti sul sito AIPvet) su casi borderline o con aspetti dubbi;

2- promuovere il confronto con ulteriori categorie professionali che
si dedicano alloncologia quali il chirurgo o Toncologo clinico, per
rendere il referto istopatologico uno strumento sempre piti completo
ed efficace sia ai fini clinici che di ricerca;

3- individuare studi futuri con cui approfondire particolari aspetti
critic;

4- mantenere aggiornate le presenti linee guide in modo dinamico
secondo levoluzione della ricerca scientifica e secondo gli eventuali
suggerimenti provenienti dai professionisti coinvolti a diverso titolo
nella diagnostica oncologica.

Esprimiamo un vivo ringraziamento al coordinatore del gruppo di
lavoro prof.ssa Zappulli, alla vice-coordinatrice dott.ssa Rasotto,
a tutti i partecipanti che, a vario titolo, tutti insieme, hanno reso
questi incontri vivi mettendo in campo le loro esperienze, che
generosamente si sono adoperati per la riuscita di questo lavoro e la
stesura di questo documento.

A loro rivolgiamo la riconoscenza dellAIPVer e del CeROVeC
insieme a tutta la nostra classe professionale per il sostegno di questa

attivitd di formazione culturale e scientifica.

Elisabetta Razzuoli
Responsabile Centro di
Referenza Nazionale
dell'Oncologia Veterinaria e
Comparata

Serenella Papparella
Presidente dell Associazione
Italiana di Patologia Veterinaria
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CAMPO DI
APPLICAZIONE

Le presenti Linee Guida vengono app]icate

alla diagnostica istopato]ogica delle pam]ogie
iperp]astiche/disp]asiche e neop]astiche della
mammella del cane e del gatto.









Le finalita delle Linee Guida sono:

1. Proporre un approccio standardizzato e condiviso
alla diagnostica isl:opat:ologica veterinaria con il
coinvolgimento del mondo accademico, della libera
professione e degli Istituci Zooproﬁlattici Sperimentali;

2. Aggiornare le codiﬁche dei tumori in Medicina
Veterinaria compamndoli con I'International
Classiﬁcation of Diseases for Oncology (ICD-0O) (WHO,
2013) nell’uomo e la recente classiﬁcazione WHO dei
tumori al seno della donna (Hoon Tan et al., 2019) al
fine di standardizzare la raccolta di dati utili allo studio
epidemiologico dei tumori sia in medicina veterinaria che
comparata;

3. Garantire un riferimento basato sullesame della
letteratura e sulla condivisione di esperienze a supporto
delle attivita diagnostiche istopatologiche, anche ai fini
medico-legali.

A tal fine, la classificazione morfologica che viene
proposta fa riferimento alla nuova classificazione CL
Davis (CL Davis Foundation, 2019) le cui categorie
vengono gia comparate con i codici ICD-O usati
in medicina umana e attualmente usati dal Centro
di Referenza Nazionale di Oncologia Veterinaria ¢

Comparata (CEROVEC) (Tabella 1).










Gli aspetti relativi alle neoplasie della ghiandola
mammaria del cane e del gatto discussi ¢ presentati
in questo documento sono i seguenti:

a. Classiﬁcazione dei tumori mammari

b. Sistemi di grading per i tumori maligni

c. Criteri utilizzati per deﬁnire la maligm'td di una
neoplasia mammaria

d. Approccio alle metastasi ¢ micrometastasi linfonodali
e. Fattori prognostici

f. Marcatori fenotipici e prognostici

g 1l referto del patologo



a. Classificazione dei tumori
mammari

La classificazione dei tumori mammari fa riferimento
al Mammary tumors — surgical pathology of tumors of
domestic animals, Volume 2 della CL Davis Foundation
(CL Davis Foundation, 2019) ¢ viene riportata nella
Tabella 1. con T'indicazione delle tipologie istologiche
specifiche, alcuni brevi commenti ¢ l'indicazione dei
codici ICD-O usati in medicina umana, rielaborati
in collaborazione con il CEROVEC. Si sottolinea una
modifica importante proposta dalla classificazione
CL Davis, in riferimento a quanto prima classificato
come Carcinoma in-situ (CIS). CL Davis propone di
climinare il CIS dalla classificazione delle neoplasie
della ghiandola mammaria del cane ¢ del gatto.

In medicina umana, il CIS ¢ una ncoplasia che per
definizione non si estende oltre la membrana basale
(MB), mantiene uno strato periferico intatto di
cellule mioepiteliali eventualmente confermato con
immunoistochimica (IHC) (Hoon Tan et al, 2019),
¢ raggruppa lesioni eterogenee  caratterizzate da
proliferazione intraduttale o intralobulare atipica
distinte su base morfologica, ma per le quali la
standardizzazione classificativa ¢ ancora oggetto di
discussione. Nel cane ¢ nel gatto, la classificazione
di lesioni iperplastiche atipiche/maligne che non
hanno superato la MB ¢ Tlidentificazione di uno
strato “preesistente” di cellule mioepiteliali sono da
considerarsi ancora pit problematiche, considerando,
a solo titolo di esempio, la frequente proliferazione
di mioepitelio nel cane ¢ i pochi studi sulle lesioni
definite “in-sicu”. Per questo si comprende l'esclusione
di questo termine dalla classificazione CL Davis fino
ad una piu precisa definizione e il suggerimento di
utilizzare i termini di iperplasia lobulare ¢ duttale con

atipia per tutte le lesioni proliferative caratterizzate
da un aumento della cellularita dellepitelio duttale
e/o lobulare, ma che non abbiano sufficienti caracteri
morfologici e strutturali per essere definiti tumore.

