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Abstract

Immunosuppressive regulatory T cells (Tregs) are part of the tumor microenvironment and contribute
to the establishment of neoplastic tolerance, promoting tumor development and progression by

dampening antitumor immune responses.

Metronomic chemotherapy (MC) is defined as the oral administration of low doses of chemotherapy
on a continuous schedule of treatment, without extended drug-free breaks. MC has been shown to be
a multitarget therapy and to act not only on neovascularization, cancer stem cells and tumor
quiescence but also being able to interact with the patient's immune response to cancer, reversing the

state of immune tolerance by selectively depleting the number of Tregs and impairing their functions.

The aim of this study was to evaluate the effects of MC consisting of daily administration of
cyclophosphamide, meloxicam and thalidomide, on the absolute number of circulating Tregs in a

population of patients with different cancer diseases, over the medium/long term.

It was hypothesized that during metronomic chemotherapy, the absolute number of circulating Tregs

would progressively decrease; furthermore, good tolerability with few adverse effects was expected.

This prospective study included 29 canine cancer patients. To determine circulating Tregs we
performed a complete blood count (CBC) and a cytofluorimetric examination of the lymphocytes. A
blood sample was collected before and 15, 30, 90 and 180 days after the start of metronomic treatment
(cyclophosphamide at 12,5 mg/m?, meloxicam at 0,1 mg/kg and thalidomide at 3-6 mg/kg). The
percentage of circulating CD4"CD25"Foxp3™ Tregs obtained by cytofluorimetry was then related to
the absolute number of circulating lymphocytes to obtain the absolute number of circulating Tregs of

each sample.

We found that the duration of MC administration has a statistically significant influence on the
reduction of circulating Tregs absolute number, but not on the circulating Tregs percentage.
Furthermore, in our cohort, tumor type or previous surgery did not seem to have any effect on the

circulating Tregs absolute number.

Our patients did not develop any moderate or severe adverse effects, and long-term treatment was

well tolerated.

This is the first time that the effect of the metronomic combination of cyclophosphamide, meloxicam,
and thalidomide on circulating Tregs is evaluated in a canine population with cancer, showing a

reduction in their absolute number over time. This is an interesting result that should motivate to



gather more knowledge about the interactions between immune system and different tumor types, in
order to be able to use MC in a more targeted way. Furthermore, flow cytometry is a readily available
tool that could be of great value in daily clinical practice to analyze the pattern of circulating Tregs

during MC to detect early tumor progression.



Prefazione

La chemioterapia metronomica (MC — Metronomic Chemotherapy), proposta per la prima volta nel
2000 da Hanahan et al., puo essere definita come la somministrazione continuativa per via orale di
farmaci chemioterapici a bassi dosaggi; questo comporta una notevole riduzione dei potenziali effetti
collaterali (Hanahan et al., 2000; Bocci et al., 2003; Kerbel and Kamen, 2004). Storicamente, la MC
¢ stata impiegata come terapia palliativa qualora fossero stati esauriti tutti i trattamenti convenzionali
(Gaspar et al., 2018). Le ultime evidenze in campo umano suggeriscono, pero, un suo potenziale
utilizzo anche in regime neoadiuvante e non soltanto come palliazione (Dellapasqua et al., 2011;

Rabanal et al., 2017).

In ambito veterinario questa terapia presenta diversi vantaggi (Emmenegger et al., 2004; Kerbel,

2007; Koumarianou et al., 2014; Gaspar et al., 2018):

— migliore tollerabilita e minore necessita di farmaci di supporto

— basso costo

— comodita per i proprietari che trattano i loro animali a casa, causando anche meno stress
all'animale

— minore probabilita di indurre farmacoresistenza e possibilita di combinazione con altre terapie

Attualmente, a fronte di un progressivo sviluppo in campo umano, i lavori pubblicati sulla MC in
medicina veterinaria sono ancora poco numerosi. L'obiettivo del presente studio ¢ stato
I’approfondimento delle conoscenze attuali sull'utilizzo della MC nel cane, focalizzando I’attenzione
sui meccanismi alla base del suo funzionamento; in particolare ¢ stato valutato I'andamento dei
linfociti T regolatori (Tregs) circolanti (responsabili dell’evasione dall’immunosorveglianza dei
tumori) in cani affetti da diversi istotipi tumorali sottoposti a trattamenti di MC.
E stato ipotizzato che in corso di chemioterapia metronomica il numero assoluto dei linfociti T
regolatori circolanti si riducesse progressivamente nelle fasi in cui la malattia non era in progressione;
inoltre, si prospettava una buona tollerabilita della terapia da parte degli animali e la comparsa di

pochi effetti avversi.

Questo studio ¢ stato preceduto da una fase preliminare necessaria per la messa a punto della tecnica
citofluorimetrica per la determinazione delle percentuali di Tregs circolanti e per verificare se ci fosse

concordanza con gli studi precedentemente pubblicati in medicina veterinaria.



Introduzione

Cenni storici

Il cancro rappresenta da sempre una sfida per i medici di tutto il mondo. I progressi della medicina
veterinaria hanno permesso ai cani di vivere piu a lungo, aumentando di conseguenza 1’incidenza
delle malattie legate all’eta, incluso il cancro (Paoloni and Khanna, 2007; Pierini et al., 2012).
La chemioterapia convenzionale ¢ stata il cardine della terapia antitumorale sistemica per oltre 50
anni. La maggior parte dei protocolli chemioterapici, in medicina umana come in medicina
veterinaria, prevede la somministrazione di uno o piu agenti citotossici somministrati ad alti dosaggi
seguendo il concetto di dose massima tollerata (MTD — Maximum-Tolerated Dose). Poiché le cellule
neoplastiche si dividono piu rapidamente rispetto ai tessuti sani, la chemioterapia MTD ha lo scopo
di eliminare il maggior numero di cellule neoplastiche al fine di abbassare il carico tumorale, senza
creare eccessivi effetti collaterali all’organismo. Un aspetto critico di tutti i protocolli di
chemioterapia MTD ¢ la necessita di intervalli tra le sedute di trattamento proprio per consentire il
recupero dei tessuti piu sensibili ai farmaci, in particolare i precursori del midollo osseo e le cellule
epiteliali gastrointestinali. Questo approccio, pero, consente anche il recupero di una parte delle
cellule neoplastiche e puo portare alla progressione o alla recidiva del tumore, allo sviluppo di
metastasi o alla farmacoresistenza. Sebbene la chemioterapia convenzionale sia stata associata ad un
significativo aumento della sopravvivenza per molti tumori, raramente permette di ottenere un
controllo permanente della malattia, soprattutto in presenza di malattia metastatica (Biller, 2014).
Negli ultimi decenni la ricerca ha portato ad una maggiore comprensione dei meccanismi molecolari
all'origine delle metastasi tumorali e della farmacoresistenza. Nel 2000 Fidler ed Ellis affermarono
che “il cancro ¢ una malattia cronica e dovrebbe essere trattato come le altre patologie croniche”
(Fidler and Ellis, 2000). Sempre nel 2000, diversi autori hanno evidenziato una serie di elementi
decisivi per l'efficacia della chemioterapia antineoplastica (Browder et al., 2000; Hanahan et al., 2000;
Klement et al., 2000) che includono l'eterogeneita dinamica e l'instabilita delle cellule tumorali,
l'azione protettiva del microambiente tumorale e la soppressione della risposta immunitaria
antitumorale. La presa di coscienza a riguardo ha consentito lo sviluppo di nuovi approcci alla terapia
del cancro, come ad esempio la chemioterapia metronomica (Hanahan and Weinberg, 2000; Biller,
2014). Fu Douglas Hanahan a nominare questa terapia con il termine “metronomica”, facendo
riferimento soprattutto allo schema che consiste nella somministrazione cronica, di dosi di farmaci

equamente distanziate e senza periodi di riposo (Hanahan et al., 2000). Questo nuovo concetto



prevedeva la possibilita di trattare tumori che non rispondevano piu alla terapia tradizionale

(Scharovsky et al., 2009).

Meccanismi d’azione

Mentre in corso di chemioterapia tradizionale il principale meccanismo d'azione ¢ un effetto
antitumorale diretto, legato all’induzione dell’apoptosi o comunque all’azione citotossica diretta sulle
cellule tumorali, con la MC l'effetto ricercato ¢ quello indiretto, che agisce sul microambiente
tumorale, in particolar modo inibendo l'angiogenesi tumorale. Nel corso del suo sviluppo, la MC si ¢
inoltre dimostrata una terapia multitarget: oltre all'azione sulla neo-vascolarizzazione, interagisce con
le cellule staminali tumorali, interviene nella dormienza tumorale e sulla risposta immunitaria del
paziente nei confronti del cancro (Hanahan et al., 2000; Pasquier et al., 2010; Gaspar et al., 2018;

Cazzaniga et al., 2021).

Neo-vascolarizzazione
Il processo di angiogenesi, ovvero lo sviluppo di nuovi vasi sanguigni da vasi preesistenti, ¢
fondamentale per la crescita tumorale. Il tumore ¢ in grado di stimolare sia la neo-angiogenesi sia la
vasculogenesi, definita come la formazione di nuovi vasi sanguigni da cellule precursori derivate dal
midollo osseo, compresi i precursori endoteliali circolanti (Asahara et al., 1997; Bertolini et al., 2006;
Biller, 2014). Poich¢ I'angiogenesi ¢ di fondamentale importanza per la sua sopravvivenza, il tumore
riesce ad alterare il normale equilibrio tra le molecole pro-angiogeniche e anti-angiogeniche,

fenomeno noto come switch angiogenico.

