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RIASSUNTO

Obiettivo dello studio: valutare il ruolo ed il possibile significato clinico-prognostico
dell’espressione di specifici microRNAs nell” adenocarcinoma di tipo intestinale dei seni paranasali

(ITACs).

Materiali e metodi: studio di coorte retrospettivo su 31 pazienti sottoposti ad intervento chirurgico
primario per adenocarcinoma di tipo intestinale dei seni paranasali con iniziale analisi del
miRNoma tramite tecnologia Next Generation Sequencing (NGS) sui campioni chirurgici di

tessuto tumorale e sano adiacente

Dall’analisi del miRnoma ¢ stato identificato un profilo di miRNAs costituzionalmente deregolati
nel tumore e biologicamente rilevanti nel differenziare il tessuto sano da quello neoplastico. Tra
questi, sulla base dell’espressione e la distribuzione in clusters caratteristici della patologia, sono
stati selezionati 4-miRNAs (miR-34b, miR-192, miR-205, miR-449a), i quali sono stati

successivamente validati sulla popolazione di pazienti ITAC.

Allo scopo di valutarne il valore clinico, I’espressione dei 4-miRNAs dei pazienti ITAC ¢ stata
correlata con lo stadio clinico del tumore. Inoltre, la sopravvivenza globale (overall survival, OS) e
il tempo libero da malattia (disease-free survival, DFS) sono state analizzate mediante la curva
Kaplan-Meier e i gruppi dei miRNA (sotto e sopra la mediana) sono stati confrontati usando il test

log-rank.

L'analisi di regressione multivariata di Cox ¢ stata utilizzata per valutare i fattori di predizione
indipendenti di sopravvivenza. Un valore di p <0.05 ¢ stato considerato statisticamente
significativo. Tutte le analisi sono state eseguite utilizzando SPSS per Windows versione 19.0

(SPSS Inc, Chicago, IL).

Risultati: sia ’espressione del miR-205 che del miR-449a erano significativamente correlate al
tempo libero da malattia (Desease Free Survival). In particolare, elevati livelli dei due miRNAs (up-
regolation) erano associati ad un piu alto rischio di recidiva e quindi ad una prognosi peggiore.
L’analisi multivariata conferma il valore predittivo indipendente del miR-205 e miR-449a. Bassi
livelli (down-regolation) di miR-205 o miR-449a si correla ad un rischio di recidiva,

rispettivamente di circa 11 e 3 volte.



Conclusioni: Il presente studio fornisce la prima evidenza che una iperespressione di miR-205 e
miR-449a negli adenocarcinomi di tipo intestinale etmoidale (ITAC) ¢ associata ad un maggior
rischio di recidiva (ridotto tempo libero da malattia -Desease Free Survival- DFS) e ad una ridotta
sopravvivenza complessiva (Overall Survival - OS), suggerendo che la mutazione di questi
microRNAs in combinazione con ulteriori eventi genetici, potrebbe svolgere un ruolo significativo

nella patogenesi dell'TTAC.



INTRODUZIONE

LE NEOPLASIE MALIGNE DELLE CAVITA’ NASALI E DEI SENI PARANASALI

Le neoplasie maligne delle cavita nasali e dei seni paranasali rappresentano
complessivamente 1’1% circa di tutti 1 tumori maligni dell’uomo ed hanno un’incidenza di
0.1-1.4 nuovi casi/anno/100000 abitanti. Costituiscono inoltre 1’1.4 % dei tumori delle vie
aereo-digestive superiori ed il 3% delle neoplasie della testa e del collo. Colpiscono piu
frequentemente 1 maschi tra la sesta e la settima decade di vita (rapporto M/F 2:1). 11 60%

dei tumori naso-sinusali origina nel seno mascellare e seno etmoidale e 1’1% nel seni

sfenoidale e frontale (:2:3:9),

L’incidenza ¢ 500 volte maggiore tra i lavoratori di legname e pellame con un RR di
4,4 ®. Nel Mondo le aree geografiche piu colpite sono i paesi asiatici, quali il Giappone,
I’India e alcune regioni della Cina, in Italia la maggiore frequenza ¢ riscontrata in Piemonte

ed in Lombardia. La patologia ha dimostrato una incidenza stabile nelle ultime decadi.

Dal punto di vista istologico si possono distinguere diversi istotipi cosi classificati

dalla WHO (World Health Organization) nel 2005:
1. Carcinoma squamocellulare

2. Adenocarcinoma (ITAC)

3.Carcinoma adenoidocistico

4.Carcinoma indifferenziato

5. Carcinoma mucoepidermoide

6. Sarcomi

7. Carcinomi a differenziazione neuroendocrina:

carcinoma naso-sinusali indifferenziato (SNUC)



carcinoma naso-sinusali neuroendocrino (SNEC)
carcinoma indifferenziato a piccole cellule (SCCNT)
8.esteso neuroblastoma

9. NAS (non altrimenti specificati).



EZIOLOGIA

L’insorgenza dei tumori naso-sinusali presenta documentate correlazioni con

particolari fattori di rischio legati ad alcune esposizioni professionali.
Industria del legno

I lavoratori del settore del mobile sono piu a rischio dei lavoratori generici del legno
di sviluppare adenocarcinomi. Il rischio sembra essere piu elevato per gli esposti a ‘legni
duri “ (la maggior parte delle latifoglie) rispetto agli esposti a ‘legni teneri’ (la maggior parte

delle conifere).

Un rischio aumentato viene messo in evidenza anche nelle operazioni di carpenteria
ed in altre fasi di lavorazione del legno. La IARC (International Agency for Research on
Cancer) classifica le operazioni di carpenteria nel gruppo 2B e le operazioni di taglio del

bosco e di segagione nel gruppo 3 (si veda Tab. I) ¢ 7).

Tab. I Rischio cancerogenetico per 1’'uomo in relazione a sostanze chimiche e circostanze di esposizione .

Gruppo I Agenti cancerogeni per 1’'uomo e circostanze di esposizione sicuramente

cancerogene

Gruppo II Ila) Agenti probabilmente cancerogeni ed esposizioni probabilmente
cancerogene
IIb) Agenti possibilmente cancerogeni ed esposizioni possibilmente
cancerogene

Gruppo 111 Agenti non classificabili come cancerogeni

Gruppo IV Agenti che probabilmente non sono cancerogeni per I’uomo




Allo stato attuale, le sostanze ed i processi produttivi inseriti dalla IARC nel gruppo I per 1

quali ¢ stato dimostrato un eccesso di rischio per il carcinoma naso-sinusale sono:

- composti del nichel
- produzione di mobili
- produzione e riparazione di stivali e scarpe

- produzione dell’alcool isopropilico con il metodo dell” acido forte

Una metanalisi su studi effettuati in vari paesi conferma per gli adenocarcinomi un

rischio relativo pari a 20,2 per i lavoratori del mobile ®.

Da questi studi inoltre emergono dati che permettono di formulare ipotesi sui
meccanismi di cancerogenesi. [ principali sospetti si sono accentrati ovviamente sulla
polvere di legno, in particolare di legni duri, e i suoi costituenti naturali. Fra questi ultimi
vanno attentamente considerati i tannini e gli acidi tannici (sostanze a struttura polifenolica
che sono contenute per lo piu nelle latifoglie); le aldeidi alfa-beta insature (ovvero 1 loro
prodotti di ossidazione come alcuni benzochinoni); le sostanze catramose che si liberano nel
riscaldamento del legno durante la lavorazione quali creosoto, i clorofenoli, i sali di cromo e
di arsenico e le resine formaldeidiche © !9, Il periodo di induzione-latenza tra 1’inizio

dell’esposizione € la diagnosi ¢ stato stimato essere di 40 anni come valore medio 19,

L’ipotesi di cancerogenicita piu accreditata resta comunque quella dei tannini, che,
come ¢ noto, sono capaci di alterare per precipitazione la struttura delle proteine e di
intervenire nel metabolismo cellulare nelle fasi di replicazione; di essi ¢ conosciuta 1’azione
cancerogena strumentale, specialmente per i1 tannini non idrolisabili. Sarebbero in causa 1
derivati delle catechine e delle leucoantocianidine. Studi sperimentali di iniezione
sottocutanea di estratti di piante, legni ed acidi tannici hanno prodotto tumori nei topi e nei
ratti: 1 tannini idrolisabili producono solo tumori al fegato, mentre quelli non idrolisabili ne
producono anche a carico del sottocutaneo. La cancerogenicita non sembra legata all’ acido

gallico e al catecolo.



I tipi di legno maggiormente ricchi di tannini sono il castagno, il rovere, il quebako, il
cedro rosso nel midollo; pino, abete, ontano, acacia, castagno, abete canadese e larice ne

contengono quantita elevate nella corteccia.

Le dimensioni delle particelle di polvere che si producono durante le varie
lavorazioni (in massima parte da 6 a 10 micron ) ne consentono la filtrazione nelle cavita
nasali; in tal modo si rende possibile il contatto diretto di fattori cancerogeni con la mucosa,
favorito dall’inibizione della clearence muco ciliare provocata dalla polvere stessa (9. Le
particelle si depositano soprattutto in due zone: nella parte anteriore del setto nasale e al
limite anteriore del turbinato medio. Si tratta inoltre di particelle fioccose o fibrose con

elevato rapporto superficie/volume (V.

Industria del cuoio e delle calzature

Le prime segnalazioni di un eccesso di rischio per il cancro naso-sinusale in
lavoratori del settore del cuoio e delle pelli risalgono ai primi anni *70 in lavoratori del

Northamptonshire (1),

I1 rischio appare di gran lunga piu elevato per 1 lavoratori addetti alla produzione ed
alla riparazione delle calzature rispetto ai lavoratori generici del cuoio se vengono tenuti in

considerazione soltanto gli adenocarcinomi.

Esistono eccessi di rischio anche per le altre lavorazioni come la concia e la
produzione di altri prodotti in pelle, anche se la IARC classifica queste lavorazioni nel

gruppo 3, ovvero non classificabili come cancerogeni per I’'uomo © 7,

Una casistica raccolta in vari centri italiani mostra, su 26 pazienti di sesso maschile
affetti da carcinoma naso-sinusale con pregressa occupazione nel settore del cuoio e delle
pelli, 23 addetti alla produzione ed alla riparazione delle calzature; per 21 soggetti era stata

formulata diagnosi di adenocarcinoma ().

I possibili agenti cancerogeni sono stati individuati nei concianti usati durante la

preparazione delle pelli, come i tannini di origine vegetale o sintetica (e ci0 costituirebbe il



punto di contatto fra lavorazioni del legno e del cuoio) ed i composti del cromo

(sicuramente cancerogeno per il polmone) (137

Il periodo di latenza medio ¢ circa 54,6 anni per gli adenocarcinomi (mentre per i
tumori squamocellulari, di transizione e anaplastici ¢ piu breve, circa 41,7 anni),
sostanzialmente piu lungo rispetto a quello dei lavoratori del legno che manifestano lo

stesso tipo istologico (V.

Industria tessile e dell’abbigliamento.

Una correlazione tra esposizione nell’industria tessile e cancro naso-sinusale ¢ stata

riscontrata in molte nazioni, quali Inghilterra (!9, Svezia (19, Finlandia !”, nonché Italia
18)

In Inghilterra fu notata un’aumentata incidenza di cancri tra i tappezzieri e i sarti, ma
non tra i lavoratori dell’ industria tessile; al contrario negli Stati Uniti ¢ stato segnalato un
aumento del rischio proprio tra i lavoratori dell’ industria tessile !> 2% 2D, In Finlandia &
stato descritto un eccesso di rischio soprattutto tra le magliaie, sia in ambiente domestico sia

industriale (2%- 1),

Una casistica italiana descrive 27 casi di carcinoma naso-sinusale in lavoratori
dell’industria tessile. Il tipo istologico piu frequente ¢ il carcinoma squamocellulare: 12 casi

contro 2 soli adenocarcinomi @V,

L’aumento del rischio appare maggiore per il sesso femminile, rispetto al maschile,

ma questo dato ¢ a nostro avviso dovuto all’alto numero di donne impiegato nel settore.