II GdL sottolinea che
utilizzato in letteratura veterinaria come categoria

il termine “in-situ” viene
a s¢ (CIS) o come accezione aggiuntiva alle diverse
categorie neoplastiche maligne riportate in Tabella 1
(es. carcinoma semplice tubulare in-situ). In entrambi i
casi il GdL ritiene che, ai fini della scandardizzazione,
il temine “in-situ” possa essere utilizzato solo nel caso in
cui si verifichi, con colorazioni ¢ analisi IHC specifiche,
che la membrana basale ¢ lo strato mioepiteliale
preesistente siano conservati ¢ solo nel caso in cui siano
presenti aspetti morfologici chiaramente maligni.
In mancanza di tali requisiti, il GdL suggerisce la
rimozione della categoria morfologica di CIS e propone
di utilizzare in sua sostituzione la categoria iperplasia/
epiteliosi con atipia quando le lesioni siano valutate
solo su sezioni colorate con ematossilina-cosina.

Si sotrolinea che, come riportato nella classificazione
CL Davis (CL Davis Foundation, 2019), il termine
infiltrante sia riferito ad una lesione che nella sezione
istologica in ematossilina-cosina mostri un contorno
irregolare, non ben definito, con frequente reazione
scirrosa ¢ inflammatoria ¢ non sia utilizzabile come
sinonimo di invasivo. Il patologo ¢ tenuto a riportare
tale caratceristica nel referto (descrizione, o diagnost,
0 commento) in quanto si associa ad una maggior
tendenza dellaneoplasia ad invadere il sistema vascolare
¢ a determinare la formazione di recidive.

Si ritiene importante, ad ogni modo, una revisione della
letteratura veterinaria in merico all'utilizzo del termine
“in-situ” per le lesioni mammarie ed un eventuale studio
specifico volto a chiarirne meglio la sua applicazione.
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b. Sistemi di grading per i tumori
maligni

Tutti i sistemi di grading proposti per i tumori
maligni della ghiandola mammaria del cane ¢ del
gatto fanno riferimento al sistema definito Elston &
Ellis proposto dai due autori nel 1991 per il tumore al
seno della donna (Elston and Ellis, 1991). Tale sistema
considera il pleomorfismo dei nuclei, la percentuale di
formazione in tubuli della popolazione neoplastica e il
numero di mitosi presenti. Nel tempo, a partire da tale
sistema, sono state proposte modifiche migliorative in
riferimento alla valenza prognostica.

Nel cane, l'ultimo sistema di grading proposto nello
studio di Pefia ¢ colleghi (Pefia et al., 2013) ha valore
prognostico indipendcntc in uno studio multivariato
prospettico (studio su 65 soggetti con almeno 1 tumore
maligno) per disease-free survival (DFS) insieme allo
stadio clinico e al fatcore “sterilizzazione”. In particolare
il DFS associato ai tre diversi gradi di malignita risulta
come segue: grado 1, 37,3 (35,9-38,7) mesi (m); grado
I1, 32,7 (27,2-38,2) m; grado III, 7,8 (11,4-24,17) m. Nel
medesimo studio il grado viene identificato, insieme
con lo stadio clinico, anche come fattore prognostico
indipendente per overall survival (OS): grado I, >38 m;
grado 11, 32,8 (27,5-38,2) m; grado 111, 20,4 (14-26,8) m.
1l grading, secondo questo studio, indica una diversita
di sopravvivenza o di tempo necessario per svi]uppare
nuova malatcia nel SOZEELLO SOLLOPOSLO a sola chirurgia.
Dati simili per questo sistema di grading sono stati
osservati anche in studi prospettici univariati (Rasotto
et al., 2017) con una capacita predittiva del rischio
di invasione vascolare e linfonodale (Rasotto et al.,
2012, studio su 245 casi) maggiore per il sistema di
grading di Peia ¢ colleghi (Pefia et al., 2013) rispetto
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al sistema precedente (Misdorp et al., 1999). Il sistema
Pefia descrive nel dettaglio come effettuare la conta
mitotica, come valutare il pleomorfismo nucleare ¢
come considerare il mioepitelio nei tumori complessi/
misti.

II GdL suggerisce lutilizzo del sistema Pena, per
quanto rimangano ancora delle criticita soprattutto
per i tumori di grado II che tendono a raggrupparsi
con quelli di grado I relativamente alla sopravvivenza.
Si sottolinea che nel fascicolo CL Davis vi sono alcune
informazioni aggiuntive circa la modalita di effectuare
il grading nelle diverse tipologie istologiche.