In corso di MC, le cellule endoteliali della vascolarizzazione tumorale vengono direttamente colpite
dagli agenti chemioterapici (Mutsaers, 2009; Mross and Steinbild, 2012; Loven et al., 2013; Gaspar
et al.,, 2018) attraverso l’induzione selettiva dell'apoptosi e l'inibizione selettiva della loro
proliferazione e migrazione (Bocci et al., 2002; Blansfield et al., 2008; Pasquier et al., 2010; Gaspar
et al., 2018). Le stesse cellule vengono anche indirettamente influenzate tramite 1'up-regolazione di
fattori anti-angiogenici (ad esempio, I’endostatina e la trombospondina-1) e la down-regolazione di
fattori pro-angiogenici (ad esempio, il fattore di crescita vascolare endoteliale [VEGF — Vascular
Endothelial Growth Factor] ed il fattore di crescita dei fibroblasti [FGF — Fibroblast Growth Factor))
(Loven et al., 2013; Biller, 2014; Gaspar et al., 2018).

La MC ¢ inoltre in grado di interferire con la vasculogenesi: in questo caso il bersaglio sono i
precursori endoteliali circolanti, la loro vitalita e capacita di mobilizzazione (Pasquier et al., 2010;

Loven et al., 2013; Gaspar et al., 2018).



Cellule staminali neoplastiche

Le cellule staminali tumorali che risiedono all’interno del microambiente tumorale contribuiscono
alla de-differenziazione cellulare, all'eterogeneita tumorale, all'invasione, alla metastatizzazione
(Reya et al., 2001; Singh and Settleman, 2010; Simsek et al., 2019) e sono state considerate la
principale fonte di fenomeni di resistenza del tumore alla chemioterapia convenzionale e alla
radioterapia (Vives et al., 2013; Benazzi et al., 2014; Malik et al., 2014; Gaspar et al., 2018). Queste
cellule hanno un elevato potere angiogenico, sono in grado di produrre elevati livelli di VEGF sia in
condizioni normali sia in condizioni ipossiche (Ribatti, 2012); inoltre hanno la capacita di auto-
rinnovamento mediante sistemi di riparazione del DNA (Reya et al., 2001; Romiti et al., 2013; Biller,
2014). Nonostante le limitate evidenze, la MC sembrerebbe ridurre la popolazione di cellule staminali

tumorali inibendole direttamente e tramite la sua azione anti-angiogenica (Kerbel and Shaked, 2017).

Dormienza tumorale

La dormienza tumorale si verifica nella fase iniziale della progressione del tumore (Pasquier et al.,
2010; Gaspar et al., 2018), prima che si sviluppino le condizioni adatte a sostenerne la proliferazione,
e anche in un secondo momento, durante la fase di remissione post trattamento (Hanahan and
Folkman, 1996; Bahl and Bakhshi, 2012; Gaspar et al., 2018). In questa fase le cellule tumorali non
si replicano, ma restano quiescenti, anche molto a lungo, sopravvivendo in attesa delle giuste
condizioni per riprendere a proliferare. E regolata dal sistema immunitario, con un equilibrio
dinamico tra proliferazione cellulare e morte per apoptosi (quiescenza immunologica) o insufficiente
apporto di sangue (quiescenza angiogenica). Esistono almeno tre diversi meccanismi che regolano la
dormienza tumorale: la dormienza intrinseca (le cellule sono in arresto mitotico, quindi meno
responsive alla chemioterapia), I'immunosorveglianza (le cellule sono in grado di sfuggire al sistema
immunitario) e la dormienza estrinseca (switch dall'effetto angiogenico a quello non angiogenico)
(Phan and Croucher, 2020). La dormienza puo insorgere sia a livello di tumore primario sia delle sue

metastasi (Pasquier et al., 2010; Gaspar et al., 2018).

Si ipotizza che al bilanciamento tra proliferazione tumorale ed apoptosi contribuiscano in modo
fondamentale il microambiente tumorale, l'impedimento della vascolarizzazione (dormienza
angiogenica) e la sorveglianza immunitaria (Paez et al., 2012; Simsek et al., 2019). Diversi studi
evidenziano la capacita della MC di indurre una quiescenza angiogenica, in particolare attraverso
l'up-regolazione di fattori anti-angiogenici come la trombospondina-1 e la down-regolazione di fattori

pro-angiogenici come il VEGF (Natale and Bocci, 2018; Simsek et al., 2019).



Sistema immunitario
Le neoplasie tendono a trasformare l'ambiente circostante per creare un microambiente vitale,
modificando il sistema immunitario dell'ospite e stabilendo la cosiddetta folleranza immunitaria.

Ripristinare e potenziare la risposta immunitaria antitumorale ¢ un altro meccanismo d’azione della

MC (Ménard et al., 2008; Simsek et al., 2019).

I linfociti T regolatori e le cellule soppressorie di origine mieloide (MDSC — Myeloid-derived
suppressor cells) sono cellule di particolare importanza nel limitare 1'inflammazione patologica in
condizioni sia fisiologiche sia tumorali. Queste cellule sopprimono efficacemente le risposte
immunitarie antitumorali e sono presenti ad alti livelli nei pazienti oncologici con neoplasie maligne
(Biller, 2014), contribuendo significativamente alla tolleranza immunitaria (Finn, 2012; Umansky

and Sevko, 2013; Gaspar et al., 2018).

Linfociti T regolatori

I linfociti T sono mediatori dell'immunita. All'inizio degli anni ‘70, ¢ stata ipotizzata 1'esistenza di
cellule T soppressorie in grado di inibire le altre cellule T (Gershon et al., 1972). Nel 1995 Sakaguchi
et al. hanno scoperto una nuova sottopopolazione di cellule T soppressorie, identificando una
popolazione di cellule T CD4* (Cluster di Differenziazione) che esprimevano numerose catene alfa
del recettore dell'interleuchina-2 (CD25); queste cellule sono ora denominate Tregs (Sakaguchi et al.,
1995). 1l Foxp3 (forkhead box P3) ¢ un fattore di trascrizione, regolatore critico dello sviluppo e del
funzionamento delle cellule T regolatorie CD4°CD25" (Ohkura et al., 2012). Ad oggi, il Foxp3 ¢ uno
dei marcatori piu affidabili per la determinazione dei Tregs (Zhao et al., 2010; Chen et al., 2016).

Per riuscire a mantenere 1’omeostasi immunitaria esistono diversi meccanismi regolatori in grado di
prevenire disordini autoimmuni e moderare 1’inflammazione indotta da agenti patogeni e insulti
ambientali. I Tregs vengono considerati come i principali mediatori della tolleranza periferica,
inibendo ’auto-reattivita dei linfociti maturi a livello degli organi linfoidi secondari e dei tessuti
periferici. Sebbene abbiano un ruolo fondamentale nella prevenzione delle malattie autoimmuni,
come il diabete di tipo 1 (Sakaguchi et al., 2001; Shevach et al., 2006; Vignali et al., 2008), e nel
limitare le malattie infiammatorie croniche, come I’asma e le malattie infiammatorie intestinali (IBD
— Inflammatory Bowel Disease) (Coombes et al., 2005; Xystrakis et al., 2006; Vignali et al., 2008),
sono anche in grado di instaurare la tolleranza immunitaria nei confronti dei tumori (Kretschmer et

al., 2006; Vignali et al., 2008).

Esistono due classi di Tregs: i Tregs di derivazione timica o naive (nTregs) ed i Tregs inducibili
(iTregs) (Ha, 2009; Gaspar et al., 2018). Sono le cellule tumorali ad indurre la generazione dei iTregs

dai nTregs, attraverso il contatto cellula-cellula e la produzione di citochine antinfiammatorie,
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soprattutto dell’interleuchina-10 (IL-10), interleuchina-35 (IL-35) ed del fattore di crescita
trasformante-B (TGF- ) (Ha, 2009; Josefowicz et al., 2012; Chen et al., 2016; Gaspar et al., 2018). I
linfociti CD4"CD25"FoxP3" si accumulano all'interno del sito tumorale (Pasquier et al., 2010;
Josefowicz et al., 2012; Bahl and Bakhshi, 2012; Koumarianou et al., 2014; Madondo et al., 2016;
Gaspar et al., 2018) e sopprimono l'attivitd immunitaria tumore-specifica data dalle cellule T
citotossiche (Tcyt) e dalle cellule T helper (Th) e l'attivita immunitaria tumore-non-specifica data
delle cellule T effettrici (Teff) come le natural killer (NK) e le cellule T natural killer (NKT) (Bahl
and Bakhshi, 2012; Mross and Steinbild, 2012; Gaspar et al., 2018), inibendo anche la maturazione
delle cellule dendritiche (DC) (Tanaka et al., 2009; Gaspar et al., 2018).

La MC puo invertire lo stato di tolleranza immunitaria riducendo selettivamente il numero di Tregs
e compromettendo le loro funzioni, aumentando cosi la potenza delle Teff (Madondo et al., 2016;
Gaspar et al., 2018), man mano che la funzione delle DC viene migliorata, promuovendo quindi una
presentazione dell'antigene piu efficace (Tanaka et al., 2009; Madondo et al., 2016; Gaspar et al.,
2018). La riduzione dei Tregs in corso di MC ¢ attribuita principalmente all’abbassamento delle
concentrazioni intracellulari di ATP rispetto ai Teff, che compromette la disintossicazione dai

metaboliti del chemioterapico somministrato (Zhao et al., 2010; Gaspar et al., 2018).

Applicazioni cliniche

Storicamente, la MC, proprio a causa della mancata azione citotossica diretta, viene consigliata in
medicina veterinaria come trattamento palliativo. Gli obiettivi per cui viene proposta possono pero

essere differenti, in particolare puo rappresentare:

— Trattamento di prima linea nei pazienti con diagnosi di malattia avanzata e/o incurabile; in
questo caso rappresenta un'alternativa piu sicura rispetto alla chemioterapia tradizionale e
potenzialmente altrettanto efficace (Lana et al., 2007; Loven et al., 2013; Gaspar et al., 2018).