Il rischio ¢ stato attribuito alla polvere di tessuto come tale, agli olii minerali presenti
come impurita nel filato o nebulizzati dal movimento delle parti meccaniche dei telai, alla
formaldeide (resine formaldeidiche applicate come antipiega durante le operazioni di

finissaggio dei tessuti).
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La TARC include I’industria tessile tra le esposizioni possibilmente cancerogene per

’uomo (gruppo 2b) 7,

Industria metallurgica e metalmeccanica

Un’associazione con I’esposizione a nichel fu segnalata per la prima volta nel 1933
(24 Da allora molti studi epidemiologici hanno mostrato un eccesso significativo di rischio
per questo tumore in lavoratori esposti principalmente a solfiti di nichel o ad ossidi e solfuri
originatisi durante la raffinazione del nichel stesso ** 2324 11 potere cancerogeno aumenta
con I’aumentare dell’idrosolubilitd dei composti ?¥. Nel 1986 in una coorte di esposti

furono reperiti 56 casi di tumore contro un valore atteso di 0.29 9,

Per quanto riguarda la localizzazione, nell’ambito dei seni paranasali ¢ stata segnalata

una particolare predilezione per I’etmoide ).

Il cromo, come noto, risulta essere biologicamente inerte e privo di effetti tossici, ma
alcuni suoi composti come 1’acido cromico, 1 cromati ed 1 bicromati provocano effetti
dannosi quali avvelenamento acuto, ulcere cutanee, perforazioni del setto nasale, dermatiti,
sintomi respiratori e cancro alle vie respiratorie, sia superiori sia inferiori ?7. La
correlazione tra cancro dei seni paranasali ed esposizione al cromo fu ipotizzata gia nel
1890, in seguito all’osservazione di un lavoratore esposto ®. Ulteriori studi hanno
dimostrato il ruolo nell’eziopatogenesi di questi tumori, dell’esposizione a composti
esavalenti del cromo, soprattutto negli impianti di produzione dei cromati. Il tipo istologico

piu rappresentato ¢ il carcinoma squamocellulare - 39,

La TARC inserisce nel primo
gruppo (tra i composti sicuramente cancerogeni per 1’uomo) i composti del cromo,

basandosi pero su studi relativi a tumori polmonari ¢ 7

Altre esposizioni a rischio sono state individuate nel lavoro di fonderia, nelle
operazioni di saldatura ed, in generale, in operai dell’industria metalmeccanica. Gli agenti
eziologici possono essere ricercati negli olii minerali da taglio (contenenti idrocarburi
policiclici aromatici =IPA), o nei composti del nichel e del cromo a cui questi lavoratori

sono esposti @V,
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Industria chimica

Sono state segnalate correlazioni tra cancro naso-sinusale e produzione di alcool
isopropilico, un solvente molto utilizzato anche nella maggior parte dei laboratori chimici.
Negli Stati Uniti sono stati osservati 6 casi di cancro dei seni paranasali tra lavoratori di due
industrie chimiche, su un numero molto basso di soggetti studiati (75 e 79 rispettivamente) a
testimonianza di un rischio eccedente rispetto a quello atteso ©?. La IARC include nel
gruppo I la produzione di questo alcool con il metodo dell’acido forte. L’agente
cancerogeno ¢ probabilmente da ricercarsi in un composto intermedio, ancora sconosciuto,
che si forma durante il processo. L’alcool isopropilico come tale ¢ invece inserito nel

gruppo 11 &7,

In Giappone uno studio condotto tra i1 lavoratori dell’industria di produzione di gas
mostarda, un gas tossico usato per motivi bellici e prodotto dal 1929 al 1945, ha mostrato un
notevole aumento di mortalita (333 morti osservate rispetto alle 0.9 attese) e tra i casi

osservati due erano carcinomi squamosi dei seni paranasali ¢%,

Per la formaldeide ¢ stato dimostrato che 1’inalazione dei suoi vapori provoca
carcinomi squamocellulari nelle cavita nasali di animali da esperimento; in uno studio
condotto su 26.000 lavoratori impiegati in impianti che producevano o sintetizzavano
formaldeide sono stati riscontrati due casi di carcinoma nasale contro 2,8 attesi 9.
Segnaliamo studi che riportano un rischio di neoplasia notevolmente aumentato nei

lavoratori soggetti ad inalazione di questo composto ).

Industria estrattiva

Sono stati segnalati eccessi di rischio per minatori di carbone, soprattutto in

Inghilterra e in Francia (1439,
Edilizia

Alcuni Autori hanno evidenziato eccessi di rischio per tumori nasali in addetti a
costruzioni edilizie. Rivestono un’importanza determinante le esposizioni a polveri di legno
(operazioni di carpenteria), a cromati presenti nel cemento, ad olii disarmanti ¢%37)

12



Industria del vetro

Esistono segnalazioni di tumori nasali in addetti alla composizione in vetreria (3.
Tale mansione pud comportare esposizione ad As2Os3 (anidride arseniosa) ed ¢ nota la

cancerogenicita dell’arsenico e dei suoi composti (Gruppo I IARC) &7,

Agricoltura ed altre occupazioni con esposizione a pesticidi

Nel 1966 furono osservati 4 casi di cancro naso-sinusale in addetti alla preparazione
di arsenio di piombo *?). Recentemente anche in Toscana ¢ stato segnalato un caso insorto
in un agricoltore con esposizione pregressa a questo antiparassitario ®®. E’ stata inoltre
evidenziata un’associazione fra neoplasie naso-sinusali di tipo squamocellulare e

’esposizione a clorofenoli e ad erbicidi fenossiacidi ¢40).

Altri fattori non occupazionali

L’influenza del fumo di tabacco nell’eziopatogenesi del carcinoma naso-sinusale ¢
tuttora poco definita, la maggior parte degli studi riporta risultati negativi per tale
associazione. Solo alcuni Autori propendono per un significativo eccesso di rischio nei

fumatori, una volta controllata la variabile esposizione a cancerogeni professionali !4,

Recentemente ¢ stato ipotizzato un ruolo dell’'uso abitudinario di spray nasali
decongestionanti, indipendentemente da alterazioni anatomiche o patologiche delle prime

vie respiratorie ¥, ma tale segnalazione appare limitata ad un abuso del farmaco.

Inoltre va ricordato che la sinusite cronica o una poliposi nasale possono essere
considerati come fattori di rischio per il cancro nasale o per lo sviluppo di un carcinoma

squamocellulare nel seno mascellare 4 43:46:47),
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STORIA NATURALE DELLE NEOPLASIE MALIGNE DELLE CAVITA’ NASALI E
DEI SENI PARANASALI

Seno mascellare

I tumori maligni del seno mascellare possono essere considerati primitivi solo nel
40% dei casi; nel 30% originano a livello della mucosa etmoidale, mentre meno
frequentemente costituiscono un’evoluzione da parte di neoplasie insorte a livello delle
mucose alveolare o del palato. In genere 1 tumori maligni originatisi all’interno di un seno
mascellare non manifestano la tendenza ad interessare 1’etmoide o la porzione superiore
della fossa nasale corrispondente, ma tendono ad estendersi in direzione caudale, rostrale e
posteriormente, raggiungendo rispettivamente il palato, I’orbita, i tessuti molli cutanei e le

fosse pterigomascellare (FPM) ed infratemporale (FIT).

Per comprendere la tendenza evolutiva dei tumori maligni del seno mascellare
occorre ricordare che 1’antro di Higmoro presenta 4 peduncoli: osseo, malare, palatino

(solidi) ed etmoido-nasale (fragile). Pertanto le vie di diffusione piu frequenti sono:

- via palato-alveolare: i tumori a partenza dal pavimento del seno mascellare hanno
una particolare tendenza ad invadere il processo alveolare del mascellare
superiore, causando la progressiva caduta dei denti premolari € molari superiori.
L’esteriorizzazione, oltre che attraverso gli alveoli dentari, pud avvenire
attraverso il palato duro ed il fornice gengivale, che appare inizialmente occupato
da una massa sottumucosa, che, in secondo tempo, si ulcera;

- via superiore: verso l’orbita ed il suo contenuto, protetti dal periostio, ma
raggiungibili attraverso le vie lacrimali ed il canale infraorbitario, spesso
deiscente. L’invasione orbitaria pud anche avvenire posteriormente nel contesto
di un interessamento della base cranica. Superata la parete orbitaria, la neoplasia
incontra una tenace resistenza da parte della periorbita che viene per lungo tempo
dislocata, senza essere infiltrata;

- via anteriore: 1 rilievi superiore ed inferiore fanno parte delle strutture resistenti

della faccia, ma sono separati da aree di relativa debolezza, ad esempio a livello

14



della fossa canina, che viene invasa precocemente nelle forme piu aggressive e da
accesso alle parti molli del viso;

- via posteriore: il processo neoplastico puo giungere ad interessare la pterigoide, la
fossa pterigopalatina (FPP) e la loggia dei muscoli pterigoidei, da qui, attraverso
il forame rotondo ed il tronco del nervo infraorbitario pud penetrare in fossa
cranica media;

- via zigomatica (qualora sia presente 1’ incostante prolungamento malare, a sua
volta punto di partenza per |’ estensione verso la FIT e la fessura
sfenomascellare): 1’ invasione della FIT ¢ relativamente frequente e rappresenta
un elemento prognostico negativo delle neoplasie del seno mascellare. La
tuberosita del mascellare infatti, ¢ in rapporto con la FPP solo nella sua porzione
superiore; il seno mascellare, invece, ¢ in rapporto con la FIT con la sua faccia
posteriore (a livello della fossa pterigoidea) e con quella laterale (a livello della
regione retromaxillo-zigomatico). La struttura ossea dalla tuberosita mascellare,
sostanzialmente fragile, viene precocemente invasa e superata dalle neoplasie
interessanti la porzione posteriore del seno mascellare. Schawaab ©“® ha
riscontrato che 1’invasione della FIT ¢ isolata solo nel 57 % dei casi; spesso ¢
associato coinvolgimento dell’orbita (40 %) e della base cranica (3 %). Secondo
Kondo et al. “? ¢ frequente anche I’interessamento anteriore, ¢ secondo Buaziz et

al. 60

il coinvolgimento della FIT ¢ sempre associato ad altre aree di invasione, al
di fuori del seno. Raggiunta la FIT, la neoplasia puo erodere il basi cranio o
penetrare attraverso i forami della base (ovale, rotondo,spinoso) o le strutture che

li attraversano ( 2° e 3° branca del trigemino ), invadendo la fossa cranica media.

Etmoide

La situazione anatomo-topografica dell’etmoide condiziona le modalita di
propagazione delle neoplasie primitive di questa regione. I tumori maligni originatisi

nell’etmoide possono estendersi:

- verso la fossa nasale, occupandola ed infiltrandone le pareti ( turbinato inferiore,

setto);

15



- all’orbita, quasi sempre attraverso [’erosione della lamina papiracea, ma
teoricamente anche tramite 1 fori etmoidali anteriore e posteriore, in cui decorrono
le arterie omonime;

- al sacco e al dotto naso-lacrimale;

- al seno mascellare ed al seno frontale: la diffusione avviene lungo 1 sepimenti
ossei ed il complesso ostiomeatale;

- al seno sfenoidale, per estensione diretta dall’ etmoide posteriore;

- all’apice orbitario, per erosione della sottile e talora deiscente lamina ossea, che
separa le cellule etmoidali posteriori dal cono orbitario posteriore e dal nervo
ottico;

- al tavolato osseo frontale, alle ossa nasali ed ai tegumenti naso-frontali;

- alla fossa cranica anteriore (FCA), attraverso la lamina cribrosa oppure attraverso
il seno frontale, nel caso in cui la sua parete posteriore sia invasa ed erosa.

L’ infiltrazione delle pareti rinofaringee e del seno sfenoidale, per quanto

teoricamente possibile, ¢ evenienza molto rara, cosi come l’interessamento della

FPM e della FIT. Queste due ultime direttrici sono proprie dei tumori maligni del

seno mascellare. Esistono comunque neoplasie etmoido-mascellari molto estese, che

si espandono secondo direttrici proprie di ciascuna delle due sedi: si tratta di casi nei

quali & difficile stabilire con esattezza la sede di origine del tumore ©!-52),

Seno frontale

I tumori maligni del seno frontale sono rari. Possono esteriorizzarsi attraverso la
parete anteriore del seno stesso oppure possono penetrare nell’orbita, attraverso la sua parete
superiore. La parete posteriore del seno offre una certa resistenza alla progressione
neoplastica; pertanto 1’invasione endocranica da parte di questi tumori € un evento piuttosto
tardivo. In alcuni casi si puo verificare I’invasione del seno controlaterale. Inoltre si puo

avere I’interessamento dell’etmoide e da qui I’estensione in varie direzioni.
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Seno sfenoidale

Raramente il seno sfenoidale ¢ la sede di origine della neoplasia maligna: in
letteratura si annoverano solo alcuni casi. Questi tumori hanno tendenza ad estendersi verso
I’endocranio per usura del pavimento sellare e del clivus superiore e medio. Talora si puo
osservare un interessamento diretto del nervo ottico e, attraverso quest’ultimo, invasione

dell’apice orbitario.