Nel gatto ¢ da tempo molto utilizzato come sistema di
grading il sistema di Castagnaro e colleghi (Castagnaro
et al. 1998) con dati di sopravvivenza (median survival)
che risultano non significativamente diversi per il grado
[ rispetto al grado I[36 m - grado I (P<0,01); 18 m - grado
II (P>0,05); 9 m - grado III (P<o,01)]. Pili recentemente
lo studio di Mills e collaboratori (Mills et al., 2014)
propone alcuni sistemi di grading ed includendo anche
I'invasione vascolare, ottiene significative differenze
di sopravvivenza (sistema Novel) per tutte ¢ tre le
categorie di grado istologico [31 m — grado I (P<0,01); 14
m — grado II (P<0,01); 8 m — grado III (P<o0,01)].
Tuttavia, quando si applica il sistema di Mills si deve
considerare che linvasione vascolare potrebbe non
essere visibile nella/e sezione/i istologica/he di tumore
effettuata/e quindi servirebbero maggiori indicazioni
tecnico/metodologiche per la selezione ed allestimento
delle medesime.

Degno di nota ¢ anche il lavoro di Dagher ¢ coautori
(Dagher et al, 2019) che, comparando i sistemi di
grading usati da Mills, indica come sistema con miglior
valenza prognostica nel gatto il sistema definito MMEE
(si veda la Tabella 2 allegata al presente documento).

11 GdL stabilisce che, vista la mancanza di robuste



informazioni circa la comparazione tra i diversi sistemi
di grading nel gatco, il patologo possa usare uno o
piti sistemi di sua scelta, ma debba indicare quale/i
sistema/i utilizzato/i e le spcciﬁche dei parametri con
cui lo ha calcolato.

Il GdL concorda che il grado, laddove previsto, deve
essere indicato indipendentemente dalla presenza o
meno di emboli vascolari e invasione linfonodale - non
si esclude infatti che possano esistere tumori di grado
[ o IT con emboli e/o metastasi linfonodali. Nel caso
di tumori di basso grado con invasione vascolare o
metastasi linfonodale si ritiene opportuno inserire un
commento in aiuto al clinico, indicando che raramente
anche tumori di basso grado possono associarsi a
comportamenti aggressivi.

c. Criteri utilizzati per definire

la malignitﬁ di una neoplasia
mammaria

I criteri di malignita che vengono indicati sono validi
su sezioni di noduli interi ¢ non sono applicabili a
reperti bioptici di noduli (es. punch):

. Tipologia tumorale (architettura delle cellule:
tubuli, nidi ecc...) con ridotta organizzazione
tubulare.

IL. Pleomorfismo cellulare e nucleare marcato.

III. Conta mitotica (proposto > 6 mitosi per 2,37
mm?).

- E necessario e importante indicare nel referto il
preciso valore di conta mitotica in ogni tumore,

anche ai fini di studi recrospettivi.

- Si sottolinea che questo specifico valore di
conta mitotica ed ogni valore di conta mitotica
in generale deve fare riferimento al campo ottico
utilizzato (Meuten et al., 2016). Qui in particolare
si fa riferimento ai seguenti parametri: Field of
view = 0,55 mm; area = 0,237 mm? 10 High Power
Fields = 2,37mm?,

- E importante sottolineare che i campi selezionati
dovrebbero essere  “pieni” come  cellularita;
andrebbero quindi escluse, per quanto possibile,
aree cistiche o necrotiche. Qualora non fossero
disponibili i 10 campi allora la conta mitotica
deve essere proporzionale ai campi disponibili.

- A fini di standardizzazione, il GdL concorda su
una specifica modalita di conteggio delle mitosi.
Si devono prediligere le aree mitoticamente piu
attive (solitamente le periferiche), procedendo
con la conta in campi consecutivi, a meno che
non si incontrino 2-3 campi consecutivi privi di
mitosi. In quel caso si suggerisce di identificare
una nuova area mitoticamente attiva del tumore
per continuare il conteggio fino al raggiungimento
dei 10 campi.

- Si sottolinea, inoltre, che l'utilizzo del cut off
mitotico di 6, suggerito nel fascicolo CL Davis
(CL Davis Foundation, 2019) per la diagnosi di
malignita, dovrebbe essere impiegato quando
gli aleri criteri istologici di malignita (riportati
nella presente lista) non sono chiari, quindi
in particolare nelle lesioni borderline. In altre
parole, se vi sono caratteri chiaramente indicativi
di malignita (es. anaplasia) il cut off mitotico di 6
non deve necessariamente essere considerato (es.

HEIS



un tumore anaplastico pub avere conta mitotica
< 6). Sicuramente tale cut off mitotico, proposto
dagli autori del fascicolo CL Davis al puro fine di
standardizzazione, necessita di indagini relative
alla sua valenza prognostica.

- Nel gatto solitamente non ¢ necessario applicare
il cut off mitotico di 6, in quanto altri parametri
aiutano gia la distinzione tra tumore benigno
e maligno. In ogni caso sono necessari ulteriori
studi su questo argomento.