— Terapia di consolidamento, a seguito di chemioterapia convenzionale adiuvante o
neoadiuvante, con lo scopo di prolungare lo stato clinico di remissione acquisito in pazienti
ad alto rischio di recidiva, (Loven et al., 2013), oppure da sola come terapia adiuvante dopo
intervento chirurgico e/o radioterapia al fine di eliminare eventuali cellule tumorali residue o
micro-metastasi (Gaspar et al., 2018).

— Terapia di mantenimento, in sostituzione a precedenti protocolli dose-intensi,
indipendentemente dalla risposta ottenuta, con l'intento di offrire una migliore qualita di vita
(Loven et al., 2013; Gaspar et al., 2018). Dieci anni fa ¢ stata introdotta una nuova modalita

di trattamento, il regime di chemo-switch, che prevede 1’uso della MC dopo la chemioterapia
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alla dose massima tollerata. Il chemo-switch come approccio di mantenimento puo essere di
beneficio clinico per i pazienti con bassa carica tumorale (Bellmunt et al., 2010; Malik et al.,

2014; Gaspar et al., 2018).

Farmaci utilizzati in regime metronomico

In regime di chemioterapia metronomica viene di solito impiegata una combinazione di farmaci di
diverse classi con proprieta anti-angiogeniche, immunostimolanti e pro-apoptotiche (Mutsaers,
2009). L’associazione piu comunemente utilizzata nella pratica clinica ¢ quella di ciclofosfamide,

talidomide e un antinfiammatorio non steroideo.

Agenti chemioterapici
La ciclofosfamide, un agente alchilante, ¢ di gran lunga 1’agente chemioterapico piu studiato ed
utilizzato nei protocolli di chemioterapia metronomica. Ad alto dosaggio (250-300 mg/m?), da sola o
in associazione con altri farmaci citotossici (Penel et al., 2012; Gaspar et al., 2018), ne viene sfruttato
I’effetto citotossico diretto nella gestione di diverse patologie neoplastiche, quali diverse forme di
linfoma, alcuni sarcomi, mentre in regime metronomico (mediamente 10-15 mg/m?) dimostra buone
proprieta anti-angiogeniche e immunomodulanti. Sembra in grado di stimolare la produzione di
trombospondina-1 (Hamano et al., 2004; Shaked et al., 2005; Damber et al., 2006) e di ridurre il
livello di citochine immunosoppressive, come TGF-f, IL-10 e IL-2 (Matar et al., 2001, 2002; Sharabi
and Ghera, 2010), stimolare le cellule NKT (Liu et al., 2007; Sharabi and Ghera, 2010), la
maturazione delle cellule dendritiche (Wada et al., 2009; Sharabi and Ghera, 2010) e favorire la
sopravvivenza delle cellule T memoria (Hermans et al., 2003; Zacarias Fluck et al., 2007; Penel et

al., 2012).

Mentre il dosaggio dose-intenso ¢ ormai standardizzato, c'¢ grande variabilita per quello utilizzato
nei protocolli metronomici descritti per il cane; ¢ riportato il suo impiego a dosaggi da 7 a 25 mg/m?,
somministrata una volta al giorno oppure a giorni alterni per via orale (Lana et al., 2007; Rasmussen
et al., 2017; Elmslie et al., 2008; Burton et al., 2011; Marchetti et al., 2012; Mitchell et al., 2012;
Bracha et al., 2014; Spugnini et al., 2014; London et al., 2015; Wendelburg et al., 2015; Cancedda et
al., 2016; Finotello et al., 2017; Gaspar et al., 2018). Recentemente, Denies et al. hanno dimostrato
una riduzione significativa delle percentuali di Tregs in corso di MC con un dosaggio di
ciclofosfamide pari a 12,5 mg/m? (Denies et al., 2017). Un altro studio ha dimostrato che la
somministrazione giornaliera di ciclofosfamide a bassi dosaggi (12,5-15 mg/m?) come singolo agente
¢ in grado di ridurre il numero assoluto di linfociti T regolatori circolanti in corsi di neoplasia (Burton

etal., 2011).
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Oltre alla ciclofosfamide, altri farmaci come il clorambucile (4 mg/m? o 0,2 mg/kg, una volta al
giorno) (Leach et al., 2012; Schrempp et al., 2013) e la lomustina (2,8 mg/m?, una volta al giorno)
(Tripp et al., 2011) sono stati usati in diversi lavori condotti sul cane, ma il loro impiego ¢ piu limitato

rispetto a quello della ciclofosfamide.

Antinfiammatori non steroidei
I mediatori dell’inflammazione sembrano giocare un ruolo importante nella crescita e sopravvivenza
delle cellule tumorali. La ciclossigenasi (Cox)-1, enzima coinvolto direttamente nella regolazione dei
processi inflammatori dell’organismo, ¢ espressa fisiologicamente nei tessuti normali e nei tumori
maligni del cane, mentre 1’isoforma Cox-2 ¢ normalmente assente nelle cellule normali (Queiroga et
al., 2005; Gaspar et al., 2018), essendo indotta solo nelle cellule inflammatorie e nei tumori da
citochine e promotori tumorali (Masferrer et al., 2000; Gaspar et al., 2018). La Cox-2 ¢ espressa anche
all'interno della neo-vascolarizzazione tumorale e nelle cellule tumorali, dove volge un effetto sia
pro-angiogenico sia immunomodulatorio (Rasmussen et al., 2017) ed & sovra-espressa in molti tumori
canini (p.e. neoplasie mammarie, melanoma e mastocitoma) (Queiroga et al., 2005; Pires et al., 2010;
Prada et al.,, 2012). Entrambe le molecole possono essere inibite dai tradizionali farmaci
antinflammatori non steroidei (FANS) (Masferrer et al., 2000; Gaspar et al., 2018). Il FANS piu
utilizzato e piu studiato ¢ il piroxicam (0,3 mg/kg una volta al giorno), inibitore non specifico delle
Cox-1 e Cox-2 (Knapp et al., 1994; Chon et al., 2012; Gaspar et al., 2018). Come alternativa viene
frequentemente utilizzato il meloxicam (0,1 mg/kg una volta al giorno) (Milevoj et al., 2022),
inibitore non specifico che agisce maggiormente sulla Cox-2 rispetto alla Cox-1. A differenza del
piroxicam, il meloxicam ¢ registrato anche per uso veterinario e la sua formulazione liquida ne rende

agevole la somministrazione quotidiana.

Talidomide

La talidomide ¢ stata sintetizzata per la prima volta nel 1954 ed ¢ stata utilizzata in Europa come
farmaco ipno-sedativo e antiemetico non barbiturico per la nausea mattutina nell’uomo, soprattutto
nelle donne in gravidanza (Teo et al., 2004; Pierini et al., 2020). Nel 1961 si scopri che la talidomide
aveva effetti teratogeni e fu quindi ritirata dal mercato (Sheskin, 1965; Pierini et al., 2020). Per questo
motivo il profilo di sicurezza della talidomide non ¢ stato completamente determinato fino al 1998
(Calabrese and Fleischer, 2000; Pierini et al., 2020) e da allora sono stati condotti diversi studi sul
suo potenziale impiego per il controllo di patologie infiammatorie e oncologiche, sfruttando proprio
1 suoi effetti anti-angiogenici. Ha mostrato infatti una promettente attivita antitumorale in diverse
neoplasie ed ¢ stato proposto come farmaco di scelta nel mieloma multiplo (Singhal et al., 1999;

Govindarajan et al., 2000; Marx et al., 2001; Patt et al., 2005; Pierini et al., 2020). Il suo meccanismo
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d'azione non ¢ ancora stato completamente chiarito, anche se ¢ noto che possiede proprieta
immunomodulanti, antinfiammatorie e anti-angiogeniche, in particolare attraverso l'inibizione
dell'espressione del VEGF (Paez et al., 2012; Gaspar et al., 2018) e del fattore di necrosi tumorale
(TNF — Tumor Necrosis Factor) a circolante (Queiroga et al., 2005; Gaspar et al., 2018). Sembra

avere effetto sinergico con la ciclofosfamide.

11 dosaggio della talidomide in corso di chemioterapia metronomica, ¢ generalmente empirico, e negli
studi pubblicati sono riportati dosaggi da 2 e 26 mg/kg/giorno o 100-400 mg/cane/giorno (Finotello
etal., 2017; Polton et al., 2018; Ekena et al., 2018; Pierini et al., 2020).
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Materiali e metodi

Lo studio ¢ stato sottoposto al vaglio del Comitato Etico per la Sperimentazione Animale (CESA),
istituito ai sensi della legge regionale 01 agosto 2002, n. 20, che ha espresso parere etico favorevole
alla sua esecuzione, che non prevedeva procedure sperimentali ma solo utilizzo di matrici biologiche
(sangue) da soggetti sottoposti a protocolli di chemioterapia metronomica tradizionale. Per
acconsentire all’inclusione nello studio i proprietari di tutti i pazienti hanno firmato un consenso
informato all’utilizzo delle matrici biologiche prelevate dai propri animali per fini diagnostici e
terapeutici. Inoltre, i proprietari sono stati correttamente istruiti per la manipolazione e

somministrazione casalinga sicura dei diversi farmaci.

Fase preliminare

Questa fase si ¢ resa necessaria al fine di mettere a punto la tecnica citofluorimetrica per la
determinazione delle percentuali di Tregs circolanti e per verificare se ci fosse concordanza con gli
studi precedentemente pubblicati in medicina veterinaria. In fase di arruolamento i pazienti sani sono
stati definiti tali in seguito ad una anamnesi approfondita con esame fisico. Di questi pazienti sono
state utilizzate le matrici ematologiche prelevate per le indagini preoperatorie di routine (p.e.
ovarioisterectomia) oppure per esami annuali di check-up, evitando cosi ulteriori prelievi di sangue,

nel rispetto del benessere dell’animale.