I tumori maligni naso-sinusali metastatizzano a distanza raramente in fase iniziale
(osso, polmone, fegato, pachimeningite neoplastica). Di poco piu frequente risulta essere la
possibilita di metastasi linfonodali loco-regionali, allorché la neoplasia abbia superato lo
stadio iniziale 3. L’ incidenza delle metastasi linfonodali al momento della diagnosi varia
dal 3 % al 16 % (mediana del 10 %); con il progredire della malattia questa percentuale
raggiunge il valore del 44 %. Metastasi linfonodali tardive possono comparire nei 4 anni
successivi al primo trattamento, soprattutto in concomitanza di una recidiva loco-regionale.
Differente ¢ la situazione di una neoplasia naso-sinusale che si sia estesa verso il basso alla
cavita orale. Il rischio di metastasi, in questo caso, ¢ analogo a quello di una neoplasia
primitiva del cavo orale. Come riassunto nella tabella II (Tab. II), metastasi linfonodali si
riscontrano piu frequentemente nei carcinomi naso-sinusali di tipo indifferenziato ed in
quelli mucoepidermoidali ©*. La sede delle metastasi linfonodali & in rapporto con la sede

di insorgenza e con le modalita di sviluppo del tumore.

Tab. II - Correlazione tra istotipo ¢ modalita di diffusione metastatica

Metastasi Metastasi

linfonodali (%) a distanza (%)

Carcinoma naso-sinusale 5,4-21 1,2-11,1
- tipo squamocellulare
1. fosse nasali 6,6-10,7
2. seno mascellare 3,9-21,4 2,6-13,8
- tipo indifferenziato 15,2-19,4
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- tipo a cellule cilindriche 1,6-8,3

- tipo verrucoso

Adenocarcinoma 2,6-22,2 Eccezionali
(secondarie a

metastasi linfonodali)

Carcinoma adenoido- 9-16 18-58

cistico

Carcinoma mucoepidemoide 20-30 10

Si ricordi che i collettori linfatici dei seni paranasali, unendosi ai collettori delle cavita
nasali, formano un sistema di vasi linfatici a direzione antero-posteriore, suddivisibile in 3
gruppi. Il gruppo superiore, termina nei linfonodi retro faringei, i cui vasi efferenti sono
tributari del gruppo superiore delle linfoghiandole cervicali profonde. Il gruppo medio
segue, con decorso parallelo, il gruppo superiore, terminando anch’esso nei linfonodi
retrofaringei. Il gruppo inferiore, decorrendo lungo la parete posteriore del palato molle, si
unisce ai vasi linfatici efferenti tonsillari e termina nel gruppo medio dei linfonodi cervicali
profondi. Da questi dati si puo dedurre che in tutte le neoplasie maligne della sovrastruttura
e nella maggior parte di quelle della mesostruttura, il gruppo superiore dei linfonodi
cervicali profondi ¢ la seconda stazione linfonodale invasa dalla neoplasia; viceversa nei
tumori maligni dell’infrastruttura la prima stazione linfonodale sede di metastasi ¢ costituita

dal gruppo medio delle linfoghiandole cervicali profonde.
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SEGNI E SINTOMI

I tumori maligni dei segni paranasali decorrono solitamente, specie nelle fasi iniziali,
in maniera asintomatica o con sintomi aspecifici. Questo silenzio clinico dipende dalle
caratteristiche della sede anatomica dove la neoplasia si sviluppa accompagnandosi spesso a
flogosi locale. Solo quando il tumore sconfina in distretti limitrofi, quali la cavita nasale,
’orbita, il palato duro, la cute oppure 1’endocranio, compaiono segni e sintomi che sono

indicatori di una fase tardiva dell’estensione neoplastica.

Etmoide

Nei tumori maligni primitivi dell’etmoide 1 sintomi sono spesso sfumati ed aspecifici.
I dolori sono i piu frequenti sintomi di inizio, con un’incidenza leggermente inferiore al 50
%. Le algie alla fronte e alla radice del naso sono presenti nelle neoplasie delle cellule
etmoidali anteriori, nelle quali frequentemente si sovrappone un processo flogistico del seno
frontale per ostruzione del canale naso-frontale. L’interessamento dell’etmoide posteriore di
solito provoca algie occipitali o irradiate al vertice, con andamento intermittente o continuo,
dipendenti dalla flogosi secondaria etmoido-sfenoidale. In questa fase si presentano le algie
orbiti oculari. La sintomatologia dolorosa, spesso associata a rinorrea monolaterale mucosa,
muco-purulenta e talvolta con rare striature ematiche, puo attenuarsi o recedere con terapia

antiinfiammatoria ed antibiotica.

L’estensione del tumore nella fossa nasale omolaterale ¢ accompagnata da ostruzione
nasale, che ha un’incidenza superiore al 50 % sia per le forme ad esclusivo interessamento

etmoidale sia per quelle etmoido-mascellari % 35 36,

Il progressivo accrescimento
endonasale della neoplasia, con la conseguente dislocazione o infiltrazione del setto

cartilagineo, ¢ responsabile dell’ ostruzione nasale controlaterale.

Il sanguinamento nasale, pur essendo un segno tardivo presente in circa il 35% dei
casi %39 rappresenta tuttavia il motivo per il quale piu frequentemente il paziente giunge

all’osservazione dello specialista. Le neoplasie a localizzazione etmoidale posteriore
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possono dare origine ad emorragie nasali posteriori che talvolta vengono erroneamente

scambiate per emoftoe.

Le manifestazioni oculari sono precoci nei tumori dell’etmoide anteriore e sono
rappresentate da epifora, dacriocistite, diplopia, proptosi e da tumefazione in corrispondenza
del canto interno. La proptosi, difficilmente riducibile, le alterazioni della motilita oculare e
del campo visivo, e I’eventuale amaurosi sono rivelatori di un interessamento dell’etmoide

posteriore.

L’estensione alla base cranica anteriore ¢ in genere clinicamente muta fino a che non
st sia verificato un sostanziale incremento volumetrico della neoplasia. L’infiltrazione della
dura o I’invasione endocranica possono talvolta manifestarsi clinicamente con la presenza

esclusiva di cefalea al vertice o diffusa.

Anosmia monolaterale, per ostacolo meccanico alla corrente aerea endonasale o per
infiltrazione dell’area olfattiva, viene riferita da meno del 5% dei pazienti *¥. Con molta
probabilita la bassa incidenza di questo sintomo ¢ da attribuire ad una sua sottovalutazione
da parte del paziente o, piu verosimilmente, alla presenza di una normale funzionalita
olfattiva, controlaterale. Lo sconfinamento della neoplasia nella fossa nasale controlaterale,

o la sua diffusione alla rinobase puo determinare anosmia vera.

20



DIAGNOSI

La diagnosi clinica ¢ estremamente difficoltosa in fase precoce e si avvale di:

Ispezione diretta ed endoscopica delle fosse nasali, del cavo orale-orofaringeo, del
seno mascellare. Per 1’ispezione endoscopica del seno mascellare ci si avvale di fibre
ottiche rigide di 3 mm con campi di visione differenti e complementari (30°, 70°,
120%). 11 fibroscopio flessibile si rivela peraltro particolarmente utile per
I’esplorazione delle fosse nasali e del rinofaringe. I suoi limiti principali sono dati
dall’impossibilita di esplorare il seno mascellare e dal fatto di fornire immagini meno
nette con campo ristretto. La presenza di deformita della guancia, di edemi
palpebrali, dislocazioni del bulbo oculare o dei denti costituisce un elemento

suggestivo di una neoplasia in stadio avanzato.

Palpazione. Essa deve essere volta alla ricerca di eventuali (per quanto rare)
adenopatie metastatiche laterocervicali e soprattutto alla valutazione dei punti trigger

per la sintomatologia dolorosa oltre che per il riscontro di aree di ipo-anestesia.

Imaging. Si possono distinguere 4 steps successivi: identificazione, discriminazione,
stadiazione, follow-up. Nelle prime due fasi, nelle quali la diagnosi di neoplasia
viene definita, il ruolo dell’imaging ¢ ampiamente subordinato alla clinica, mentre
diviene di fondamentale importanza nelle fasi successive. Infatti se 1’imaging ¢
importante per la dimostrazione della presenza di una lesione, lo ¢ assai meno per la
tipizzazione della lesione stessa; a livello dei seni paranasali ¢ particolarmente
difficile e spesso impossibile dirimere con certezza la natura flogistica o neoplastica
delle lesioni, specie se iniziali. Anche la presenza di usure ossee non ¢ dirimente,
sebbene sospetta, potendo essa essere determinata da sinusiti croniche di particolare
gravita e lunga durata. L’utilita dell’imaging diviene invece capitale nella fase di

stadiazione (per la valutazione dell’estensione) e di follow-up.

Biopsia. La biopsia endoscopica o a cielo aperto rappresenta I’elemento

indispensabile per la diagnosi di certezza.
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STADIAZIONE

Le neoplasie delle cavita nasali e dei seni paranasali costituiscono un capitolo di
oncologia clinica dibattuto da lungo tempo. Verranno qui elencati quattro sistemi
classificativi: il sistema di Ohngren modificato dalla UICC ©7 (Tab. III e IV), quello di
Schwab (Tab. V e VI ) 6®_ quello di Calearo ( Tab. VII ) ¢ e quello della AJCC ( Tab.
VIII e IX ) 69,

Il sistema di Ohngren pone I’attenzione sul seno mascellare, sito anatomico piu
frequentemente colpito e maggiormente studiato. L’ Antro di Higmoro diviene una regione
suddivisa in due sedi dal piano di Ohngren: I’infrastruttura in cui sono classificabili 1 tumori

T1 e T2 e la soprastruttura per i T3 e T4.

Tab. III - Classificazione anatomo-oncologica della UICC ©7

Regioni Sottosedi

SENO MASCELLARE Soprastruttura -

Infrastruttura -

Il piano di Ohngren ¢ definito da una linea passante per il canto interno dell’orbita e I’angolo mandibolare
che divide il mascellare in soprastruttura e infrastruttura (posta inferiormente). La soprastruttura include la

parete posteriore del seno mascellare e la meta posteriore del pavimento orbitario.
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Tab. IV — Classificazione oncologica generale della UICC ¢7

T1 Contenuto alla mucosa antrale senza interessamento osseo

T Con interessamento osseo della infrastruttura incluso il palato duro e/o il meato medio
nasale
T Infiltrante le seguenti strutture: cute, parete posteriore del seno mascellare, pavimento e

parete mediale dell’orbita, etmoide anteriore

T Infiltrante il contenuto orbitario e/o le seguenti strutture: lamina cribra, etmoide
posteriore ¢ seno sfenoidale, rinofaringe, palato molle, fossa pterigo-mascellare, base

cranica

La classificazione di Schwab ©% definisce diverse sedi e sottosedi all’interno della

regione delle fosse nasali e dei seni paranasali.

Tab. V - Classificazione anatomo-oncologica di Schwab ¢®

Regioni Sedi Sottosedi
FOSSE NASALIE Fossa nasale Pavimento
SENI PARANASALI Volta

Parete laterale

Setto

Seno Mascellare -

Seni paranasali superiori Angolo maxillo-etmoidale
Etmoide

Seno frontale

Seno sfenoidale

“Regioni adiacenti” Orbita

Cavo orale
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Tab. VI — Classificazione generale di Schwaab ©®

Limitato ad una sottosede
Contenuto in una sottosede
Coinvolgente due o tre sedi o una delle “regioni adiacenti”

Coinvolgente entrambe le “regioni adiacenti” o altre strutture (i.e cute, fossa pterigo-

palatina, base cranica, rinofaringe)

La classificazione di Calearo ©® si fonda sulla visione unitaria delle cavita
pneumatiche del massiccio facciale. Esse sono poste al centro del terzo medio del viso e

nell’insieme costituiscono un’unita morfogenetica, anatomica e funzionale.

La regione oncologica massiccio facciale ¢ quindi costituita dall’insieme delle fosse
nasali e dalle cavita pneumatiche ad esse collegate. I suoi limiti sono definiti dai setti ossei

che separano dette cavita dalle regioni finitime.