IV. Presenza di piccole arce random di necrosi
(carioressie cariolisidicellule epitelialineoplastiche).

- In alcuni tumori benigni, in particolare quelli
con abbondante stroma sclerosante (adenoma
sclerosante), ¢ possibile osservare una singola
area centrale di necrosi che NON ¢ considerata
indicativa di malignita, in quanto si sospetta
sia lesito di un ridotto apporto di sangue al
centro della neoplasia a causa della componente
stromale. Allo stesso tempo, si sottolinea che in
alcuni tumori maligni ¢ possibile riscontrare
un'estesa area centrale di necrosi. In questi casi
solitamente vi sono anche aleri parametri che
consentono la diagnosi di malignita (es. piccole
arce piu periferiche di necrosi random, severo
pleomorfismo nucleare, ecc..).

V. Infiltrazione periferica.
VL. Pluristratificazione con perdita di orientamento

(polarita), presenza di atipia e displasia delle cellule
neoplastiche.
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VII. Invasione dei vasi linfatici.
VIII. Metastasi linfonodali.

[ parametri VII e VIII sono sempre indicativi di
malignita, i parametri [-VI vengono utilizzati se
sono assenti VII e VIIIL. I parametri I-III vengono
utilizzati per il grading.

d. Approccio alle metastasi
e micrometastasi linfonodali

Il patologo deve sempre analizzare il linfonodo
quando inviato con il tessuto ghiandolare. La maggior
parte dei membri del GdL esegue la ricerca per
metastasi linfonodale analizzando una/due sezione/i
longitudinale/i in  ematossilina-cosina.  Sarebbe,
tuttavia, opportuno uno studio sull'identificazione
di metastasi di tumore mammario in linfonodi
regionali comparando diverse tecniche di trimming
(singola sezione longitudinale vs sezioni seriali
vs sezioni a croce), in quanto si sospetta che con
un’'unica sezione piccole metastasi focali potrebbero
non essere visualizzate.

In donne con carcinomi al seno ¢ linfonodi negativi
per metastasi nelle sezioni istologiche di routine
(sezioni seriali ogni 1-2 mm) spesso si procede con
analisi immunoistochimica con anticorpi anti-
panCitocheratine su tutte le sezioni seriali al fine di
rilevare piccoli (inferiori a 2 mm) depositi metastatici
definiti micrometastasi (Weaver et al., 2011). Queste
possono essere teoricamente indagate anche nel
cane ¢ nel gatto per quanto non siano disponibili
dettagliate procedure standard di riferimento. In



aggiunta, la valenza prognostica dell'identificazione
di micrometastasi nel cane e nel gatto non ¢ chiara e
richiede ulteriori indagini a fronte di una tecnica che
attualmente appare particolarmente dispendiosa in
termini di tempo e costi (Pena et al., 2014; Matos et
al., 2006).

In uno studio nel cane non ¢ stata trovata una
differenza significativa nella  sopravvivenza in
presenza/assenza di micrometastasi (< 2mm) e ancora
meno nota ¢ la significativita relativa alla presenza
di cellule neoplastiche singole o presenti in piccoli
gruppi (< 0,2 mm) (Szczubiat and Lopuszynski, 2011).

e. Fattori prognostici

Diversi studi hanno indagato diversi fattori, pre-
valentemente morfologici, descrivendoli come pro-
gnostici, a volte anche con risultati contraddittori
non standardizzabili. Cercando di considerare gli
studi piﬁ rigorosi (vedi linee guida American Col-
1ege Veterinary Pathologists/\xforld Small Animal
Veterinary Association - ACVP /WSAVA per stu-
di prognostici) (Webster et al, 2011) si identificano
alcuni parametri come “robusti”, tuttavia non per
tutti, ad 0ggi, esistono valori sog]ia e dati speciﬁci
di sopravvivenza. | parametri da considerarsi pro-
gnostici sono:

- dimensione del tcumore (elevata variabilita nelle

tecniche utilizzate per valutare la dimensione del-

la neoplasia, solitamente diametro maggiore del

singolo nodulo misurato sulle sezioni istologiche);

- sottotipo istologico;

- grading;

- alcuni pattern (es. micropapillare);

- crescita infiltrativa;

- invasione dei vasi;

- metastasi linfonodali e a distanza.
[ margini non puliti sono da considerarsi un rischio
per le recidive.

f. Marcatori fenotipici e
prognostici

Vi sono alcuni casi nei quali 1 marcatori fcnotipici
consentono una pit precisa classificazione istologica
del tumore: tipico esempio ¢ il carcinoma e mioe-
pitelioma maligno, spesso confuso con un carcino-
ma solido (pitt aggressivo) ¢ i tumori a cellule fusate
che POsSsSONo essere carcinomi O sarcomi 0 mioepi-
teliomi con valenze prognostiche (¢ potenzialmente
terapeutiche) differenti. In questo caso il patologo
dovrebbe proporre markers immunoistochimici nel
commento ai fini classificativi. Per il mioepitelio-
ma maligno ¢ necessaria la positivita ad almeno due
marcatori basali/mioepiteliali (es. vimentina ¢ p63 o
vimentina ¢ una citocheratina basale). Vi sono poi
marcatori che, di recente, sono diventati un impor-
tante focus di studio a fini classificativi, prognostici
e terapeutici. Si ¢ cercato infatti di ricalcare la classi-
ficazione umana che si basa sull'espressione di recet-
tori per estrogeno (ER), recettori per progesterone
(PR), Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
(HER2), citocheratine basali ¢ Ki-67 (Provenzano et
al., 2018) e che identifica i:

- carcinomi luminali (ER+ o PR+; citocheratine

luminali +; citocheratine basali +/-);

- carcinomi HER2-sovra-esprimenti (ER-/PR-/

HER2+);
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- carcinomi basali (parzialmente sovrapponibi-

li alla classe dei tripli negativi: ER-/PR-/HER2~;

citocheratine basali +; citocheratine luminali +/-).
Di fatto i risultati nel cane ¢ nel gatto sono molco
variabili, con valori di positivita molto differenti a
seconda degli studi (es. Tumori canini benigni ER
+ 17-100%; Tumori canini maligni ER+: 10-92,3%;
Tumori canini benigni PR + 50-80%; Tumori canini
maligni PR + 23,8-71,9%; Tumori felini maligni ER+
11- 22%; Tumori felini maligni PR+: 12-68%). In alcu-
ne ricerche, i dati sono, inoltre, contraddittori ri-
spetto alla valenza prognostica ¢ non confrontabili
tra loro a causa di criteri di selezione, protocolli e
metodi di valutazione diversi. Pertanto, tale classifi-
cazione non risulta ancora applicabile e 'espressione
di questi marcatori non si accompagna a dati pro-
gnostici attendibili, cost come non si associa a possi-
bilita terapeutiche specifiche, al contrario di quanto
accade nella donna.
Tuttavia, vi sono alcuni dati generali che si ripetono,
anche a fronte di protocolli diversi, e che sembrano
quindi avere una certa valenza biologica. Per que-
sti, si sono cercati di identificare valori soglia che
vengono riportati di seguito. Risulea affidabile il
dato che pitr il tumore ¢ differenziato ¢ maggiore ¢
lespressione di ER e PR che infatti risultano gene-
ricamente maggiormente espressi nei carcinomi del
cane rispetto a quelli del gatto. Lespressione di ER ¢
PR puo essere conseguentemente considerato un in-
dicatore di comportamento meno aggressivo (nella
donna ha valenza anche terapeutica se >1%). Due stu-
di (Mainenti et al., 2014 ¢ Nguyen et al., 2018) hanno
similmente individuato un cut off del 10% di positi-
vita per ER e PR con valenza prognostica nel cane.
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Per quanto riguarda Ki-67 vi sono alcune indicazioni
di valore soglia prognostico pari a 33% (Nguyen et al.,
2018) nel cane ¢ 14% nel gatto (Soares et al., 2016).
Risulta ancora complessa la situazione di marcatori
come HER2 o marcatori di angiogenesi in quanto
protocolli, anticorpi, metodi di valutazione di po-
sitivita e campioni tumorali sono troppo eterogenei
per avere indicazioni significative.

Il gatto tende ad avere carcinomi con alta espressio-
ne di citocheratine basali e vimentina, proprieta nel-
la donna tipiche dei tumori basali o tripli negativi a
comportamento piL‘l ageressivo.

La standardizzazione in termini di protocolli e in-
terpretazione IHC tra i laboratori di patologia ve-
terinaria ¢ considerata quindi un passaggio fonda-
mentale al fine di chiarire se ¢ come utilizzare questi
marcatori nella routine diagnostica per aggiungere
informazioni cliniche utili.

g. [l referto del patologo:

cosa indicare e cosa evitare

Nella descrizione vi sono alcuni aspetti ¢ parametri

che devono essere indicati (quando presenti):
- pleomorfismo cellulare, dimensione del tu-
more (come diametro maggiore all'istologia per
ogni nodulo presente), conta mitotica, presenza
di pattern multifocali morfologicamente piu ag-
gressivi (es. micropapillare, solido), aree di necrosi
(es. piccole random, estese), stato di infiltrazione
periferica (superficie di contatto tra tumore e
tessuto periferico molto irregolare e con tenden-
za a indurre reazione scirrosa) (CL Davis Funda-
tion, 2019), invasione dei vasi, pulizia dei margini



(laddove fatto di consuetudine o laddove speci-
ficamente richiesto qualora il laboratorio non lo
effettui di consuetudine, indicando se liberi da
tumore 0 i mm di tessuto non neoplastico eviden-
ti rispetto a ogni margine - es. profondo, laterale),
eventuale infiltrazione linfocitaria prominente,
eventuale stato delle ghiandole adiacenti, stato
del linfonodo se presente.

Nella diagnosi devono essere indicati, se presenti:

- tipologia istologica (NB: secondo il pattern pre-
valente indicando chiaramente nella diagnosi e
nella descrizione la presenza di eventuali pattern
aggiuntivi, soprattutto laddove pit maligni — es.
carcinoma tubulare semplice con piccole aree di
carcinoma anaplastico);

- grading, indicando il/i sistema/i utilizzato/i (il
sistema puo essere indicato anche nel commento);
- invasione dei vasi;

- stato delle ghiandole adiacenti;

- stato del linfonodo;

Nel commento, quando ritenuto opportuno, posso-
no essere, inoltre, aggiunte:

- precisazioni su uno stato infilerativo particolar-
mente pronunciato;

- diagnosi differenziali se rilevanti;

- suggerimenti per marker addizionali fenotipici
per la diagnosi differenziale;

- riferimenti bibliografici relativi al sistema di
grading utilizzato, in particolare nel gatto.