Successivamente, sono stati arruolati cani affetti da neoplasia seguiti presso 1’Ospedale Veterinario
Universitario Didattico (OVUD) di Parma, per patologie tumorali di diverso tipo e non sottoposti a
protocolli di chemioterapia metronomica, dai quali ¢ stato ottenuto un campione di sangue prima che
fossero sottoposti a chirurgia per I’asportazione del tumore o a chemioterapia dose-intensa. Questo
gruppo ¢ servito come controllo per valutare la variazione delle percentuali di Tregs circolanti in una
popolazione neoplastica rispetto a una sana, nonché per ottimizzare 1I’impiego dei campioni della
popolazione in esame e non rischiarne la perdita prima della perfetta messa a punto della tecnica. I
criteri di inclusione per questi soggetti erano la diagnosi tumorale documentata mediante istologia
e/o citologia della neoformazione. Pazienti affetti da neoplasia linfoproliferativa, trattati
chirurgicamente per resezione neoplastica (quindi con malattia tumorale solo microscopica), oppure
trattati con corticosteroidi, chemioterapici in regime dose-intenso o metronomico, farmaci

immunosoppressori, o affetti da concomitanti patologie immunomediate sono stati esclusi.

Sul sangue di queste due popolazioni canine ¢ stato effettuato un esame citofluorimetrico per la

determinazione delle percentuali di Tregs circolanti.
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Criter1 di inclusione nello studio

I pazienti del presente studio prospettico sono stati inclusi e trattati presso ’OVUD dell’Universita

di Parma dal 10 novembre 2020 al 10 aprile 2023. Lo studio si ¢ concluso il 10 novembre 2023.
Sono stati arruolati cani sottoposti a trattamento MC perché:

— affetti da neoplasia in fase avanzata/terminale
— affetti da neoplasia cui ¢ stato rifiutato il trattamento d'elezione (chirurgia, chemioterapia
MTD, radioterapia)

— trattati come terapia di consolidamento o di mantenimento.

I pazienti affetti da neoplasia linfoproliferativa, oppure in terapia con corticosteroidi o farmaci

immunosoppressori o con un follow-up inferiore a 15 giorni sono stati esclusi.

L’uso della chemioterapia tradizionale o del FANS prima della MC ¢ stato consentito qualora fosse

stato effettuato un corretto washout di rispettivamente almeno 3 settimane e 3 giorni.

Valutazione dei pazienti e follow-up

I pazienti inclusi sono stati sottoposti a stadiazione clinica mediante esame fisico, esame
emocromocitometrico, chimica sierica, esame ecografico dell’addome e radiografico del torace in tre
proiezioni e/o tomografia computerizzata (TC). Per ciascun paziente ¢ stata ottenuta la diagnosi
citologica e/o istologica del tumore primario (con I’ausilio dell’immunoistochimica quando
necessaria) e successivamente impostata la MC. Un giorno prima di iniziare la MC (To) e ai tempi
previsti dallo studio ¢ stato utilizzato il sangue prelevato per i controlli di routine per eseguire I’esame

citofluorimetrico per la determinazione delle percentuali di Tregs circolanti.

I controlli ematologici sono stati stabiliti a 15 (T1), 30 (T2), 90 (T3) e 180 (T4) giorni, in concomitanza
con uno dei normali controlli eseguiti per valutare la tossicita sistemica della terapia, e consistevano
in esame fisico, emocromocitometrico ¢ citofluorimetrico di controllo, con raccolta e trascrizione

dell’anamnesi corrente nella cartella clinica del singolo paziente.

Per la determinazione dei Tregs sono stati eseguiti in sequenza: I’esame emocromocitometrico,
I’isolamento delle cellule mononucleate mediante centrifugazione del campione ed il congelamento
del campione cellulare entro un’ora del prelievo. Al momento dell’analisi i campioni venivano
scongelati, preparati ed analizzati tramite il citofluorimetro (vedi paragrafo “Determinazione dei

linfociti T regolatori”).
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Tutti 1 soggetti sottoposti a MC sono stati rivalutati sia clinicamente sia da un punto di vista
ematologico con cadenza mensile fino al decesso o per almeno 6 mesi dall’inizio della terapia.
Durante i controlli, oltra alla valutazione della tollerabilita della terapia, ogni paziente ¢ stato visitato

per valutarne lo stato generale e I’eventuale progressione della malattia tumorale.

Ogni effetto avverso legato alla MC ¢ stato classificato secondo il Veterinary Cooperative Oncology
Group Common Terminology Criteria for Adverse Events (VCOG-CTAE) v2 (LeBlanc et al., 2021)

e ogni sospensione e/o variazione della terapia ¢ stata annotata nella scheda del paziente.

Protocollo farmacologico

Il protocollo metronomico ¢ stato proposto per un periodo minimo di 6 mesi, al termine del quale
ciascun soggetto ¢ stato sottoposto a rivalutazione clinica e di diagnostica per immagini e, se la
malattia appariva stabile o in lenta progressione, la terapia ¢ stata prolungata di ulteriori 3 mesi, fino

a un massimo di 1 anno, al termine del quale veniva interrotta.

Per quanto riguarda la tolleranza alla terapia, sono stati fissati controlli mensili clinici ed ematologici
(emocromo e chimica sierica contenente i parametri di funzionalita renale, transaminasi, bilirubina,

proteina totali, albumine, parametri muscolari, colesterolo e trigliceridi).

Agente chemioterapico
In questo studio ¢ stato scelto come agente immunomodulatore la ciclofosfamide (Endoxan®, Baxter
Oncology GmbH, Germania), impiegata al dosaggio pit comunemente utilizzato nella pratica clinica
(12,5 mg/m?) (Burton et al., 2011; Denies et al., 2017), somministrata per via orale ogni 24 ore al
mattino, formulata da una farmacia autorizzata in capsule con dosaggio corrispondente a quello

necessario per ogni paziente.

Antinfiammatorio non steroideo

Quando le condizioni cliniche dei pazienti lo permettevano (assenza di malattia renale cronica,
patologie gastroenteriche) veniva associato 1’uso del FANS. E stato utilizzato il meloxicam alla dose
antinfiammatoria di 0,1 mg/kg (Meloxoral®, Dechra, Italia) per via orale ogni 24 ore, a stomaco

pieno e senza la necessita di somministrare un gastroprotettore.

Talidomide
La talidomide ¢ stata somministrata alla dose di 3-6 mg/kg per via orale ogni 24 ore alla sera. La
posologia ¢ stata stabilita arbitrariamente sulla base dei lavori precedentemente pubblicati (Finotello
et al., 2017; Polton et al., 2018; De Campos et al., 2018) e aggiustata in base alla tolleranza del
soggetto.
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Determinazione dei linfociti T regolatori

Per la determinazione dei Tregs sono stati eseguiti in sequenza l’esame emocromocitometrico,
I’isolamento delle cellule mononucleate ed il congelamento del campione cellulare entro un’ora del
prelievo. Al momento dell’analisi i campioni venivano scongelati, preparati ed analizzati tramite il

citofluorimetro.

Esame emocromocitometrico

L’esame ¢ stato eseguito su sangue intero prelevato e posto in provette Vacutest® contenente Ks-
EDTA tramite I’ausilio del contaglobuli CELL-DYN 3500 (Abbott, USA) in un primo tempo, poi
sostituito da ADVIA2120i (Siemens Healthineers, Germania). La formula leucocitaria ¢ stata in ogni

caso confermata dalla lettura differenziale dello striscio ematico.

Isolamento e conta delle cellule mononucleate da sangue periferico

Le cellule mononucleate nel sangue periferico (PBMC — Peripheral Blood Mononuclear Cells) sono
state separate dalle altre sottopopolazioni cellulari e isolate mediante gradiente di densita con
soluzione Histopaque-1.077® (Sigma). Nello specifico, il volume di sangue prelevato in
anticoagulante (K3-EDTA) ¢ stato delicatamente stratificato sopra un ugual volume di soluzione

Histopaque-1.077®, quindi sottoposto a centrifugazione per 30 minuti a 400 xg.

Dopo centrifugazione, le cellule mononucleate (dette anche buffy coat) sono state prelevate con
pipetta pasteur e sottoposte a due lavaggi in soluzione tampone fosfato salino (PBS — phosphate buffer
saline) + 1 % di siero fetale bovino (FBS — fetal bovine serum) (Gibco) inattivato con calore (65°C

per 30 minuti) con centrifugazione per 5 minuti a 400 xg.

I campioni cellulari sono stati quindi congelati a -80°C in provette da congelamento (cryovials)
all’interno di dispositivi appositi Mr. Frosty® (Sigma; il dispositivo permette un congelamento
graduale con gradiente di 1°C/minuto in modo da minimizzare gli effetti negativi del congelamento
sulla vitalita cellulare) in terreno di congelamento completo (cCRPMI) a base di terreno RPMI-1640 +
10% FBS inattivato e supplementato con 1% penicillina/streptomicina, 1% amfotericina B
(fungizone), 1% glutammina, 1% amminoacidi non essenziali (Sigma), a cui ¢ stato aggiunto il 40%
di FBS inattivato e il 10% di DMSO (dimetilsulfossido) come crioprotettivo. Dopo 24 ore, i campioni

sono stati trasferiti in azoto liquido per una conservazione a medio-lungo periodo.

Al momento dell’analisi, i campioni sono stati scongelati rapidamente trasferendo le cryovials
dall’azoto liquido a 37°C in bagno termostatato in modo da minimizzare gli effetti negativi sulla
vitalita cellulare. Le cellule sono state sottoposte a due lavaggi in cRPMI aggiunto lentamente (per

eliminare il DMSO), ri-sospese nello stesso terreno, e contate al microscopio ottico in camera di

18



Biirker con soluzione 0,4% Trypan blue (Sigma). Utilizzando questa soluzione, vengono contate le
cellule vive che escludono il colorante, mentre le cellule morte o in fase di morte si colorano di blu;
nello specifico, la vitalita ¢ risultata sempre maggiore del 95%. Effettuate 3 conte per ciascun
campione nei quadranti della camera di Biirker, si ¢ calcolata la concentrazione cellulare del campione
moltiplicando la media delle 3 conte x 2 (fattore di diluizione; 30 pul di cellule + 30 ul di Trypan blue)
x 10.000 (fattore di conversione della camera di Biirker per rapportare la conta da 0,1 pl a 1 ml di

sospensione cellulare), ottenendo quindi il numero di cellule per ml di sospensione.