Nel contesto della regione sono individuate le singole sedi corrispondenti a ciascun

seno paranasale. Viene cosi stabilita la equipotenzialita patogenetica fra e diverse cavita.

Nell’ambito delle diverse sedi sarebbe necessario individuare delle zone al fine di
ottenere un sistema che descriva in termini dimensionali lo sviluppo della malattia: cio ¢
attuabile solo in alcuni casi (i.e. il seno sfenoidale non ¢ suddivisibile in zone e pertanto una

neoplasia insorgente in tale sede ¢ da considerarsi un T2 ab initio).
E’ stato cosi introdotto il concetto di infiltrazione.

La stadiazione della progressione tumorale dipende sia dalla acquisizione da parte
delle cellule neoplastiche di caratteristiche biologiche di malignita (infiltrazione, osteolisi)
sia dallo specifico confine osseo che viene ad essere superato ( nei T2 setti ossei di
separazione fra cellette di uno specifico seno — per es. fra cellule etmoidali -, nei T3 setti
ossei di separazione fra cavita pneumatiche adiacenti — per es. fra etmoide e fossa nasale -,
nei T4 setti di separazione con regioni oncologiche vicine — per es. cavo orale, fossa cranica,

etc.) .
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Tab. VII — Classificazione anatomo-oncologica di Calearo ©*

Regioni Sedi Sottosede
MASSICCIO Fossa nasale Pavimento

Parete laterale
Volta

Vestibolo

Pavimento

Seno mascellare
Parete antero-laterale
Parete mediale
Parete posteriore

Parete superiore

Etmoide Anteriore

Posteriore

Seno frontale

Seno sfenoidale

I1 sistema di stadiazione approvato dalla AJCC considera due regioni,una mascellare

e una naso-etmoidale. (Tab. VIII e IX) 9
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Tab. VIII -

Stadiazione TNM (AJCC). Lesioni etmoidali

Lesione limitata ad una qualsiasi sottosede in presenza o assenza di erosione o

distruzione della struttura ossea

Lesione che invade due sottosedi in una singola regione o si estende fino a coinvolgere
una regione adiacente all’interno del complesso naso-etmoidale, in presenza o assenza di

erosione o distruzione della struttura ossea

Lesione che invade la parete mediale dell’orbita, il seno mascellare, il palato, o la lamina

cribrosa.

Lesione che invade una qualsiasi delle seguenti strutture: strutture introrbitarie anteriori,
cute del naso o della guancia, lamine pterigoidee, minima invasione della fossa cranica

anteriore, seni frontali o sfenoidale.

Lesione che invade una qualsiasi delle seguenti strutture: apice dell’orbita, pachimeningi,
cervello, fossa cranica media, nervi cranici oltre al ramo mascellare del trigemino (V2),

nasofaringe, o clivus

Tab. IX - Stadiazione TNM (AJCC). Lesioni mascellari

-

—
(3

N ik

Lesione limitata al seno mascellare senza erosione o distruzione della struttura ossea

Lesione che causa erosione o distruzione della struttura ossea, si estende al palato duro
e/o il meato nasale medio, fatta eccezione dell’estensione alla parete posteriore del seno

mascellare e ai processi pterigoidei

Lesione che invade qualsiasi delle seguenti strutture: parete posteriore del seno
mascellare, tessuto sottocutaneo, pavimento o parete mediale dell’ orbita, fossa

pterigoidea, seno etmoidale.

Lesione che invade le strutture introrbitarie anteriori, cute della guancia, lamine

pterigoidee, fossa infratemporale, lamina cribrosa, seni frontali o sfenoidale.

Lesione che invade qualsiasi delle seguenti srtutture: apice dell’orbita, pachimeningi,
cervello, fossa cranica media, nervi cranici oltre al ramo mascellare del trigemino (V2),

nasofaringe, o clivus
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TERAPIA

I protocolli terapeutici prevedono 1’uso in modo piu o meno integrato di chirurgia,

radioterapia e chemioterapia.

TERAPIA CHIRURGICA

Chirurgia su T

La chirurgia exeretica delle neoplasie naso-sinusali, sia essa isolata o in
combinazione con altre modalita di trattamento, rappresenta 1’approccio fondamentale per

tali tumori.
Essa deve tenere conto genericamente dei seguenti principi:

1) necessita di circoscrivere la lesione nel modo piu ampio, tenendo presenti le

barriere anatomiche piu efficaci anche in considerazione dell’istologia del tumore;
2) realizzazione dell’asportazione in monoblocco;
3) creazione di cavita residue facilmente esplorabili nel follow-up;
4) conoscenza degli effetti delle eventuali terapie adiuvanti sui tessuti residui;
5) associazione di tempi ricostruttivi immediati;
6) preparazione di tempi ricostruttivi posticipati;

7) necessita di conseguire una guarigione sufficientemente rapida in modo da

consentire la messa in atto delle terapie adiuvanti in tempi opportuni.

Schematicamente, si possono distinguere due linee di trattamento chirurgico, 1’'una
per tumori ancora relativamente limitati, [’altra per 1 casi ad evoluzione

extraregionale.
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Tumori senza evoluzione extraregionale

Si possono considerare tre tipi di intervento:

1-

intervento endoscopico trans-nasale: in casi selezionati (T1 o T2) ha un out-come
sovrapponibile agli approcci esterni con un notevole miglioramento della
funzionalita delle vie aeere superiori e della qualita di vita del paziente. Le
limitazioni all’approccio endoscopico sono, secondo alcuni autori® 62 ),
I’invasione da parte della massa tumorale dell’orbita e/o della dura madre e/o del

cervello.

intervento transmaxillo-etmoido-nasale: ha come indicazione elettiva tumori
etmoidali a scarsa malignita istologica ( adenocarcinoma ) a sviluppo
endosinusale. Consiste nella tecnica classica descritta da Moure, cui si associa per
esigenze di radicalita, I’asportazione della parete interna dell’orbita. L’exeresi
comprende 1’asportazione della parete interna dell’orbita e dell’etmoide, della
parete anteriore e supero-interna del mascellare superiore con la giunzione
etmoido-mascellare, della parete interna del pavimento orbitario e di tutto il setto

intersinuso-nasale.

Maxillectomia parziale con conservazione del pavimento orbitario: trova
indicazione elettiva per TI1-T2 dell’infrastruttura, limitati alla mucosa del
pavimento del seno e/o al bordo alveolare. L’exeresi comprende il seno
mascellare e I’emipalato ad eccezione del pavimento orbitario e della giunzione
etmoido-mascellare. Il posizionamento nell’immediato post-operatorio di
un’endoprotesi ha significato funzionale ed estetico volto a ripristinare la
masticazione, la I fase della deglutizione, la fonazione oltre a ridurre la retrazione

cicatriziale cutanea.

Maxillectomia senza exenteratio orbitae: trova indicazione per T2-T3
dell’infrastruttura interessanti 1’etmoide anteriore e/o il seno mascellare con
possibile evoluzione anteriore senza interessamento del contenuto orbitario.
L’exeresi prevede ’asportazione completa del distretto naso-etmoido-mascellare

(emipalato in basso, pavimento orbitario e parte della papiracea in alto, parte della
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parete posteriore dell’antro posteriormente. E’ prevista la ricostruzione immediata
del pavimento orbitario mediante materiale alloplastico, lembo muscolo-

temporale, cartilagine settale, etc.

Tumori con evoluzione extraregionale

Si tratta di neoplasie T4 interessanti le sedi soprastanti il piano di Ohngren (T4B sec.

Calearo) (T4B AJCC). Si ricorda per 1 vantaggi dell’embolizzazione pre-operatoria e della

possibile necessita di approcci combinati. Va ricordato inoltre che la stadiazione pre-

operatoria, per quanto accurata, pud spesso risultare sottostimata soprattutto a livello di zone

critiche quali il tetto dell’etmoide, la lamina papiracea, le fosse pterigo-palatina ed

infratemporale.

Vengono sinteticamente riportati 1 principali interventi:

1-

Maxillectomia con exenteratio orbitae: indicazione elettiva ¢ data dalle neoplasie con
invasione del contenuto orbitario. Tale interessamento andra valutato
intraoperatoriamente, essendo meno attendibili le informazioni fornite dall’imaging.
L’exenteratio viene eseguita prima della resezione del mascellare. Tecnicamente
I’intervento prevede 1’estensione del blocco di resezione a tutta I’orbita, incluso
I’0sso malare e parte dello zigomatico con I’eccezione del tetto orbitario e del terzo
superiore della lamina papiracea. Per la frequente necessita di RT post-operatoria e
per il miglior controllo della cavita nel follow-up pare preferibile una riabilitazione
orbitaria mediante epitesi, mentre la riabilitazione della cavita chirurgica mascellare,
come nel caso di maxillectomia senza exenteratio, avverra intraoperatoriamente

mediante il posizionamento di un’endoprotesi.

Cranio-facial resection: tale via combinata rino-neurochirurgica trova indicazione in
neoplasie con erosione della papiracea ed iniziale infiltrazione intracranica.
Controindicazioni alla resezione cranio-facciale anteriore sono rappresentate dalle

metastasi a distanza e dalla massiva infiltrazione del lobo frontale. La tecnica
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prevede 1’asportazione del blocco maxillo-etmoidale con o senza |’exenteratio

orbitale.

Antero-lateral transfacial approach: tale approccio trans facciale allargato (Mann) ¢
indicato per T4 evolventi posteriormente nella fossa pterigo-mascellare con iniziale
infiltrazione della regione infra-sfeno-temporale. Si ricorda come in questi casi la
valutazione dei tessuti molli mediante RMN costituisca un tempo indispensabile per

lo staging pre-operatorio. (6%

4- Via trans-facciale anteriore con approccio tipo Barbosa-Ferguson: ¢ indicato nei casi
in cui 1l processo neoplastico tenda ad evolvere oltre che posteriormente anche verso
il trigono retro molare. Tale approccio permette di associare alla maxillectomia totale
classica 1’asportazione del trigono retro-molare e della porzione verticale della
mandibola, resa possibile da un’ampia esposizione mediante un’incisione del fornice

gengivale inferiore (¥,

Trattamento dell’N

Lo svuotamento latero-cervicale non trova giustificazione in relazione alle modalita
di diffusione linfonodale. Alcuni autori suggeriscono un trattamento profilattico delle
stazioni linfonodali del collo (sia esso chirurgico o radioterapico) in alcuni casi ed istotipi
selezionati. La radioterapia complementare ¢ I’unico trattamento efficace sui linfonodi retro
faringei, mentre lo svuotamento latero-cervicale ¢ indicato in caso di N clinicamente o

radiologicamente evidente.

Relativamente ai risultati, la sopravvivenza a 5 anni, globalmente considerata
per 1 vari istotipi e trattamenti, ¢ del 50% complessivamente, di cui 70% per le forme

localizzate, 45% per quelle a diffusione loco-regionale e 26% per quelle a distanza.
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RADIOTERAPIA

La sottigliezza delle pareti delle cavita paranasali giustifica la loro precoce e
frequente distruzione da parte della neoplasia; 1 margini di sicurezza della resezione
chirurgica sono inoltre spesso limitati dalla prossimita di strutture critiche. Cio vale in
particolar modo per la parete posteriore del seno mascellare e per la fossa pterigo-palatina
dove la radicalita chirurgica ¢ spesso dubbia; I’infiltrazione puo inoltre interessare il basi
cranio e D’orbita, richiedendo interventi altamente demolitivi che non sempre vengono
accettati dal paziente. Dalle suddette considerazioni emerge I’importanza del ruolo della
radioterapia sia in posizione adiuvante sia quale trattamento elettivo per tumori inoperabili o
per piccole neoplasie radiosensibili facilmente irradiabili con dosi elevate con scarso rischio

per le strutture critiche (encefalo, retina, nervo ottico) (6366 67.68),

L’uso di tecniche altamente conformazionali, quali la radioterapia conformazionale 3D
(3DCRT), la radioterapia ad intensita modulata (IMRT) e la terapia a fascio di protoni
(PBT) hanno dimostrato la loro fattibilita anche in fase avanzata con significativa riduzione

degli effetti collaterali.

CHEMIOTERAPIA

Nei carcinomi naso-sinusali avanzati le localizzazioni a distanza, bersaglio della
chemioterapia, sono presenti nel 5-15% dei casi. Gli istotipi adenocarcinoma-like
(adenocarcinoma, carcinomi salivari) rispondono a farmaci diversi rispetto a quelli efficaci
nei carcinomi spino cellulari. La chemioterapia viene utilizzata con diverse sequenze
(neoadiuvante, adiuvante, concomitante ¢ palliativa), per via venosa o arteriosa, con risultati

differenti a seconda degli studi e dei farmaci impiegati®®7%-"D.