Cosa evitare 1’161 commento:

- indicazioni terapeutiche: il patologo NON do-
vrebbe fornire indicazioni terapeutiche specifiche
che devono necessariamente considerare l'intero
quadro e lesperienza del clinico;

- dati prognostici: non si ritiene opportuno
inserire OS/DFS o aleri dati specifici in quanto
questi sono spesso variabili tra i diversi studi,
dando al massimo indicazioni molto generali cir-
ca comportamenti piu aggressivi (es. anaplastico
versus altre tipologie nel cane).
Il GdL sottolinea la valenza di lavorare per il rag-
giungimento di un consensus tra patologi ed oncologi
veterinari in merito alle informazioni utili a sup-
porto della gestione clinica del paziente. Per questo
motivo si fa promotore di incontri e tavole roton-
de dedicati a un confronto tra le diverse categorie
professionali (patologo, chirurgo ¢ oncologo), volte
a definire meglio gli aspetti utili e necessari per il
miglior approccio clinico-terapeutico per le lesioni
iperplastiche/displasiche-ncoplastiche della mam-
mella del cane e del gateo.
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Tabella 1



Tab. 1 Classificazione CL Davis delle lesioni iperplastiche/displasiche e
neoplastiche mammarie del cane e del gatto e relativi codici ICD-O.

Codice ICD-0 Codlce ICD-O
CAME GATTD

Diagnosi C.L. Davis, CAME Diagnos| C.L. Davis GATTO

1. Lesioni iperplastiche e displasiche’

1.1 Ectasia duttale 11 Ectasia duttale MWD MND
ME: Mel commento indicare se MB: Mel commento indicare ce

prasant) callula libere nal lume con presanti celiuba lbare el lume

atipla, & indicare che non & con atipia, & indlcare che mon &

possibile escludere una lesions possibile escludere una lesicne

neoplastica altrove necplastica altrove

1.2 iperplasia lobulare (adenosi) 1.2 Iperplasia lobulare [adenosi)

121 regotare 121 regolare MD HD
122 con attivita secretorio 122 con attivita secreforia MWD ND
flattazione) flattazione)

1.2.3 con fibrosi 123 con fbros: D MD
124 con otipic 124 con atipia MDD ND
ME: potenziale lesione ME: potenziale lesione

pranecplastica - nal commento prenecplastica - nel commento
indicare corme potenziale lesione  indicare corme potenziale lesione
preneoplastica (possibili cenni prensoplastica (possibill cenni
estensione e margini) sia in estensione e margini) sia in
presenza di nodulo neoplastico sia presenza di nodulo neoplastico sia
in assenza, indipendentemeante da in assenza, indipendentemente da

tipo di intervento a da stato tipo di intervento & da stata

riproduttivo riproduttivo

1.3 Epiteliosi 1.3 Epitelicsi MD MDD
ME: lesione preneoplastica - nal MEB: lesicne prenecplastica - nel

commento indicare corme commento indicare come

potenziale lesione preneoplastica potenziale lesione prenecplacstica

ipoasibi canni astansiona & (ot canm estensiorne &

margini) sia in presenza di nodulo  margini) sia in presenza di nodulo

neoplastico sia in assenza, necplastico sia in assenza,

indipendantameante da tipa di indipendentemente da tipo di

intervento & da stato riproduttive  intervento € da stato riproduttive

1.4 Papillomatosi 1.4 Papillomatosi BOE0/0 B0E0/0
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MB: Nel commento indicare se

atipia, & indicare che non &
possibile escludere una lesiona
neoplastica altrove

& Cambiamento
Fﬂhmadtnum:tm

NE: evidenze non sufficienti circa
l'esistenza di guesta lesione nel
cane; lesioni fibroadenomatose
Aeseritte come nodularn nel cane,
quindi da classificarsi come
fibroadenoma

.6 Ginecomastia
ME: lesione macroscopica In cani
maschi caratterizzata da ectasia
duttabe & iperplasia lobulare
fall'istologia

2. Neoplasie benigne

2.1 Tumoeri benignl semplici

MNE: si possono notane come nella
ghiandola normale cellule
micepiteliali soprabasali sia
“resting” sia “profiferative”

L2 1T adenama semplice

2 1.2 mioepitelioma

2.2 Tumori benigni non semplici
2 21 adenama complesso

MEB: cellule micepteliali interstiziali
fusate-stellate con matrice

L2 2.2 turnore misto benigno

NB: in presenza anche di un solo
focolaio/l sola cellula a
differenziazione cartilaginea/ossea
2 2 3 fibrocdenama
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MEB: Mel commento indicare se

presenti cellube libere nel lume con presenti callule libere nel lume con

atipia, e indicare che non &
possibile escludere una lesione
necplastica altrove

1.5 Cambiamento

_‘ﬂbrﬂd-rmrnntm

WB: non vi sono evidenze in
letteratura di ginecomastia nel
gatto se non indotta
farmacologicamente