Analisi dei linfociti T regolatori mediante citofluorimetria a flusso
Per I’analisi in citofluorimetria a flusso dei linfociti T regolatori ¢ stato predisposto e ottimizzato un
protocollo di marcatura dei marcatori di superficie CD4 e CD25, e del marcatore intracellulare FoxP3
(fattore di trascrizione). La tripla positivita CD4"CD25"FoxP3" permette di identificare e quantificare
la percentuale di Tregs del campione. I risultati ottenuti sono riportati come percentuale di cellule
CD25"FoxP3" sul totale delle cellule CD4" all’interno della popolazione di linfociti selezionati con

il programma del citofluorimetro mediante operazione di gating.

Essendo stati quantificati in parallelo il numero di globuli bianchi totali (WBC — White Blood Cells)
e la percentuale di linfociti ematici mediante esame emocromocitometrico e formula leucocitaria
rispettivamente, si € calcolato il numero di linfociti totali (valore assoluto: n° di cellule per microlitro),
quindi il valore assoluto di Tregs (n° Tregs/ul), calcolando la percentuale totale di cellule
CD25"FoxP3" sulla percentuale totale di cellule CD4" quantificate con il citofluorimetro all’interno
della popolazione di linfociti, quindi calcolando il valore assoluto rispetto al numero totale di linfociti

ottenuto dall’esame emocromocitometrico e dalla formula leucocitaria.

Prima di procedere alla marcatura, il volume contenente 500.000 cellule in cRPMI ¢ stato prelevato
da ciascun campione e aggiunto in provette da citometria. Le cellule sono state sottoposte a un

lavaggio con 1 ml di PBS + 1% FBS inattivato freddo e centrifugate a 400 xg per 5 minuti.
Campioni di cellule non marcate sono state utilizzate come controllo negativo.
Il seguente protocollo ottimizzato ¢ stato utilizzato per la marcatura dei Tregs.

— Marcare con 5 pl di anticorpo anti-dog-CD4-AlexaFluor-647 (canale di fluorescenza FL4,
laser rosso) 1/10 e 5 pl di anti-dog-CD25-FITC (FL1) 1/5 per 30 min. a 4°C al buio.

— Lavare con 2 ml di PBS + 1% FBS inattivato freddo e centrifugare a 400 xg per 5 minuti.

— Risospendere le cellule con vortex a bassa velocita, quindi aggiungere 1 ml di soluzione di
fissazione Fixation/Permeabilization 1/4 in soluzione Diluent (4x, kit eBioscience) preparata

al momento (non conservare per piu di 1 giorno), e agitare con vortex a bassa velocita.
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— Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente (T.A.) al buio (la metodica pud essere
interrotta e i campioni mantenuti fissati a 4°C per 24 ore).

— Lavare con 2 ml di soluzione di permeabilizzazione Permeabilization Buffer 1/10 in acqua
distillata (10x, kit eBioscience, filtrato 0,45 um) e centrifugare a 400 xg per 5 minuti.

— Lavare con 1 ml di Permeabilization Buffer 1/10 in acqua distillata e centrifugare a 400 xg
per 5 minuti.

— Risospendere le cellule con vortex a bassa velocita e incubare con 5 pl di anticorpo anti-
mouse/rat-FoxP3-PE (FL2) 1/4 per 40 minuti a T.A. al buio.

— Lavare con 2 ml di Permeabilization Buffer 1/10 in acqua distillata e centrifugare a 400 xg
per 5 minuti.

— Lavare con 1 ml di Permeabilization Buffer 1/10 in acqua distillata e centrifugare a 400 xg
per 5 minuti.

— Risospendere le cellule in 300 pl di PBS + 1% FBS inattivato.

— Acquisire il campione al citofluorimetro: gate (selezione) nel grafico degli scatter [Forward
Scatter (FSC) vs. Side Scatter (SSC); parametri fisici di dispersione della luce) sui linfociti
(basso SSC: side scatter)]. Lettura di almeno 100.000 eventi nel gate, flusso del campione:

medio o alto.

L’analisi ¢ stata effettuata con citofluorimetro a flusso a doppio laser (blu-rosso) Cytomics FC500 e

programma CXP (Beckman Coulter).

Reagenti

— Anti-dog-CD4-AF647: cat. MCA1038A647, BIO-RAD, clone YKIX302.9, IgG2a

— Anti-dog-CD25-FITC: cat. MCA5916F, BIO-RAD, clone P4A10, IgG1

— Anti-mouse/rat-FoxP3-PE: cat. 12-5773-80B, eBioscience/PRODOTTI GIANNI, clone FJK-
16s, IgG2ak

— FoxP3 Staining Set PE: cat. 72-5775-40, eBioscience/PRODOTTI GIANNI
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Analisi statistica

At fini dell’elaborazione statistica si ¢ progettato di suddividere la popolazione in esame in gruppi in
base alla tipologia neoplastica: tumori epiteliali, mesenchimali e rotondocellulari. E stato utilizzato il
test di Shapiro-Wilk per valutare la normalita delle variabili. Le variabili distribuite non normalmente

sono state descritte con mediana e intervallo.

Le differenze per la percentuale di Tregs tra cani sani e cani tumorali sono state valutate mediante il

test t di Student, i risultati sono stati considerati significativi con p-value < 0,05.

Sulle variabili continue di interesse (% Tregs circolanti ¢ numero assoluto Tregs circolanti) si €
utilizzato un modello lineare misto per informazioni ripetute, prendendo in considerazione i seguenti
fattori fissi: tempo (To, Ti, T2, T3, e T4), tipologia tumorale (neoplasie epiteliali, neoplasie
rotondocellulari e neoplasie mesenchimali) e presenza/assenza di chirurgia. Tramite un’analisi della
varianza ANOVA si ¢ valutato quali fattori fossero significativi nel modello (p-value < 0,05). Per i
fattori significativi, sono state ricavate le stime medie mediante il metodo dei minimi quadrati (LSM
— Ordinary Least Squares). Questa tecnica viene spesso utilizzata in analisi della varianza (ANOVA)
e modelli lineari generalizzati per ottenere stime medie dei livelli delle variabili risposta, controllando

per altri fattori nel modello.

Il tempo di sopravvivenza globale dell’animale (OST — Overall Survival Time) ¢ stato definito come
il periodo compreso tra il primo giorno di trattamento di MC e la morte dell’animale per qualsiasi
causa. Pazienti vivi alla chiusura dello studio sono stati censorati dall'analisi di sopravvivenza.
L'OST mediano ¢ stato stimato utilizzando lo stimatore del prodotto limite noto come stimatore di

Kaplan-Meier.
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Risultati

Studio preliminare

Per la fase preliminare sono stati inclusi 14 pazienti sani (Tabella 1). Questa popolazione era
composta da 7 meticci, un breton, un pastore tedesco, un labrador retriever, un pastore australiano,
un lagotto, un bassotto tedesco ed uno schnauzer. Di questi, 13 erano femmine (5 sterilizzate) ed 1

maschio intero. La media dell’eta era di 6,1 anni e il peso medio era di 23,4 kg.

La percentuale media di Tregs circolanti, riscontrata tramite citofluorimetria, era di 2,75%.

Pazienti sani (14)

Razza
Meticcio 7
Pastore tedesco 1
Labrador retriever 1
Pastore australiano 1
Lagotto 1
Bassotto tedesco 1
Schnauzer 1
Breton 1

Sesso
Femmina intera 8
Femmina sterilizzata 5
Maschio intero 1

Eta media = ds (anni) 6,1 £3,95

Peso medio + ds (kg) 23,40 + 12,90

Media Tregs £ ds (%) 2,75+0,73

Mediana Tregs (%) 2,77 (1,75-4)

Tabella 1. Popolazione pazienti sani

Per quanto riguarda la popolazione di cani affetti da neoplasia ma non sottoposti a MC (Tabella 2),
sono stati inclusi 22 cani, di cui 12 meticci, 2 cocker spaniel e i restanti appartenenti a una delle
seguenti razze: siberian husky, golden retriever, segugio dei Balcani, pinscher, rottweiler, dobermann,
saluki, pastore australiano, cavalier king charles spaniel e boxer. Di questi, 18 erano femmine (8
sterilizzate) e 4 maschi (2 castrati). La media dell’eta e del peso era rispettivamente di 9,9 anni e di
23,15 kg. 11 50% dei pazienti era affetto da una neoplasia epiteliale (adenocarcinoma delle ghiandole
apocrine dei sacchi anali, adenocarcinoma polmonare, adenoma delle ghiandole circumanali,

adenoma mammario, carcinoma mammario, carcinoma squamoso e carcinoma tiroideo), il 32% da
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una neoplasia rotondocellulare (mastocitoma) ed il 18% da una neoplasia mesenchimale

(emangiosarcoma, osteosarcoma e sarcoma dei tessuti molli).
La percentuale media di Tregs circolanti era pari al 6,52%.

La differenza delle percentuali di Tregs circolanti tra pazienti sani e neoplastici ¢ risultata
statisticamente significativa con un p-value < 0,001. Come evidente dalla Figura 2, la deviazione

standard, soprattutto nella popolazione neoplastica, ¢ piuttosto ampia.