Nonostante gli sforzi terapeutici 1 risultati sono relativamente scarsi con 1 tassi di
sopravvivenza globale a 5 anni che vanno dal 50% al 67% con il trattamento combinato e
dal 15% al 38% con la sola radioterapia. Gli effetti collaterali legati al trattamento, inoltre,

possono essere significativi.

31



FATTORI PROGNOSTICI

Valgono per i seni paranasali tutti 1 fattori prognostici di vario tipo identificati per tutti i

carcinomi 1 della testa e del collo.

Si possono dividere in:
1- Fattori prognostici legati al paziente
2- Fattori prognostici legati al tumore

3- Fattori prognostici legati alla terapia.

Fattori prognostici legati al paziente

-eta: I’eta media di questi tumori ¢ di 63 anni. In alcuni studi non sembra influenzare la
prognosi, mentre 7 in altri piu recenti e condotti con metodi statistici piu sofisticati 1’eta

pill avanzata si & rivelata un fattore prognostico negativo. (/374

-sesso: € ritenuto un sicuro fattore di rischio essendo il sesso maschile colpito 4 volte di piu
del sesso femminile, con un rapporto di 10/1 in eta giovane. 7>7® Non viene ritenuto invece

come fattore prognostico a malattia instaurata e consolidata.

-abitudini di vita: il permanere, a malattia insorta, di abitudini voluttuarie ( es. fumo e
alcool) o il mantenimento di attivita lavorative a rischio sono sicuramente fattori prognostici

negativi /7

-stato nutrizionale: esso si correla sicuramente con deficit immunitari. Uno scadimento
nutrizionale dovuto all’ipoalimentazione o a fenomeni cachettici di origine neoplastica, si

correla pertanto con un aumento della progressione e diffusione tumorale.

-patologie concomitanti: la comorbidita (riguardante soprattutto le broncopatie croniche e le

epatopatie croniche) ¢ un sicuro fattore prognostico negativo sulla sopravvivenza.
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-stato socioeconomico: ¢ stato dimostrato che uno livello socio-economico piu elevato si

correla con una migliore prognosi.

-complicanze post-operatorie: la presenza di complicanze post-operatorie si correla con un

decorso piu sfavorevole della malattia 7%,

-trasfusioni di sangue intero (pre, intra e post-operatorie): nei lavori che hanno trattato
I’argomento c’¢ una sicura significativita statistica su casistica numericamente adeguata

degli effetti negativi delle trasfusioni sulla sopravvivenza ¥,

-anemizzazione: uno stato anemico si correla con una peggiore prognosi. Si puo ipotizzare
che ’impegno delle cellule midollari a correggere lo stato anemico coinvolga, in senso

negativo, gli elementi immunocompetenti responsabili dell’immunosorveglianza.

-ritardo diagnostico e terapeutico: una neoplasia diagnosticata in stadio piu avanzato ha

ovviamente minori probabilita di guarigione 7,

Fattori prognostici legati al tumore

1) stadio T : esiste una serie numerosa di dati, statisticamente significativi riguardo 1
carcinomi naso-sinusali, sul fatto che al crescere dello stadio T si evidenzia un concomitante
peggioramento della sopravvivenza ed un aumento del numero delle recidive ¢ 31 82),
Possiamo affermare che il passare da T1 a T4 si accompagna sicuramente, in tutti 1

carcinomi squamo cellulari della testa e del collo, ad un peggioramento della prognosi.

2) stadio N : ¢ concetto ormai storico e consolidato che la presenza di metastasi linfonodali
si correla con una prognosi sfavorevole e quindi rappresenta un fattore prognostico
negativo: ¢ questo il segno del crollo delle prime difese immunitarie e del superamento dei
limiti anatomici dell’organo colpito da neoplasia. In particolare il superamento istologico

della capsula linfonodale da parte del tumore & segno particolare di prognosi infausta 3,
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3) caratteristiche istologiche del T : lo studio istologico con le colorazioni classiche del

tumore puo fornirci alcune evidenze utilizzabili per la prognosi

a) Grading. L’OMS prende in considerazione il grado di cheratinizzazione, il numero di
perle cornee, I’attivita mitotica, la presenza di giunzioni intercellulari, il rapporto nucleo-
citoplasma e la presenza di cellule anaplastiche, per definire 4 gradi di grading. La scarsa
differenziazione ¢ stata verificata come fattore prognostico negativo nei tumori naso-
sinusali ®¥ e del cavo orale ® | mentre ¢ risultata dubbia ( con dati contrastanti ) nei

tumori del cavo rinofaringeo, dell’orofaringe, della laringe.

Tab. X — Grading istopatologico

Grading istopatologico (TNM V ed-1997 U.I.C.C.)

Il grado di differenziazione non puo essere accertato
Ben differenziato

Moderatamente differenziato

Scarsamente differenziato

Indifferenziato

b) Altre caratteristiche istologiche. E’ dato ormai consolidato che gli aspetti istologici
verrucosi (carcinoma verrucoso) si correlano con una prognosi discreta e quindi possono
giustificare trattamenti chirurgici decisamente conservativi (es. uso del laser). Il carcinoma

con aspetti prevalentemente basaloidi ha invece prognosi decisamente peggiore.

Altre caratteristiche istologiche per cui esistono evidenze di un sicuro significato

prognostico sono:
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-Embolizzazione intravasale da parte di cellule tumorali (E+) della quale ¢ stato dimostrato

in analisi multivariata il cattivo significato prognostico #%87,

-Invasione perineurale, che ¢ rappresentata dall’invasione da parte del tumore della guaina
del perinervio, che normalmente ¢ barriera insuperabile per le cellule tumorali. Il suo
superamento ¢ segno di grande aggressivita del tumore e di un rischio significativamente

aumentato di metastatizzazione linfonodale ®7-89),

-Presenza di cellule immunocompetenti: ¢ ormai assodato che 1’organismo reagisce
contro l’insorgenza e la progressione di ogni tumore con I’immunosorveglianza cui
sovrintendono cellule immunocompetenti effettrici (APC, linfociti T citotossici, cellule NK,
ADCC) e meccanismi effettori umorali (anticorpi citotossici). E’ stato dimostrato anche che
man mano che 1l tumore cresce, le potenzialita citotossiche degli elementi

immunocompetenti vengono inibite da meccanismi SOppressori.

4) Tempo di recidiva: ¢ stato attribuito, con grande significativita statistica, un significato
prognostico negativo nei confronti della sopravvivenza al tempo di recidiva: tempi di

recidiva brevi sono correlati con una peggiore sopravvivenza. ¢%

[ fattori prognostici legati alla terapia si dividono a loro volta in:

Fattori prognostici legati alla chirurgia

Una chirurgia scorretta o inadeguata che causa un controllo locale imperfetto e conseguente

presenza di margini positivi per tumore ¢ un fattore prognostico tra i pitt negativi % °1:92.93),
Sono stati identificati alcuni punti chiave:

1) L’importanza dell’orientamento del pezzo chirurgico, che richiede una stretta
collaborazione tra patologo e chirurgo, con definizione precisa di criteri standard che

devono essere sempre seguiti.

2) Il problema della retrazione dei tessuti post-fissazione ( che puo variare dal 15 al 40%)

che porta alla sottostima della distanza del tumore dai margini e della dimensione della
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neoplasia: si pud dire che una distanza tra tumore e margini di 5 mm valutata su un

preparato istologico corrisponde in vivo a 8-9 mm.

3) Il problema delle modalita di prelievo, che devono essere definite da patologo e chirurgo,

individuando anche un numero standard di prelievi

4) La definizione del concetto di “close margin , per indicare un margine che, pur essendo
negativo, € molto vicino al tumore. Loree e Strong (1990) ©¥ hanno osservato ugual numero
di recidive quando 1 margini distano dal tumore meno di 0,5 mm e quando sui margini

compare displasia media o grave.

5) L’importanza del tipo di positivita del margine: presenza di “avanzamento frontale” del

tumore, o di “infiltrazione”: quest’ultimo si accompagna ad un maggior numero di recidive.

6) L’importanza di un uso sistematico di diagnosi al congelatore in extemporanea, che

hanno dimostrato una concordanza con la diagnosi istologica tradizionale pari al 96-98%

Fattori prognostici legati alla radio/chemio terapia

Una serie di studi degli ultimi 20 anni ha permesso di razionalizzare, con discreta precisione
le indicazioni alla Radioterapia e alla Radiochemioterapia, di perfezionare la tecnologie, le
dosi radianti, 1 tipi di farmaci con le relative dosi. E’ chiaro che un’indicazione radioterapica
o radio-chemioterapica scorretta e un’inadeguatezza di tecnica o di dose, porta ad un

difettoso controllo locale e diventa pertanto un fattore prognostico negativo.

36



FATTORI PROGNOSTICI DELLE NEOPLASIE DEL DISTRETTO

NASO-SINUSALE

Esistono alcune evidenze specifiche, in materia di fattori prognostici, che riguardano
1 tumori naso-sinusali. Molto importante ¢ il discorso di alcune sottosedi coinvolte: le
neoplasie della parete antero-inferiore del seno mascellare (la vecchia infrastruttura) si
propagano solo tardivamente verso le strutture nobili soprastanti e quindi hanno prognosi
piu favorevole, esattamente il contrario invece avviene per 1 tumori dell’etmoide e dello

sfenoide.

Lo stadio di T e lo stadio di N, che sono fattori prognostici universali per gli HNSCC
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma), qui assumono un significato decisamente piu
importante. Uno stadio IV (che si accompagna ad invasione endocranica) e un N+ (che
normalmente ¢ raro in questi tumori) si accompagnano quasi sempre ad una prognosi
infausta, in modo piu rilevante rispetto a quanto avviene in altre sedi ©>. L’invasione della
dura madre comprovata dal punto di vista istopatologico ¢ associata a un elevato tasso di

recidive locali.

Ci sono alcuni dati, peculiari della sede che riguardano il significato prognostico di
alcuni aspetti istologici (che qui sono molto piut multiformi rispetto agli altri distretti
cervico-facciali). Il carcinoma indifferenziato, specie se etmoidale ®» ha una prognosi
pessima, mentre il carcinoma adenoidocistico ha una sopravvivenza piu lunga (talora a 10
anni) per cui in questi casi I’essere liberi da malattia a 5 anni non ha significato di
guarigione avvenuta. % 7 9899, 100) particolarmente importante in questa sede ¢ il ritardo
diagnostico e terapeutico. Essendo 1 tumori iniziali spesso asintomatici o contraddistinti da
sintomi nasali aspecifici, molto spesso la prima diagnosi avviene in stadio avanzato, con

quelle conseguenze gravi per la prognosi di cui abbiamo gia parlato.

Risulta inoltre particolarmente annoso il problema dei margini chirurgici, vista la
grande complessita anatomica della regione, che rende piu difficile la valutazione visiva

dell’exeresi chirurgica e lo studio istopatologico dei margini liberi da malattia.

37



ADENOCARCINOMA

Istopatologia

L’adenocarcinoma ¢ una neoplasia maligna epiteliale caratterizzata dalla presenza di
strutture ghiandolari. Gli adenocarcinomi della mucosa naso-sinusale derivano da cellule

colonnari dell’epitelio respiratorio e dalle ghiandole siero mucose distribuite nell’epitelio.

L’incidenza degli adenocarcinomi nel contesto delle neoplasie naso-sinusali ¢
generalmente compresa tra il 4% e il 7% (101102103 con punte fino a circa il 50% in

casistiche selezionate, in regioni ad alta densita di lavoratori del legno (%9,

La sede di origine piu frequente ¢ la porzione superiore delle fosse nasali o il labirinto

etmoidale.

Il sesso maschile ¢ colpito con maggiore frequenza, con un rapporto M/F che va da
1,5 : 1 a 18: 1. Tale squilibrio ¢ piu accentuato nelle casistiche in cui ¢ stata riscontrata una
correlazione con la lavorazione dei legni duri. La maggiore incidenza per decade si osserva
tra la quinta e la settima con un’eta media lievemente piu alta per le forme a basso grado di

malignita.
Genetica

Recenti studi Danesi in accordo con Saber 1% dimostrano un ruolo, seppur limitato,
nella patogenesi delle neoplasie naso-sinusali rappresentato dalla mutazione del K-ras.
Questa mutazione ¢ presente nel 10-15% degli adenocarcinomi naso-sinusali di tipo

intestinale.