2.1 Tumeri benigni semplici

MB: si possono notare come nella
ghiandola normale cellule

mice piteliall soprabasali sia
“resting” sia “proliferative”

211 adenoma semplice

2.2 Tumori benigni non semplici

NB: non vi @ evidenza in letteratura

di lesioni nodular descritte corme
fibroadenoma nel gatto

ND

821150

8940/0

901G/0

MDY

g211/0
f

/



2.3 Tumeri benigni asseciatial 2.3 Tumeri benigni associati al

dotto dotto

2 T adenorma duttale 23T adenoma duttale 1470 g147/0°
ME: cellule micepiteliali interstiziali MB: cellule micepiteliali interstiziali

rotondo-ovalarl senza tipica rotondo-ovalar senza tipica

matrice rmatrice

2 3.2 adenoma papillane 232 adenoma paopiliare B503/0 85030
introdutiale iintraduttale

I, Neoplasie maligne

MEB: molti istotipl possono
assare definiti in situ o pud
identificarsi 'entita ‘carcinoma
in situ”. Si utilizza il codice

7.1 Carcinonma—-in situ 3] Carcinoma-in situ dellistotipo seguito da “/2° per
lesioni ®in situ” verificate con
istochimica e IHC per
mambrana basale @ mioapitel

[si vecia testo)
1.2 Tumori maligni semplici 3.2 Tumori maligni semplici
T 21 Carcinomna tubulore fincluso  3.21 Carcinama tubuwlore fincluso 8213 B3
carcinoma cribrifarme) icarcinorma cribriforme)
5 2.2 Carcinaoma tubulo-papillare (522 Carcinama tubula-popillare 8263/3 82633
3 2.3 Carcinoma solido 3.23 Carcinoma solido B230/3 B230/3
324 Carcinomo micropapiiore 324 Corcinama micropapiliaore BSO7/3 8507/3
ivasivo fvasivo
7 2 5 Comedocarcinoma 3.25 Comedocarcinama B5O13 85013
726 Carcinomao anaplastica 3.2E Corcinoma anaplostico =T ) T 20213
3.3 Tumeori maligni non semplici 2.3 Tumeori maligni non semplici
3.3 carcinama in adenoma B941/3" !

complessa/tumare misto benigno |

ME: & ancora evidente la

controparte benigna in presenza di

jareafe maligna/e _

3.3.2 carcinoma complesso _ B983/3 !
ME: l'intera componente apiteliale

mostra caratier di malignita
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313 carcinoma e migepitelioma 333 carcinomo e micegitelioma 85623 85623
imaligno maligno
MEB: IHC necessaria par diagnosi ME:; recenti (2020) descrizicni nel
morfologica carta gatto, lesione molto rara; IHC

necessaria par diagnosi

morfologica certa
T 3.4 carcinama misto a940/3 /
1.4 Carcinomi associati al dotte 3.4 Carcinemi associati al dotte
341 carcinoma duttale 4.1 carcinoma duttale Bl473" B4
34,2 carcinomao papillare X422 carcinome papiliare B503/3 85033
intreduttale finchuso il carcinama  [intraduttale incluso i carcinoma
ipapillore-cistica) ipopillore-cistico)
4. Neoplasie epiteliali maligne - istotipl speciali
4.1 Carcinoma squamocellulare 41 Carcinoma squamocellulare 80703 BOTO 3
4.2 Carcinoma adenc-squameso 4.2 Carcinoma adenc-squamoso B560/3° BE60/3
ME: include aree di carcinoma con NB: Include aree di carcinoma oon
differenziazione ghiandolare e aree differenziaziona ghiandolare e
i cArcinGma sguaMmoso, area di carcinoma squamioso,
quest'ultimao deve comprendere guest'ultimo deve comprendera
almeno il 25% del tumore almeno il 25% del tumore
4.3 Carcinoma mucinoso £.3 Carcinoma mucinoso 84803 B480/3
4.4 Lipld-rich carcinoma & 4 Lipid-rich carcinoma BI43 83143
ME: In questo caso, almeno il S0%NEB: In questo caso. almendo il 50%
delle cellule del tumore devedelle cellule del turmore deve
mostrare Naspetto vacuolizzato [mostrare I'aspettio vacuolizzato
4.5 Carcinoma a cellule fusate 4.5 Carcinoma a cellule fusate 8oT2/(5" BST2/3"
ME: incluss il carcinerma a cellule |MNE: inclusa il carcinoma a cellule
fusate con differenziazione fusate con differenziazione
Sauamosa, Necessaria IHC squarmosa Mecessaria |HC
4.6 Micepitelioma maligno _ BoE23" /
MB: cellule micepiteliall pleomarfe,
necessaria IHC per conferma.
almeno due marcatori, tra
vimentina, pe3, citocheratine basali
4.7 Carcinoma mammario &£.7 Carcinoma mammario BEE0YE BEIE
infiammaterio infiammatorio
ME: HOM & una tipologia istologica, NE: NON & una tipologia istologica, Codice da usarsi quando c'é
ma clinico-patologica la cui |ra clinkco-patologica la cui chiara invasione dei linfatici
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caratteristica istologica & la caratteristica Istologica & la dermici superficiall da parte di
presenza diemboli neoplastici nei presenza di emboli neoplastici nei cellule neoplastiche di istotipo
wasi linfatici dermici, sia prirnari sia vasi linfatici dermici, sia primari I8 non caratteristico, con