Pazienti neoplastici
(22)

Razza
Meticcio
Cocker spaniel
Golden retriever
Segugio dei Balcani
Pinscher
Rottweiler
Dobermann
Saluki
Pastore australiano
Cavalier King Charles spaniel
Boxer
Siberian Husky

[
S

UGy G VU WS O )

Sesso
Femmina intera
Femmina sterilizzata
Maschio intero
Maschio castrato
Eta media = ds (anni) 9,9+2,42
Peso medio + ds (kg) 23,15+10,92
Tipologia tumorale
Mastocitoma
Carcinoma squamoso
Adenoma gh. circumanali
Osteosarcoma
Carcinoma mammario
Adenocarcinoma polmonare
Carcinoma tiroideo
Emangiosarcoma
Osterosarcoma
Adenocarcinoma gh. apocrine
dei sacchi anali 1
Sarcoma dei tessuti molli 1
Media Tregs £ ds (%) 6,52+ 2,36
Mediana Tregs (%) 5,98 (3,27-12,05)
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Do S
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Tabella 2. Popolazione pazienti neoplastici
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Figura 1. Esame citofluorimetrico per la determinazione della percentuale dei Tregs in un soggetto affetto da osteosarcoma appendicolare (4) Selezione della
popolazione linfocitaria (gating). Acquisizione di 100.000 eventi nel gate. (B) Valutazione delle fluorescenze (canali FLI1-FL2-FL4). (C) selezione delle cellule CD4*
(gating). (D) Quantificazione delle cellule CD25" FoxP3" all’interno delle cellule CD4*
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Figura 2. Percentuali di Tregs circolanti ottenuti da cani neoplastici (n = 22) e cani sani (n = 14). I trattini
verticali rappresentano i singoli cani, i punti rossi rappresentano la media del gruppo, le linee orizzontali spesse
rappresentano la mediana del gruppo. La differenza tra i due e statisticamente significativa (p-value < 0,001)

Chemioterapia metronomica: lo studio

Per quanto riguarda lo studio vero e proprio, sono stati inclusi 29 pazienti (Tabella 3): 10 meticci, 4
rottweiler, 2 golden retriever e 1 cane appartenente a ciascuna delle seguenti razze: border collie,
pastore tedesco, golden retriever, airedale terrier, Labrador retriever, bouledogue francese, bovaro del
Bernese, setter inglese, cane corso, dobermann, siberian husky, boxer e bracco tedesco. Di questi
pazienti, 18 erano femmine (7 sterilizzate) e 11 erano maschi (5 castrati). La media dell’eta e del peso

era rispettivamente di 10,9 anni e 28,82 kg.

11 44% dei pazienti era affetto da una neoplasia epiteliale (adenocarcinoma epatico, adenocarcinoma
timico, adenocarcinoma gastrico, adenocarcinoma surrenalico, adenocarcinoma delle ghiandole
circumanali, adenocarcinoma delle ghiandole salivari, adenocarcinoma mammario, carcinoma rettale,
carcinoma squamoso e carcinoma uroteliale), il 28% da una neoplasia rotondocellulare (melanoma e
sarcoma istiocitario) ed il 28% da una neoplasia mesenchimale (emangiosarcoma, ameloblastoma,
osteosarcoma, liposarcoma mixoide e sarcoma dei tessuti molli). La diagnosi ¢ stata ottenuta mediante
esame istologico nei soggetti sottoposti a chirurgia, mediante esame istologico o citologico in quelli

in stadio IV o non operati; pertanto, di questi ultimi non € sempre stato possibile riportare il grado.
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In prima presentazione il 62% (18/29) dei pazienti presentava metastasi (regionali o a distanza).
Sedici pazienti (55,2%) sono stati sottoposti ad intervento chirurgico dopo la presentazione presso
I’OVUD per resezione del tumore primario. In 5 di questi (31,3%), la resezione chirurgica ¢ risultata
incompleta all’esame istologico (malattia microscopica) e i1 proprietari hanno rifiutato terapie piu

aggressive.
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Pazienti MC (29)

Razza
Meticcio
Rottweiler
Golden retriever
Airedale terrier
Labrador retriever
Pastore tedesco
Bouledogue francese
Bovaro del Bernese
Setter inglese
Corso
Pastore tedesco
Dobermann
Siberian Husky
Boxer
Bracco tedesco
Border Collie

—_
[e)
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Sesso
Femmina intera 11
Femmina sterilizzata 7
Maschio intero 6
Maschio castrato 5
Eta media = ds (anni) 10,9 +2,39
Peso medio + ds (kg) 28,82 + 11,88
Tipologia tumorale
Melanoma orale
Osteosarcoma
Carcinoma squamoso
Carcinoma uroteliale
Emangiosarcoma
Adenocarcinoma gh. salivari
Adenocarcinoma mammario
Carcinoma rettale
Adenocarcinoma gastrico
Adenocarcinoma surrenalico
Ameloblastoma amiloide
Adenocarcinoma epatico
Sarcoma istiocitario
Adenocarcinoma gh. circumanali
Adenocarcinoma timico
Sarcoma dei tessuti molli
Liposarcoma mixoide
Metastasi
Presente 18
Assente 11
Chirurgia
Si 16
No 13

Tabella 3. Popolazione pazienti neoplastici trattati con chemioterapia metronomica
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La MC ¢ stata impiegata come terapia di prima linea in 27 pazienti (o per presenza di malattia
metastatica avanzata o per rifiuto da parte del proprietario della terapia di elezione) e come terapia di
consolidamento in 2 soggetti ai quali era stata precedentemente somministrata la chemioterapia MTD
(mitoxantrone) per carcinoma uroteliale. La durata mediana di trattamento ¢ stata di 132 giorni (range
22-420 giorni); soltanto il 34,5% (10/29) dei pazienti ha completato i 6 mesi di trattamento, i restanti
19 sono morti prima del termine oppure la terapia ¢ stata interrotta per importante progressione della

patologia.

La ciclofosfamide ¢ stata utilizzata in tutti i cani e somministrata ad un dosaggio fisso, per ogni
paziente, di 12,5 mg/m? per bocca una volta al giorno. L’antinflammatorio non steroideo invece €
stato impiegato in 26 pazienti; in 3 soggetti affetti da pregressa malattia renale cronica si ¢ deciso di
non somministrarlo. Per tollerabilita, maneggevolezza e praticita di somministrazione si ¢ optato per

il meloxicam a 0,1 mg/kg per bocca una volta al giorno anziché il piroxicam.

Secondo la classificazione degli effetti collaterali proposta dalla VCOG-CTAE v2 (LeBlanc et al.,
2021), 2 pazienti su 29 (6,9%) hanno mostrato lieve letargia classificata come grado I. Come da linee
guida e considerato il basso grado dell’effetto collaterale, non sarebbe stato necessario modificare il
protocollo terapeutico; tuttavia, in accordo con i proprietari e per supportare la qualita di vita dei
pazienti, ¢ stato scalato il dosaggio giornaliero della talidomide (ritenuta responsabile dell’effetto
collaterale) per ognuno del 10%, con conseguente completa risoluzione della sintomatologia. Quattro
pazienti hanno mostrato un rialzo della creatinina sierica di grado I. In questi casi ¢ stata portata la
somministrazione del FANS (meloxicam) a giorni alterni, inoltre ¢ stato consigliato d’implementare
I’apporto idrico aggiungendo acqua al cibo. Dopo i provvedimenti, il parametro sierico si ¢
stabilizzato in tutti e quattro i pazienti. Due cani hanno sviluppato la sindrome dell’occhio secco,
entrambi di grado II (probabilmente dovuta alla riduzione della tolleranza immunitaria periferica),
stabilizzati tramite 1’utilizzo topico di colliri a base di un immunosoppressore, la ciclosporina. Infine,
4 pazienti hanno presentato tossicita midollare sotto forma di neutropenia di grado I, asintomatica; in

questi casi non ¢ mai stato necessario ridurre il dosaggio dell’agente chemioterapico (ciclofosfamide).

L’OST mediano della popolazione ¢ stato di 160 giorni (range 25-1016 giorni) (Figura 3). Alla
chiusura dello studio, 6 cani erano ancora vivi; uno affetto da adenocarcinoma delle ghiandole
circumanali metastatico (395 giorni di MC), uno affetto da adenocarcinoma surrenalico (301 giorni
di MC), uno affetto da melanoma orale (223 giorni di MC), uno affetto da ameloblastoma amiloide
(224 giorni di MC), uno affetto da liposarcoma mixoide (192 giorni di MC) ed uno da
emangiosarcoma sottocutaneo (358 giorni di MC). L’OST mediano dei pazienti vivi alla chiusura

dello studio era di 698 giorni (range 486-1016 giorni).
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Ventidue pazienti sono deceduti per cause legate alla neoplasia primaria ed uno (sarcoma istiocitario)
in seguito allo sviluppo di un linfoma multicentrico, per il quale il proprietario ha deciso di procedere
con I’eutanasia. La durata mediana di terapia e I’OST mediano di questo sottogruppo erano

rispettivamente di 76 giorni (range 22-313 giorni) e di 129 giorni (range 25-511 giorni).
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Figura 3. Curva di sopravvivenza di Kaplan-Meier dei pazienti neoplastici in cura con MC

In totale sono stati esaminati 104 campioni ematici per la valutazione della percentuale e del numero

assoluto di Tregs circolanti della popolazione in esame.