La mutazione di P-53 ¢& stata riscontrata in 18-44% dei casi (1% 100 ed &
frequentemente associata alla metilazione dei promotori di p14(ARF) e di p16(INK4a) nelle

(106) " Sono state

neoplasie dei soggetti esposti professionalmente alle polveri di legno
riscontrate, inoltre, altre alterazioni geniche tra cui la perdita di eterozigosi (LOH) su

cromosoma 17p13 e 921 (1%,
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Gli adenocarcinomi naso-sinusali vengono suddivisi in due principali categorie: e

adenocarcinoma di tipo non intestinale e adenocarcinoma di tipo intestinale (ITAC).

L’adenocarcinoma di tipo non intestinale ¢ suddiviso in due sottotipi istologici: a
basso grado e ad alto grado. A differenza dell’adenocarcinoma di tipo intestinale la variante

non intestinale non ¢ correlata a fattori di rischio occupazionali.

L’adenocarcinoma non intestinale a basso grado puo essere circoscritto o invadere 1
tessuti circostanti. Dal punto di vista morfologico ¢ caratterizzato da un pattern di crescita
sia tubulare che papillare e presenta numerose ghiandole uniformi strettamente adese 1’una
all’altra con piccole e sporadiche interposizioni di tessuto stromale. L’epitelio puo apparire
monostratificato o pseudo stratificato. Nel primo caso ¢ formato da cellule cuboidali o
colonnari con nuclei basali, mentre, nel secondo caso la distribuzione dei nuclei suggerisce

una perdita della polarita delle cellule. Il pleomorfismo ¢ moderato o assente.

L’adenocarcinoma non-intestinale ad alto grado ha un pattern di crescita solida, cui si
possono interporre strutture ghiandolari o papillari. Questo tumore ¢ caratterizzato da un

marcato pleomorfismo cellulare, un’alta attivita mitotica, atipie e necrosi.
ADENOCARCINOMA DI TIPO INTESTINALE(ITAC)

I1 secondo tipo di adenocarcinoma sinonasale ¢ stato chiamato adenocarcinoma di tipo intestinale

(ITAC) ed ¢ responsabile di meno del 4% delle neoplasie totali della regione naso-sinusale. (%%

L’ adenocarcinoma di tipo intestinale comprende un gruppo di neoplasie con caratteristiche
epidemiologiche e morfologiche del tutto peculiari. Gli ITAC della cavita nasale e dei seni
paranasali possono verificarsi sporadicamente o sono associati all'esposizione professionale a legno
duro e polveri di cuoio!''?. L'esposizione a polveri di legno e cuoio aumenta il rischio di
adenocarcinoma di 500 volte (! 112 T risyltati di numerosi studi hanno suggerito differenze
cliniche tra ITAC che si presentano in soggetti con esposizione professionale alla polvere e ITAC
che si presentano sporadicamente. Infatti, 1 tumori correlati all'esposizione professionale colpiscono
gli uomini nell'85-90% dei casi, mostrando una forte tendenza a insorgere nei seni etmoidi(! 3119,
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L'ITAC sembra essere preceduto dalla metaplasia intestinale della mucosa respiratoria, indotta da
polvere di legno duro, polvere di cuoio e altri agenti sconosciuti, che ¢ accompagnata da un

passaggio a un fenotipo intestinale.

E’ molto aggressivo localmente anche nelle forme meglio differenziate che ricordano una
mucosa intestinale normale provvista di muscolaris mucosae, con villi ben formati rivestiti

da cellule globose, assorbenti, di Paneth e argentaffini!!®),

Kleinsasser e Schroeder !'” hanno suddiviso 1’adenocarcinoma di tipo intestinale in:
tubulo-papillare ( ben differenziato, moderatamente e scarsamente differenziato ), a cellule

globose, a cellule ad anello con castone e in forme miste o transizionali.

L’adenocarcinoma naso-sinusale di tipo intestinale tubulo-papillare ben differenziato,
mostra un pattern di crescita prevalentemente papillare con occasionali strutture tubulari e
cellularita mono o pseudo-stratificata con nuclei lievemente ipercromici e nucleoli cospicui

che ricordano la morfologia degli adenomi villosi dell’intestino crasso. (fig. 1)

Nelle forme moderatamente e scarsamente differenziate si osserva un aumento della
componente tubulare, del pleomorfismo cellulare, delle atipie citonucleari e delle mitosi che

ripropongono gli aspetti dell’adenocarcinoma intestinale di tipo usuale. (fig. 2)

La variante a cellule globose ¢ caratterizzata della presenza di abbondante muco
extracellulare, sepimentato da tralci fibrosi rivestiti di elementi neoplastici colonnari o

globosi, che possono essere presenti anche nei laghi di muco. (fig. 3)

Il terzo gruppo (cellule ad anello con castone ) mostra una caratteristica cellulare
neoplastica con nuclei ipercromici, compressi alla periferia da mucine intracitoplasmatiche,

dispersa in piccoli aggregati su uno sfondo di muco. (fig. 4)

Le forme miste sono una commistione dei quadri morfologici precedentemente
descritti. Tutti gli ITAC sono distinguibili dalle forme metastatiche di adenocarcinoma di

origine intestinale per la intensa positivita alla CK 7 ¥,
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Fig. 1 — Adenocarcinoma di tipo intestinale tubulo- papillare moderatamente differenziato (G2).

Si notano aree di necrosi sulla sinistra. Ematossilina-eosina 20x.
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Fig. 2 - Adenocarcinoma di tipo intestinale scarsamente differenziato G3 con intensa componente

inflammatoria acuta e cronica intra e peritumorale. Ematossilina-eosina 20x
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Fig.3 — Adenocarcinoma di tipo intestinale ben differenziato (G1) con una componente mucinosa.

Ematossilina-eosina 20x
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Fig. 4 - Adenocarcinoma di tipo intestinale a prevalente componente mucinosa. Ematossilina-eosina 16x

Fattori prognostici

Gli ITAC sono tumori aggressivi caratterizzati da frequenti recidive locali, bassa incidenza di

metastasi a distanza e una mortalitd complessiva di circa il 53% (19

La classificazione istopatologica e la classificazione T del TNM sembrano essere indicatori
o . . .f o . (114, 119’120) h. . b. d. . . .

prognostici significativi La chirurgia combinata con radioterapia postoperatoria e, in

alcuni casi, con chemioterapia adiuvante ¢ considerata il trattamento standard. (1?!)

La stadiazione clinica non ha un significato prognostico particolarmente significativo fatta

eccezione per i tumori molto estesi (T4 sec. AJCC ). 122
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Il sottotipo istologico assume maggiore significato marcando una netta differenza tra le

sopravvivenze a 5 anni tra i singoli sottotipi (!!7-122),

Tab. XI - Classificazione e sopravvivenza degli ITAC

Tubulo papillare I 82%
Tubulo papillare II 54%
Tubulo papillare 111 36%
A cellule globose 48%

A cellule ad anello con castone

Misto 71%

I = ben differenziato
II = moderatamente differenziato

III = scarsamente differenziato

Le mutazioni di K-Ras o H-Ras, come 1’espressione di c-erbB-2, sono associati ad un

comportamento piul aggressivo del tumore (123:124),

Sebbene alcuni dei classici fattori prognostici continuino ad essere di grande utilita nel predire il
comportamento clinico degli ITAC, non ¢ ancora chiaro perché alcuni pazienti con ITAC abbiano
una prognosi migliore rispetto ad altri con lo stesso tipo di lesione in termini di caratteristiche

istologiche e stadio clinico.

I parametri patologici della clinica convenzionale non riflettono accuratamente 1'esito clinico dei
pazienti con questo tumore. Pertanto, vi ¢ I'urgente necessita di nuovi fattori prognostici in grado di

prevedere 1'esito nei pazienti affetti da ITAC.
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miRNA

I miRNA sono piccole molecole endogene di RNA non codificante, a singolo filamento di 20-22
nucleotidi che fanno parte di una grande rete di geni regolatori. Hanno un ruolo importante nella
regolazione dell’espressione di geni implicati nella differenziazione, proliferazione ed apoptosi
cellulare. La pit nota attualmente & una regolazione post-trascrizionale.!?> Ad oggi sono
identificati centinaia di miRNA umani, 940 secondo la piu recente versione di miRBase , sia
mediante un approccio sperimentale sia mediante analisi computazionale. Tutti i miRNA scoperti
vengono infatti puntualmente depositati nel Sanger centre miRBase database 2%, un vero e proprio
registro dei miRNA, in cui sono annotate tutte le loro caratteristiche. In tale database sono presenti
anche le informazioni che riguardano la genomica dei miRNA, ovvero il modo in cui i loro geni
sono organizzati sui cromosomi umani. In particolare, i geni codificanti i miRNA sono distribuiti su
tutti 1 cromosomi, eccetto il cromosoma Y, e nel 50% dei casi geni per differenti miRNA sono
localizzati in loci adiacenti, organizzandosi in veri e propri clusters, ad esempio il cluster costituito
dai miRNA hsa-let-7a-1, hsa-let-7f-1 e hsa -let-7d presente nel cromosoma 9.

Nei vertebrati 1 miRNA costituiscono circa 1’1% di tutti 1 geni. Essi rappresentano una classe di
small RNAs unitamente agli Short interfering RNA (siRNA), MicroRNA (miRNA), Piwi RNA
(piIRNA), Trans-acting siRNA (tasiRNA), Small-scan RNA (scnRNA) e Repeat-associated siRNA
(rasiRNA). Le prime due molecole sono ampiamente presenti in natura e derivano da precursori a
doppio filamento, i PiwiRna sono molto presenti negli animali e sembrano derivare da precursori a

singolo filamento, anche se per questi si hanno poche informazioni.

I microRNA sono, per la maggior parte, ampiamente caratterizzati nelle piante e nei nematodi (dove
per la prima volta vennero osservati) e differiscono per sequenza, quantita, pattern di espressione e
localizzazione genomica. La maggior parte dei geni che codificano per i microRNA hanno isoforme

multiple (paraloghi) che sono probabilmente il risultato della duplicazione genica. Il genoma umano
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possiede 12 loci per la famiglia del miRNA let-7. I geni paraloghi hanno spesso una sequenza
identica nella porzione 5’ relativa alle posizioni nucleotidiche 2-7. Poiché questi sei nucleotidi ‘seed
sequence’ sono cruciali per I’appaiamento con I” mRNA bersaglio, si pensa che i geni paraloghi
agiscano in maniera ridondante. In realta, essendo anche la porzione 3° dei miRNA importante per
I’appaiamento con ’'mRNA bersaglio, e poiché questi miRNA hanno spesso pattern di espressione
differenti, membri della famiglia con la stessa ‘seed sequence’ possono avere ruoli distinti in vivo.
Approssimativamente il 50% dei loci dei miRNA nei mammiferi sono in stretta vicinanza con altri
miRNA e spesso questi cluster di microRNA sono trascritti come singola unita trascrizionale (TU)
policistronica; nonostante esistano casi eccezionali nei quali tali microRNA vengono
individualmente trascritti da promotori separati. Alcuni microRNA sono generati da TU non
codificanti, mentre altri sono all’interno di TU codificanti proteine. Approssimativamente il 40%
dei loci dei miRNA sono localizzati in regioni introniche di TU non codificanti, mentre il 10% ¢
situato in regioni esoniche!">” (Figura 5). I loci dei miRNA che si trovano in TU codificanti
proteine sono localizzati generalmente in regioni introniche, le quali rappresentano il 40% di tutti 1

loci dei microRNA . Alcuni loci di microRNA vengono definiti ‘misti’, poiché la loro
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localizzazione ¢ intronica o esonica a seconda del pattern di  splicing.

a TUnon codificante con miRNA intronici

miR-15a-16-1

b TU non codificante con miENA esonici

BIC

¢ TU codificante con miRNA intronici miR-25-93-106b

TH=—

d TU codificante con miRMNA esonici niR-98

[:_

CACNGS B iw

Fig. 5.