condari secondari indicazionea clinica

5. Heoplasie mesanchimall maligne - sarcomi

5.1 Ostecsarcoma 5.1 Osteasarcorma a0, 9180,
|5.2 Condrosarcema 5.2 Condrosarcoma q220,/3* gI20/2*
5.3 Fibrosarcoma 5.3 Fibrosarcoma BB 3* 88103
5.4 Emangiosarcoma 5.4 Emangiosarcoma a120,/3" a120/3"
5.5 Altrl sarcomi (Sarcoma NAS) 5.5 Altri sarcomi (Sarcoma NAS) 8800/3" BBOO/3"
6. Carcinosarcoma 6. Carcinosarcoma £980/3" sa8/3"

7. Iperplasia/displasia del capezrzolo

7.1 Melanosi della cute 71 Melanos| della cute MDD MD
7.2 Iperplasia del capezzolo 7.2 Iperplasia del capezzolo MD ND

. Neoplasie del capezzole
E.! Meoplasie benigne associate A1 Heoplasie benigne associate

1 dotto al dotte
A 1.1 edenama duttale .11 adenoma duttale P Bla7i0"
8 1.2 adenoma papiliore §.1.2 odenoma popillare 8503/0 BSL0/0
introdutiale introduttale

.2 Heoplasie maligne associate 8.2 Meoplasie maligne associate

| dotto al dotto
821 carcinamea duttale 8.2 1 carcinama duttale 21473 B4 73"
8.2.2 carcinoma papiiiare 8.22 carcinama papillare BS0G/3 Ba03/3
introdutiale introduttale
8.3 Carcinoma con infiltrazione 8.3 Carcinoma con infiltrazione E840/3 BS40/3

!-lpir.hrmlca (Paget-like dizseaze) epidermica (Paget-like disease)
ILa maggior parte delle lesioni iperplastiche e displasiche non possiede un codice ICD-0 (codice
assegrato alle lesicr neoplastichel

*in alcuni casi il codice ICD-D & stato assegnato anche se la nomenclatura & diversa, ma la descrizionea
morfologica corrisponde

Jentith non presente nella specie felina
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Tab. 2. Criteri per I'assegnazione del grado istologico di malignita nei tumori mammari felini

[ Siatema digrading | Caratteristica

A. formazione di tubuli

1-3
LK
i T B. Pleomorfismeoe cellulare (nucleare e nucleolare) 1-3
=}
Ty 1] | - "
B B. Pleomorfismo nucleare -3
BT F

MAclsa| rvliagd per

cs EE EE MMEE REE Novel MMEE/REE Novel
stagnaro - - Millset Millset Millset  Mills et . D ”
et al, 1998 1, 2014 al, 2014 2014 a
ZeissAxioskop,  Leitz Ortholux, 25x, B
053mm 053mm 053mm  053mm 0625 mm*® 0625 mm*

40x,051mm 059 mm (0274 mm?)°®

0-8 0-7 0-9 0-8 0-50 0-50 > 62 0-33 >33 1

>17 >4 >19 >=17 >=71 7 " 3
<= 5% anormale 1
6-25% anormale 2
> 25% anormale 3
<= 5% anormale o
> 5% anormale 1

E. iInvagicrsy Iinfoyspoobyre

assente (o]
presente 1
Comda iwinkegscs di malignich tofsle ctisnuic coeremando Tutil § punil coneideras] rel vasl gatamd & grading|j Totale

Blamnr ge prie -]
(Novel Dagher
etal, 2019)

(NovelDagher et
al ., 2019)

° HPF, (high power field - campo
ad elevato ingrandimento)

| campi sono selezionati alla
periferia o nelle parti
mitoticamente piu attive del
campione. Essi devono essere
consecutivima se 3 campi
consecutivi mostrano assenza di
mitosi & necessario Muoversi su
un‘area mitoticamente piu
attiva/periferica e cominciare
nuovamente a valutare campi
consecutivi

§ Microscopio, obiettivo, diametro
del campo di visione in mm (field
area iIn mm_2) La conta mitotica
deve essere proporzionale al
diametro del campo

A Le forme nucleari anormali
includono oani modificazione
di forma da quella classica con
contorno regolare o con forma
da tonda ad ovalare tra le quali
si annoverano indentazione,
angolarita, corrugazione o
morfologa ameboide

Tali modificazioni devono essere
determinate per HPF nelle
porzioni piu indifferenziate e/o
invasive del tumore. || numero
del nuclei con morfologia
anormale & stimata come
percentuale sul numero totale
dei nuclei in un dato campo

* Dagher et al. Conta mitotica
adeguata secondo metodo
adottato da Mills e et al ed i loro
specifici diametri di campo ottico

EE, Eiston and Ellis;

CS, Castagnaro system;
MMEE, Mitotic Modified EE
REE. Revised EE

Novel Novel systerm

Sopravvivenza media(mesi)

Jumsns | ot | e |

Riferimenti
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