Nella popolazione di pazienti neoplastici in cura con la MC non sono state rilevate differenze
statisticamente significative nella percentuale dei Tregs circolanti a livello dei diversi check-point
(Figura 4 e Tabella 4), sebbene sia visibile un andamento bifasico, con un’iniziale riduzione seguita

da un nuovo aumento, fino ad arrivare ad un valore superiore a quello rilevato a TO.
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Figura 4. Percentuali medie dei Tregs circolanti con intervalli di confidenza
Media
T Numero Tregs Errore
(giorni) pazienti (%) standard IC inferiore IC superiore
0 29 4,77 0,3 4,09 5,44
15 29 4,69 0,3 4,01 5,37
30 21 4,39 0,4 3,69 5,1
90 17 4,66 0,4 3,92 5,39
180 10 4,97 0,4 4,17 5,78

Tabella 4. Percentuali medie dei Tregs circolanti con intervalli di confidenza

E risultata, invece, statisticamente significativa (p-value = 0,019) la riduzione del numero assoluto

dei Tregs circolanti con il prolungarsi del trattamento metronomico (Figura 5 e Tabella 5).
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Figura 5. Valori assoluti medi dei Tregs circolanti con intervalli di confidenza
Media
T Numero Tregs/mm?3 Errore
(giorni) pazienti (uL) standard IC inferiore IC superiore
0 29 28,8 2,4 24,0 33,5
15 29 25,4 2,4 21,0 30,2
30 21 243 2,7 19,0 29,5
90 17 21,1 2,9 15,0 27,0
180 10 18,4 3,5 12,0 25,3

Tabella 5. Valori assoluti medi dei Tregs circolanti con intervalli di confidenza

Non sono state riscontrate differenze statisticamente significative rispetto all’andamento del numero
assoluto dei Tregs circolanti, né tra il gruppo di cani sottoposti anche a chirurgia pre-chemioterapia
metronomica rispetto ai non operati (p-value = 0,54), né sulla base della tipologia tumorale (forme

epiteliali, mesenchimali o rotondocellulari) (p-value = 0,18).
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Discussione

La chemioterapia metronomica ¢ conosciuta e utilizzata sia in medicina umana sia veterinaria da molti
anni, ma i meccanismi alla base del suo funzionamento, almeno in ambito veterinario, sono ancora
poco conosciuti. Nel 2011 Burton et al. hanno dimostrato che la somministrazione giornaliera della
sola ciclofosfamide a bassi dosaggi era in grado di ridurre significativamente il numero assoluto di
linfociti T regolatori circolanti in 11 cani affetti da sarcoma dei tessuti molli (Burton et al., 2011). Un
anno dopo, Mitchell et al. hanno dimostrato, in 15 cani affetti da sarcoma dei tessuti molli, un risultato
simile con la somministrazione del toceranib (inibitore del recettore tirsosin-chinasi) come singolo
agente o associato a bassi dosaggi giornalieri di ciclofosfamide (Mitchell et al., 2012). Nonostante
fossero risultati incoraggianti, da allora, in medicina veterinaria, 1’argomento non ¢ stato

ulteriormente indagato.

Alla luce di cio, I’obiettivo principale del presente studio ¢ stato di valutare, in cani affetti da
neoplasia, 1’effetto della chemioterapia metronomica sul sistema immunitario ed in particolare sui
linfociti T regolatori circolanti utilizzando, non un protocollo single agent, bensi un protocollo
combinato a base di ciclofosfamide, meloxicam e talidomide, protocollo oggi comunemente utilizzato
nella pratica clinica. Il valore percentuale dei Tregs circolanti ¢ stato valutato mediante esame
citofluorimetrico e il numero assoluto ¢ stato calcolato rapportando questa percentuale al numero
assoluto dei linfociti totali ricavato tramite esame emocromocitometrico ottenuto dallo stesso
campione di sangue. Si € quindi osservato che il numero assoluto di Tregs circolanti si riduceva in
modo statisticamente significativo e costante all’aumentare della durata della MC, mentre la
percentuale presentava un andamento altalenante, con un’iniziale riduzione seguita da un rialzo

repentino a partire dal T3 (90 giorni).

Se I’andamento del numero assoluto dei Tregs circolanti ¢ in accordo con la letteratura a disposizione
(Burton et al., 2011; Mitchell et al., 2012) non ¢ altrettanto vero per la percentuale dei Tregs circolanti.
La discrepanza riscontrata nella nostra popolazione puo essere spiegata dal fatto, ormai noto da anni
nell’uvomo, che il numero assoluto dei linfociti circolanti non € un valore fisso bensi variabile nel
tempo; evidenze dimostrano che il valore pud cambiare da un giorno all’altro (Bertouch et al., 1983;
Afoke et al., 1993; Huang et al., 2015). Un ulteriore studio ha addirittura dimostrato variazioni del

numero assoluto di linfociti in funzione del ritmo circadiano (Mazzoccoli et al., 2010).

Ad oggi la maggior parte della letteratura che valuta la sottopopolazione dei linfociti T regolatori, sia
veterinaria sia umana, riporta i risultati della valutazione citofluorimetrica solo come valore

percentuale delle cellule esaminate, cosi come ottenuto dalla macchina (Denies et al., 2017; Huijts et
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al., 2019). E probabile che questo sia dovuto all’impossibilita di eseguire 1’esame
emocromocitometrico su tutti i campioni per questioni legali, tecniche o economiche.
La discrepanza osservata in questo studio induce a considerare I’importanza che questo dato riveste
nella valutazione della progressione della malattia neoplastica, poiché 1’utilizzo, e soprattutto
I’interpretazione, della sola percentuale in corso di terapia, potrebbe non rispecchiare la realta. La
valutazione dell’andamento della sola percentuale di Tregs circolanti in corso di terapia potrebbe
essere utile qualora la popolazione linfocitaria totale fosse una variabile fissa nel tempo, siccome
questo non avviene, valutare la sola percentuale potrebbe portare a sottostimare o sovrastimare questa

sottopopolazione linfocitaria.

Studi futuri, piu omogenei per quanto riguarda la tipologia tumorale e lo stadio clinico dei pazienti,
mirati a correlare I’andamento dei Tregs circolanti in corso di chemioterapia metronomica ad una
risposta oggettiva alla medesima terapia, valutata tramite il RECIST (Response Evaluation Criteria
in Solid Tumors) (Nguyen et al., 2015) potrebbero consentire di utilizzare nella pratica clinica il valore
di  Tregs come marker di progressione della malattia in corso di terapia.
Nell’ottica di usare i linfociti T regolatori come indicatori dell’andamento di una patologia
neoplastica in corso di chemioterapia metronomica, diventa fondamentale alla luce delle precedenti

considerazioni, considerare il numero assoluto dei linfociti T regolatori.

In questa popolazione non sono state evidenziate differenze significative nei valori di Tregs ottenuti
tra le diverse tipologie di tumore (epiteliali, mesenchimali, rotondocellulari) prese in considerazione.
Questo risultato puo dipendere dal basso numero totale di pazienti all’interno di ciascuna tipologia
tumorale, che si riflette sull’elevata variabilita tumorale all’interno di ogni tipologia, che non ha
consentito di stratificare ulteriormente la popolazione. Ad oggi, in letteratura, sono riportate evidenze
discordanti a riguardo all’efficacia differente della MC in base all’istotipo tumorale. Un lavoro di
Treggiari et al. del 2020 ha evidenziato che I’outcome di cani affetti da emangiosarcoma splenico in
stadio I e II sottoposti, successivamente ad intervento chirurgico di splenectomia, a MC come terapia
adiuvante, era sovrapponibile al gruppo di controllo trattato con la chemioterapia MTD di elezione a
base di antracicline (Treggiari et al., 2020). Diversamente, Marconato et al. nel 2019 ha evidenziato
che cani affetti da emangiosarcoma splenico in stadio III, precedentemente sottoposti a splenectomia
presentavano una sopravvivenza mediana maggiore se trattati con chemioterapia MTD, seppur con
effetti collaterali maggiori rispetto al gruppo trattato con MC (Marconato et al., 2019). Nel 2018
Polton et al. hanno dimostrato che pazienti affetti da carcinoma polmonare primario in stadio avanzato
(T3 o N1 o MI) e sottoposti alla sola MC presentavano un tempo di sopravvivenza mediano
significativamente piu lungo rispetto ai cani sottoposti a chirurgia o chemioterapia MTD (Polton et

al., 2018).
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Sarebbe stato un obiettivo secondario di questo lavoro determinare se la MC avesse una maggiore o
minore indicazione sulla base dell’istotipo tumorale; la notevole eterogeneita del campione non ha
consentito di raggiungere tale obiettivo, ma ¢ auspicabile che ampliando la casistica sara possibile

raggiungere tale obiettivo.

Per la messa appunto della tecnica citofluorimetrica sono state valutate le percentuali di Tregs
circolanti in pazienti affetti da neoplasia e sono state confrontate con le percentuali di pazienti sani.
Da quest’analisi ¢ emerso che i pazienti neoplastici presentavano in media una percentuale di Tregs
significativamente piu elevata rispetto a quelli sani; anche questo valore ¢ in linea con la letteratura
(Burton et al., 2011; Denies et al., 2017) e atteso, in quanto tale sottopopolazione cellulare ¢ coinvolta
nell’evasione dall’immunosorveglianza dell’ospite, pertanto tende ad aumentare in corso di neoplasia
(Biller, 2014). E interessante invece notare 1’elevata deviazione standard nella popolazione affetta da
diverse tipologie tumorali. Questo dato viene riportato analogamente anche nei lavori
precedentemente citati e potrebbe essere dovuto alla diversa capacita di ciascun istotipo tumorale di
mettere in atto strategie di evasione dal sistema immunitario. Secondo Tominaga et al., ad esempio,
la proliferazione locale dei Tregs in corso di melanoma orale nel cane determina un aumento
maggiore a livello locale, piuttosto che periferico, della percentuale dei linfociti T regolatori
(Tominaga et al., 2010). Le cellule tumorali esprimono un'ampia varieta di antigeni; tra essi, alcuni
sono specificamente associati (TAA — Tumor-Associated Antigens) o propri del tumore stesso (TSA
— Tumor-Specific Antigens). Inoltre, questi possono essere presenti in quantita differenti a seconda
dell’istotipo neoplastico e dunque indurre risposte immunitarie diverse (Vinay et al., 2015). Questa
diversita suggerisce I’ipotesi che in funzione della tipologia di neoplasia, del suo comportamento
biologico e della sua disseminazione nell’organismo, l’interazione con il sistema immunitario
potrebbe a sua volta essere piuttosto variabile. Non solo, questo potrebbe avere un impatto anche
sulla distribuzione dei linfociti T regolatori. L esiguita del numero di campioni per ciascun istotipo
in questo studio non ha permesso di stratificare la popolazione differenziandola anche sulla base del
numero assoluto dei Tregs circolanti per ciascun istotipo, ma potra essere oggetto di indagini future,

dal momento che potrebbe fornire utili informazioni cliniche.