I microRNA vengono codificati sottoforma di lunghi trascritti primari caratterizzati da una
complessa struttura a forcina (pri-miRNA) (Fig.6) e sono processati nel nucleo dalla RNasi IIT (128
Drosha a formare un microRNA precursore (pre-miRNA) della lunghezza di 70-80 nucleotidi'?”.
Queste molecole precursori vengono esportate, attraverso un meccanismo mediato dall’Esportina 5,
dal nucleo al citoplasma dove un ulteriore step di maturazione mediato dall’RNasi II Dicer (3%
genera un RNA a doppio filamento (dsRNA) della lunghezza di circa 22 nucleotidi, chiamato

dsmiR/miR. Tale dsRNA viene successivamente legato dalla proteina Argonaute (Ago) ed

incorporato nel complesso proteico noto come complesso che induce il silenziamento di RNA’
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(RISC). A questo punto, uno dei due filamenti, il filamento guida o miRNA, resta legato ad
Argonaute e costituira il miRNA maturo, mentre 1’altro filamento sara sottoposto a degradazione da
parte di un enzima con attivita di elicasi. I miRNA vengono trascritti da geni non codificanti
proteine che hanno un proprio locus genico oppure contenuti all’interno di regioni introniche di

altre sequenze codificanti’*"> 132 Ad oggi sono stati individuati e validati sperimentalmente 940

miRNA umani, come riportato dal database dei microRNA, miRBase.
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Molti di essi sono differentemente espressi nel corso dello sviluppo e del differenziamento e la

modulazione specifica di diversi miRNA ¢ stata di recente associata ad alcune forme tumorali

umane'3?), Queste osservazioni hanno portato a postulare che i miRNA possono essere considerati

come una nuova classe di oncogeni o oncosoppressori('**.
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Le ultime scoperte, basate sull’ espressione dei miRNA nei tessuti neoplastici e anche nella
controparte tissutale sana, hanno evidenziato che I’espressione dei miRNA possono distinguere un
tessuto neoplastico da quello sano. Questo ¢ stato evidenziato nel tumore di mammella, polmone,

pancreas, fegato e nelle leucemie (3% 136, 137, 138, 139)

E’ stato evidenziato che una deregolazione d’espressione dei miRNA nei tumori puo risultare da
riarrangiamenti cromosomici, come per esempio la delezione che abroga dei proapoptotici
miR15/16 nella leucemia linfatica cronica a cellule B (B-LCC) . Questi miRNA sono localizzati
in una regione del cromosoma 13q14 che si trova deleta in circa la meta dei casi di B- CLL e sono
soppressi in oltre due terzi dei casi di leucemia. Tra I’altro, alcuni specifici miRNA hanno gia

assunto un significato prognostico nel cancro del polmone e nella leucemia linfatica cronica!4!> 142

143)

I microRNA possono avere altresi un grosso potenziale terapeutico per il trattamento di patologie
dismetaboliche, ad esempio recentemente ¢ stato dimostrato che la repressione di miR-122
mediante inibitori chimicamente modificati (antagomir) porta ad una duratura correzione in vivo

dell’ipercolesterolemia!**.

Numerosi miRNAs sono stati associati a diverse neoplasie. Nel carcinoma prostatico, in cui figura il
ruolo del miR-18a, fortemente sovraespresso nei tessuti patologici, agisce come miRNA
oncogenic;, la sua espressione si ritrova aumentata nel sangue periferico dei pazienti con carcinoma
prostatico rispetto ai pazienti con iperplasia prostatica benigna (BPH) e soggetti sani (4%, Nel
carcinoma mammario miR-21 sembra promuovere la proliferazione e lo svluppo di metastasi'*®, al
contrario diversi miRNAs sembrano avere opposto ruolo di inibizione della crescita delle cellule

tumorali, come accade per miR-433147),

In campo ORL studi precedenti hanno dimostrato 1’espressione di miR-21, miR-34c e let-7a nel

tessuto neoplastico laringeo. 14¥.
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Si procede ora ad un’analisi piu specifica dei miR-34, miR-449 e miR-205, attori molecolari emersi

in queste studio sperimentale.

MiR-34 e MiR-449

La famiglia miR-34/449 ¢ composta da sei miRNA omologhi in tre loci genomici.

I microRNA 449 a,b,c (miR-449) sono potenti induttori di morte cellulare, arresto del ciclo cellulare
e / o differenziazione cellulare. Tutti i membri di questo la famiglia di microRNAs sono in grado di
mediare l'arresto del ciclo cellulare e apoptosi e potrebbero quindi contribuire alla soppressione del
tumore. I meccanismi sottostanti comprendono la downregulation di istone acetil transferasi e
attivazione consecutiva di p53, ma anche il targeting delle chinasi dipendenti dalla ciclina e loro
partner di associazione. Pertanto, miR-34 ¢ miR-449 forniscono un loop di feedback asimmetrico

per bilanciare le attivita E2F e p53.

L’espressione dominante di questi miRNAs negli epiteli multiciliati suggerisce un significato
funzionale nella ciliogenesi. Due sistemi modello (embrioni di Xenopus e cellule umane in coltura)

hanno rivelato che miR-449 ¢ essenziale per lo sviluppo di epitelio ciliato 1),

E’ stato dimostrato che sia nel topo che nello Xenopus, le cellule multiciliate carenti di miR-34/449
(MCC) hanno mostrato una riduzione significativa della lunghezza e del numero delle ciglia, a
causa della maturazione difettosa del corpo basale e dell'aggancio apicale. L'effetto di miR-34/449
sulla ciliogenesi ¢ stato mediato, almeno in parte, dalla repressione post-trascrizionale di Cp110, un

complesso di cilia che sopprime le proteine centriolari (159,

Inoltre, secondo altri studi, miR-34/449 sembrano promuovere 1’assemblaggio di una rete apicale di
actina, necessaria per il corretto ancoraggio dei corpi basali. L’identificazione dei target miR-

34/449 relativi a percorsi GTPase di piccole dimensioni hanno portato a caratterizzare R-Ras come
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regolatore chiave di questo processo. Si propone anche un ruolo di questi miRNA nella

rilocalizzazione della proteina A legante 1'actina. (V.
MiR-205

I1 miR-205 riveste un ruolo chiave nella biogenesi dell’epitelio ed ¢ coinvolto nella regolazione
dell’espressione di geni implicati nell’organizzazione epiteliale e dell’adesione cellulare 132,
Numerose evidenze indicano che il miR-205 funge da soppressore tumorale regolando numerosi
geni. L’aumento del miR-205 in cellule di tumore alla mammella e alla prostata era in grado di
inibisce la crescita e I’invasione cellulare mediante la regolazione di numerose vie di segnale. Se da
un lato il miR-205 ¢ stato descritto come un oncosoppressore, dall’altra parte, il miR-205 ¢ stato
associato alla genesi tumorale. Tuttavia, contrariamente a quanto sopra affermato, secondo alcuni
studi, il miR-205 puo giocare un ruolo chiave nell’eziologia e iniziazione del processo tumorale
promovendo la progressione tumorale ¢ la resistenza al trattamento chemioterapico *¥. Elevati
livelli di miR-205 sembrano infatti indurre indirettamente ’attivazione della AKT mediante la
sotto-regolazione delle SHIP2 (SH2-containing phosphoinositide 5-phosphatase contribuendo alla
patogenesi del carcinoma squamoso !>, Clinicamente, un’alta espressione del miR-205 si &
rilevata associata ad una bassa sopravvivenza nel cancro all’endometrio, risultando, pertanto, un
biomarcatore prognostico negativo '35, Inoltre, & stato riportato che il miR-205 & essenziale per la

carcinogenesi del carcinoma nasofaringeo e che alti livelli di tale miRNA inducono radioresistenza

in questo tipo di tumore 19,

MiR-205 puo essere un promettente biomarcatore per il rilevamento, prevedendone la ricorrenza, di

carcinoma polmonare (37,

Studi recenti hanno indicato che bassi livelli di let-7d e miR-205 nei pazienti con HNSCC sono

correlati con una scarsa sopravvivenza. Let-7d e miR-205 sono soppressori del tumore e regolatori
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della transizione epiteliale-mesenchimale (EMT). Tuttavia, non ¢ chiaro se let-7d e miR-205

influenzino in maniera sinergica le cellule tumorali. %),
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STUDIO SPERIMENTALE

SCOPO E DISEGNO DELLO STUDIO

Obiettivo del presente studio di coorte prospettico ¢ quello di valutare il ruolo ed il possibile
significato clinico-prognostico dell’espressione di specifici microRNAs nell’ adenocarcinoma di

tipo intestinale dei seni paranasali (ITACs).

MATERIALI E METODI

Popolazione di studio

Abbiamo effettuato uno studio di coorte prospettico su 31 pazienti affetti da adenocarcinoma naso-
sinusale di tipo intestinale (Intestinal Type Adenocarcinoma, ITAC) sottoposti a trattamento
chirurgico primario presso la SOD di Otorinolaringoiatria dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria —
Ospedali Riuniti di Ancona e la UOC ORL Area Metropolitana, Ospedale Bellaria, AUSL Bologna

nel periodo 2011 -2017.

Dalle cartelle cliniche dei pazienti sono stati estratti 1 seguenti dati: eta alla diagnosi, sesso,
abitudini tabagiche, attivita professionale (mansione lavorativa), sede del tumore, stadio
(classificazione TNM-AJCC/UICC TNM classification 7™ edition 2010), caratteristiche istologiche
(grading), sopravvivenza libera da malattia (Deasease Free Survival-DFS) e sopravvivenza

complessiva (Overall Survival — OS).
I criteri d’inclusione nello studio prevedevano:
- Disponibilita completa dei dati clinici dei pazienti;
- Disponibilita dei campioni bioptici adeguati alla valutazione;

- Follow-up minimo di 3 anni.
54



I criteri di esclusione prevedevano:

- Pazienti con pregresse neoplasie maligne e/o trattamenti radio/chemioterapici;

- Pazienti in condizioni cliniche precarie per importanti patologie concomitanti che avevano

condizionato 1’effettuazione del protocollo terapeutico stabilito.

Tutti i pazienti sono stati sottoposti a terapia chirurgica primaria (resezione cranio-endoscopica
o approccio endoscopico endonasale con o senza craniectomia transnasale) in base alla

estensione locale della neoplasia.

Durante I’intervento chirurgico, da ciascun paziente, ¢ stato prelevato un campione bioptico di
tessuto tumorale e un adiacente campione di tessuto sano. Il campione bioptico ¢ stato immerso
in soluzione fisiologica, immediatamente congelato a -20°C, e successivamente conservato a -

80°C.

I pazienti con stadio avanzato e grading elevato (G3 - poco differenziati) sono stati sottoposti a

radioterapia post-operatoria.

11 follow-up dei pazienti ¢ stato effettuato con controlli endoscopici endonasali e di RMN del

Massiccio Facciale ogni 6 mesi.

Tutti 1 pazienti hanno fornito il consenso informato e lo studio ¢ stato condotto in accordo alla
dichiarazione di Helsinki. I campioni tessutali processati secondo le indicazioni del Comitato

Etico dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria — Ospedali Riuniti di Ancona.

Analisi del miRnoma
La prima fase dello studio ¢ consistita nell’identificazione dei miRNAs deregolati nelle forme

neoplastiche maligne in relazione alle forme benigne della cavita nasale. A tale scopo, tutti i
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miRNAs (miRNoma) sono stati analizzati mediante la tecnologia NGS ‘Next Generation
Sequencing’. L’analisi del miRNoma ¢ stata eseguita in un sottogruppo di pazienti affetti da ITAC
(n=5). I pazienti avevano un’eta media di 69.8 £7.8 anni, 4 maschi e 1 femmina, dei quali 4 erano
fumatori. Dai campioni bioptici (sano e patologico) dei pazienti selezionati ¢ stato estratto ’'RNA
totale utilizzando un kit commerciale RNeasy Mini Kit (Qjagen). Dopo aver analizzato la purezza e
I’integrita dell’RNA totale mediante Qubit Flex Fluorometer (ThermoFisher), i campioni sono stati

sequenzianti con tecnologia NGS secondo le fasi illustrate nello Schema 1.

Schema 1. Rappresentazione grafica delle varie fasi per I’analisi miRNoma mediate tecnica NGS

' Campione tissutale
(ITAC e sano)

Estrazione RNA totale

piattaforma NGS adatta

Le librerie sono state preparate utilizzando il kit TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 (Illumina Inc.) e
successivamente sequenziate con un ‘sequencer’ Illumina NextSeq500 (Illumina Inc.) che generava
~ 22 milioni di letture di estremita accoppiate a 75 bp per campione. Dopo il controllo di qualita
con FastQC (versione 0.11.3) 1 dati sono stati elaborati usando miRDeep2 (v2.0.0.5) e miRBase

(versione 21) come descritto in precedenza (Krauskopf et al., 2015).
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livelli
di miRNA recuperati dall'output di miRDeep2 sono stati analizzati utilizzando il linguaggio di
programmazione R (versione 3.2.2). Per rilevare i livelli differenziali di miRNA tra le diverse
condizioni ¢ stato utilizzato il pacchetto DESeq2 (versione 1.8.1). I risultati sono stati filtrati per i
miRNA significativamente alterati applicando un tasso di falsita inferiore al 5%. Per Ia
quantificazione di isomiR ¢ stato usato Isomirage per mappare tutte le letture su un database isomiR
derivato da un miRBase. Le letture sono state convertite proporzionalmente e per ogni condizione ¢
stato identificato l'isomiR predominante per miRNA. Le letture rimanenti dal sequenziamento

miRDeep?2 sono state usate per prevedere nuovi miRNAs.