Come riportato in letteratura (Lana et al., 2007; Loven et al., 2013), la chemioterapia metronomica
rappresenta una terapia medica ben tollerata. I dati a nostra disposizione confermano la letteratura
citata: nessun effetto avverso ha superato il grado II secondo il VCOG-CTAE v2 (LeBlanc et al.,
2021); inoltre ¢ bastata la rimodulazione della terapia per tamponare o azzerare gli effetti riscontrati.
Uno degli effetti avversi piu frequenti riportato in letteratura in seguito all’uso della ciclofosfamide ¢
la cistite emorragica, dovuta alla deposizione sulla mucosa vescicale di un metabolita di scarto

irritante: ’acroleina (Elmslie et al., 2008; London et al., 2015; Gaspar et al., 2018). In regime di
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terapia metronomica I’incidenza riportata di questo effetto collaterale ¢ compresa tra 6,9 e 32% (Lana
et al., 2007; Elmslie et al., 2008; Chan et al., 2016). Nella nostra popolazione, tuttavia, nessun
paziente ha mostrato segni clinici di cistite né di ematuria macroscopica e questo si discosta dai dati
riportati in letteratura. Potrebbe essere invece presente e sottostimata un’eventuale ematuria
microscopica, poiché non ¢ stato possibile effettuare in maniera sistematica 1’esame urine di tutti i

nostri pazienti, in modo da poter evidenziare anche eventuali tracce sub-cliniche del problema.

Due dei pazienti hanno sviluppato la sindrome dell'occhio secco dopo almeno 4 mesi di terapia; ad
oggi, non abbiamo riscontro di eventuali segnalazioni in letteratura veterinaria. Essendo nella
maggior parte dei casi una patologia su base autoimmune, si sospetta che la riduzione dei Tregs
circolanti, che in condizioni fisiologiche contribuiscono a prevenire disordini autoimmuni, possa

essere stato un possibile fattore scatenante (Shevach et al., 2006).

La ciclofosfamide ¢ stato I’'unico agente chemioterapico utilizzato in questo studio ad un dosaggio
fisso di 12,5 mg/m? e preparato come galenico per tutti i pazienti. Lo studio di Burton et al. del 2011
ha valutato la percentuale e il numero assoluto di Tregs circolanti in 6 cani affetti da sarcoma dei
tessuti molli di grado I e II trattati con somministrazioni giornaliere di ciclofosfamide a 15 mg/m? e
ha osservato una riduzione significativa del numero assoluto di Tregs circolanti sia dopo 14 giorni sia
dopo 28 giorni di terapia. Nello stesso studio ¢ stato somministrato un dosaggio giornaliero di 12,5
mg/m? di ciclofosfamide ad altri 5 cani affetti da sarcoma dei tessuti molli; in questo caso la prima
riduzione significativa del numero assoluto di Tregs circolanti avveniva dopo 28 giorni. In questo
studio la ciclofosfamide era I’unico farmaco somministrato (Burton et al., 2011). I risultati del nostro
studio tendono a confermare quanto evidenziato da Burton et al. e suggeriscono 1’utilizzo del minimo

dosaggio utile al fine di limitare gli effetti collaterali.

Il meloxicam in soluzione orale ¢ stato utilizzato come prima scelta in questo studio in quanto
permetteva una gestione piu semplice per il proprietario rispetto a formulazioni in capsule o
compresse, talvolta difficili da somministrare in soggetti poco collaborativi. Inoltre, questo
permetteva, in caso di riduzione di peso in corso di terapia, di adeguare agevolmente la dose
somministrata. Infine, si tratta di un principio attivo registrato anche per il cane, a differenza del
piroxicam. Pur non avendo associato la somministrazione di un gastroprotettore, nessun paziente ha
manifestato sintomatologia gastroenterica. L’antinflammatorio non steroideo non ¢ stato prescritto in
tre pazienti con pregressa diagnosi di malattia renale cronica al fine di preservare la funzionalita

renale.

La talidomide ¢ stata somministrata in tutti i pazienti ed ¢ stata generalemente ben tollerata: solamente

2 cani hanno presentato una lieve letargia classificata come grado I. Chiaramente questa terapia viene
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somministrata per lo piu ad una popolazione di soggetti con eta avanzata, che spesso puo presentare
delle comorbidita gia al momento della diagnosi di neoplasia. Siccome ad oggi si iniziano ad avere a
disposizione dati consensuali sul dosaggio di talidomide da utilizzare, potrebbe essere interessante,
alla luce dei possibili effetti collaterali del farmaco (barcollamenti, tremori, deambulazione rigida e
sonnolenza) (De Campos et al., 2018; Pierini et al., 2020), prendere in considerazione eventuali

comorbidita per la definizione del dosaggio ottimale.

Nella nostra popolazione la chirurgia non sembra aver inciso sulla popolazione dei linfociti T
regolatori circolanti. Questo risultato non era atteso, in quanto ci si aspettava una loro diminuzione
contestuale alla diminuzione del carico tumorale, come riportato in diversi studi umani che
valutavano i livelli di Tregs circolanti nei pazienti il giorno dopo l'intervento chirurgico (Saito et al.,
2013; Chen et al., 2014; Zhang et al., 2015; Wang et al., 2017; Market et al., 2018). Uno di questi
lavori, pero, ha riscontrato che l'intervento chirurgico induceva I’up-regolazione dei Tregs circolanti
il giorno 6 dopo l'intervento e che il livello dei Tregs era correlato all'invasivita dell'intervento (Saito
et al., 2013). Questo aumento potrebbe promuovere eventuali recidive e metastatizzazione del tumore
attraverso meccanismi differenti (Cheng et al., 2022). Pertanto, anche questo aspetto andrebbe
approfondito su una popolazione di cani pit ampia per meglio determinare il ruolo dell’escissione
chirurgica su questa popolazione linfocitaria. Se il dato riportato da Cheng et al. fosse confermato,
infatti, potrebbe aprire la discussione sull’opportunita di effettuare interventi chirurgici palliativi in
soggetti con malattia in stadio avanzato, dal momento che potrebbe non migliorare le aspettative di
vita o promuovere la progressione, contrariamente all’obiettivo prefisso con la riduzione del carico

tumorale o 1’escissione chirurgica di tumori ulcerati.

Per quanto riguarda i limiti del presente studio, innanzitutto la ridotta numerosita e disomogeneita del
campione rende difficile trarre conclusioni definitive o evidenziare differenze tra i gruppi di pazienti

con diversi tipologie tumorali e stadio clinico.

Non ¢ stato possibile, inoltre, valutare I’andamento dei linfociti T regolatori circolanti in un gruppo
di controllo di pazienti tumorali terminali che non assumevano terapia, principalmente per motivi
economici ed etici, poiché la maggior parte dei proprietari non ¢ disposta a sottoporre il proprio
animale ad ulteriori prelievi ematologici o visite cliniche una volta presa la decisione di non trattarlo.
In futuro, potrebbe essere interessante il confronto con una popolazione di pazienti in vuoto

terapeutico, e con una popolazione in cura con chemioterapia MTD.

Per avere informazioni migliori sulla progressione della malattia, in modo da correlarla al meglio con
I’andamento dei Tregs circolanti, sarebbe stato necessario stadiare con indagini strumentali 1 soggetti

a intervalli corrispondenti alla valutazione citofluorimetrica. Questo non ¢ stato possibile, soprattutto
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per motivi economici, per cui ci si ¢ basati su dati clinici, ottenuti nel corso delle visite mensili. Infine,
siccome i farmaci venivano somministrati esclusivamente dai proprietari, non si ha la certezza che

quest’ultima sia stata sempre eseguita nel modo piu adeguato e continuativo possibile.

La qualita della vita dei cani trattati non ¢ stata valutata con questionari standardizzati, per questo
motivo la tollerabilita del trattamento poteva essere valutata solo in maniera soggettiva dai proprietari,

sebbene nessuno di loro abbia riportato effetti collaterali gravi o invalidanti per il proprio animale.
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Conclusioni

I linfociti T regolatori svolgono un ruolo importante nell’instaurarsi della tolleranza immunitaria e
nella progressione tumorale. Pertanto, il controllo di questa popolazione di linfociti dovrebbe
rappresentare uno degli obiettivi fondamentali dei trattamenti oncologici. Con il diffondersi dei
protocolli di immunoterapia questo aspetto assume un’importanza ancora piu rilevante. La
chemioterapia metronomica potrebbe essere utilizzata in modo piu mirato se fosse possibile avere
maggiori indicazioni sugli istotipi neoplastici in cui dimostra maggiore efficacia. Per questo motivo
potrebbe risultare di grande utilita, nella pratica clinica quotidiana, analizzare I’andamento dei
linfociti T regolatori circolanti in corso di MC per individuare precocemente la progressione del
tumore e modificare tempestivamente la terapia. A questo fine la citofluorimetria insieme
all’emocromo rappresentano strumenti accessibili per le indagini di routine anche in ambito

veterinario.

Ad oggi, a nostra conoscenza, il presente lavoro ¢ il primo ad avere valutato I’andamento del numero
assoluto dei linfociti T regolatori circolanti in cani affetti da neoplasie spontanee e sottoposti a
chemioterapia metronomica a base di ciclofosfamide associata al meloxicam e alla talidomide. I dati
ottenuti, seppur preliminari, forniscono risultati piu precisi rispetto alla sola valutazione della
percentuale e offrono diversi spunti per I’approfondimento, soprattutto nell’ottica dell’applicazione
clinica dei risultati. E quindi auspicabile il proseguimento della ricerca, orientandosi verso una singola

tipologia neoplastica.
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