Dosaggio dei miRNAs mediante RT-PCR quantitativa

L'RNA totale ¢ stato estratto da campioni di tessuto bioptico fresco (10-100 pg) usando il kit
RNeasy (Qiagen) secondo le istruzioni della casa produttrice. La concentrazione e la purezza
dell'RNA sono state determinate allo spettrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).
Il cDNA ¢ stato sintetizzato utilizzando il kit di trascrizione inversa TagMan® Advanced miRNA
cDNA Synthesis Kit (item no. A25576; Life Technologies, Grand Island, NY). La RT-PCR
quantitativa (qPCR) ¢ stata eseguita utilizzando il TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied

Biosystems) usando il miR-99b come gene normalizzatore ‘housekeeping’. I saggi qPCR sono stati
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effettuati utilizzando il Mastercycler EP Realplex (Eppendorf) utilizzando le seguenti condizioni:
50°C per 2 minuti, 95°C per 20 s, seguito da 40 cicli di 95°C per 1 secondo e 60°C per 20 secondi,
seguito da una sospensione a 4°C. I dati grezzi sono stati analizzati utilizzando 'impostazione della
soglia del ciclo automatico (CT) per assegnare la linea di base e la soglia per la determinazione del
Ct. I campioni sono stati analizzati in doppio e i miRNA con un valore CT> 35 sono stati esclusi. |

risultati sono stati espressi come espressione relativa (22°T) o come Fold-Change (2724¢T).

ANALISI STATISTICA

I risultati sono espressi come media + deviazione standard o come mediana, quartile e intervallo di
confidenza (CI). Le variabili categoriche sono state riportate come frazioni o percentuale e
confrontate con il metodo chi-quadrato. I confronti tra i gruppi sono stati eseguiti utilizzando il t-
test di Student a due code (due gruppi) o mediante I'analisi della varianza (ANOVA) seguita
dall'analisi post-hoc di Tukey (maggiore di due gruppi). La sopravvivenza globale (OS, overall
survival) e la sopravvivenza libera da progressione di malattia (DFS, disease-free survival) sono
state stimate usando le curve di Kaplan-Meier e il log-rank test ¢ stato usato per valutare la
differenza tra i sottogruppi. L’OS ¢ stata definita come l'intervallo temporale tra la data della
chirurgia e la data di morte, o alla data dell'ultimo follow-up dei pazienti vivi. La DFS ¢ stata
considerata come il tempo dalla chirurgia fino alla recidiva della malattia. L'analisi di regressione
multivariata di Cox ¢ stata utilizzata per valutare 1 fattori di predizione indipendenti di
sopravvivenza. Fattori prognostici non significativi sono stati esclusi dal modello usando
l'eliminazione a ritroso (Wald-Backward). Un valore di p <0.05 ¢ stato considerato statisticamente
significativo. Tutte le analisi sono state eseguite utilizzando SPSS per Windows versione 19.0

(SPSS Inc, Chicago, IL).
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RISULTATI

Per ordine espositivo, i risultati verranno esposti distinguendo:

Fase I: identificazione dei miRNAs che sono deregolati nel tessuto tumorale rispetto all’adiacente

parte non-neoplastica.

Fase 1I: validazione dei miRNA selezionati

Fase III: valore clinico

La procedura sperimentale ¢ riassunta nello Schema 2.

Identificazione Validazione Clinica
Pazienti ITAC (n=5) Pazéiji f)TAC Paz(f:g g/-\c
—1]
, Valore
MIRNA Prognostico

Fase 1:1dentificazione miRNAs

Dall’analisi di sequenziamento mediante la metodica NGS sono individuati 40 miRNAs deregolati
nel tessuto tumorale rispetto alla corrispondente parte sana. Come mostrato in Figura 7 la maggior

parte dei miRNA deregolati erano sovra-espressi nel tessuto tumorale (62%) rispetto al tessuto sano.
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Fig.7 Heat Map
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Fig.7. miRNA deregolati tra il tessuto patologico e tessuto sano di pazienti affetti da ITAC. Nella
Heat Map vengono rappresentati i cambiamenti di espressione di tutti i miRNA trovati deregolati
negli ITAC. Il rosso indica livelli aumentati mentre il blu indica livelli diminuiti. I miRNAs sotto o

sovra espressi (Fold-Change) sono rappresentati nell’inserto di destra.

In base alla significativita, il numero delle volte sotto o sovra-espresso nel tessuto patologico
rispetto alla parte sana (Fold-Cange), e in base alla formazione di gruppi caratteristici della

patologia (clusters) sono stati selezionati quattro miRNAs (Figura 8)
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Fig.8 Distribuzione dei miRNAs sotto e sovra-espressi nel tessuto patologico rispetto al tessuto
sano visualizzati come frequenza di espressione (Fold-Change) e significativita (p-value). I

miRNAs con piu bassi valori di ‘p’ sono piu statisticamente significativi (p<0.05).

I1 miR-205 e il miR-192 sono stati selezionati in quanto erano significativamente sotto e sovra-
espressi, inoltre sono stati valutati 1 clusters del miR-449 (miR-449a, miR-449b, miR-449c) e del
miR-34 (miR-34b, miR-34c¢) in quanto sono stati descritti come due famiglie di miRNAs tipici delle

cellule epiteliali ciliate caratteristiche della mucosa nasale (Mercey et al., 2017).
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Fase II: Validazione dei miRNASs

I miRNA identificati mediante tecnica NGS, e successivamente selezionati, sono stati poi validati in
una popolazione piu ampia di pazienti affetti da adenocarcinoma di tipo intestinale naso-sinusale
(Intestinal Type Adenocarcinoma, ITAC). La popolazione di studio era composta da 31 pazienti di
eta media di 65 + 13 anni, e maggiormente rappresentata dal sesso maschile, pari al 93.5% dei casi.
La maggior parte dei pazienti presentava un tumore in stadio avanzato (T3-T4) con ‘grading’ G2-
G3. Circa I’11% ha presentato una recidiva con una mediana di sopravvivenza di 31.2 [6.7-296.20]

mesi. Le caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti sono riassunte riportate in Tabella XII.

Tabella XII. Caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti

Popolazione ITAC

Eta (anni) 65+13
Sesso (n/%)

Maschio 29 (94)
Femmina 2 (6)
Fumo (n/%)

No 14 (48)
Si 10 (35)
Ex-fumatore 5(17)
Grading (n/%)

Gl 2(7)
G2 24 (77)
G3 5(16)
Stadio (n/%)

T1 0
T2 8(27)
T3 12 (40)
T4 10 (33)
Recidiva (n/%)

No 17 (61)
Si 11 (39)
OS (mediana) 31.2 [6.7-296.20]
DFS (mediana) 22.3[5.1-162.30]

Come mostrato in Figura 9 le mansioni lavorative piu rappresentative erano relative alla

lavorazione del legno (falegname) e del cuoio (calzolai).
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Fig.9 Distribuzione delle mansioni lavorative nei pazienti affetti da ITAC

Dall’analisi di espressione dei miRNA identificati, si ¢ osservato che, come precedentemente
evidenziato dall’analisi del miRNoma, il miR-34b, il miR-205, e il miR-449a, erano
significativamente sotto-espressi nel tessuto patologico, mentre il miR-192 si trovava sovra-

espresso (Figura 10).
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Fig.10 Distribuzione dell’espressione del miR-34b, miR-192, miR-205, ¢ miR-449a nel tessuto
sano e tessuto patologico (Pat). Le linee nelle caselle rappresentano i valori mediani, le linee
verticali rappresentano i valori minimo e massimo. Le differenze tra sano e patologico sono state

considerate statisticamente significative con valori di p< 0.05.

Fase II1: Valore clinico dei miRNASs

Gli adenocarcinomi di tipo intestinale naso-sinusale (ITACs) sono neoplasie molto aggressive, e
nonostante la gestione multidisciplinare con trattamenti multimodali (chirurgia, radioterapia ) sono

caratterizzati da una prognosi generalmente molto sfavorevole (Perri et al., 2019). In questo
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contesto, 1'identificazione di nuovi biomarcatori diagnostici e prognostici risulta fondamentale per
migliorare I’autcome di questi pazienti. Allo scopo di valutarne il valore clinico I’espressione dei 4-
miRNAs dei pazienti ITAC ¢ stata correlata con lo stadio clinico e lo stadio clinico ed il grading
istologico del tumore. Inoltre, la sopravvivenza globale (overall survival, OS) e il tempo libero da
malattia (disease-free survival, DFS) sono state analizzate mediante la curva Kaplan-Meier e i
gruppi dei miRNA (sotto e sopra la mediana) sono stati confrontati usando il test log-rank. Le
variabili statisticamente significative sono state inserite in un modello di regressione multivariata di
Cox. Dall’analisi univariata, il miR-205 aveva un valore prognostico statisticamente significativo
(Figura 11). In particolare, i pazienti con miR-205 basso (down-regolation) presentavano una
prognosi migliore rispetto ai pazienti con alti (up-regolation) livelli di miR-205 (OS, mediana 36.7

[10-63.4] verso 12.2 [8.2-16.2], p=0.0005).
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Gruppi Mediana Errore Stand. Minimo | Massimo
Low miR-205 36.7 13.6 16.0 63.4
High miR-205 12.2 2.0 8.2 18.2
Totale 282 54 17.6 38.8

Fig. 11 Curve di sopravvivenza globale di Kaplan-Meier per ITAC suddivise per espressione miR-
205. L'espressione del miR-205 ¢ stata associata alla sopravvivenza globale (OS) dopo terapia
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chirurgica. I confronti tra i gruppi sono stati eseguiti utilizzando il test log-rank e i valori p < 0.05
sono stati considerati statisticamente significativi.

L’analisi multivariata conferma il valore clinico del miR-205 come un biomarcatore di prognosi

indipendente insieme al grading del tumore (Tabella XII).

Tabella XIII. Analisi Multivariata Regressione di Cox associata con la sopravvivenza

miR-205 RC (B) SE Wald p-value HR value | 95% CI (OR)
Passo-1

Eta -0.019 0.024 0.646 0.422 0.981 0.937-1.028
Sesso 2.667 1.538 3.006 0.083 14.4 0.706-293.6
Fumo -1.268 0.824 2.367 0.124 0.281 0.080-1.508
Grading -2.690 1.222 4.843 0.028 0.068 0.006-0.745
Stadio -1.687 1.155 2.132 0.144 0.185 0.019-1.782
miR-205 4.666 1.240 14.170 0.0005 106.275 | 9.361-1206.48
Passo-6

Grading -2.520 1.125 5.018 0.025 0.080 0.009-0.730
miR-205 2.830 0.750 14.252 0.0005 16.946 3.899-73.649

Modello di Regressione Wald-backward aggiustato per eta, sesso, fumo, grading, stadio

Inoltre, sia I’espressione del miR-205 che del miR-449a erano significativamente correlate al tempo
libero da malattia (Desease Free Survival). In particolare, elevati livelli dei due miRNAs (up-
regolation) erano associati ad un piu alto rischio di recidiva e quindi ad una prognosi peggiore

(Figura 12 e Figura 13).
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Low miR-2C5 28.2 6.5 15.5 41.0
High miR-205 12.2 4.0 4.3 20.1
Totale 234 3.8 16.3 30.5

Fig. 12 Curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier in relazione all’espressione del miR-205.

L'espressione del miR-205 ¢ stata associata al periodo libero da malattia (DFS). I confronti tra i

gruppi sono stati effettuati utilizzando il test log-rank e i valori p < 0.05 sono stati considerati

statisticamente significativi
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Totale 22.6 2.9 17.0 28.3

Fig. 13 Curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier in relazione all’ espressione del miR-449a.

L'espressione del miR-449a ¢ stata associata al periodo libero da malattia (DFS). I confronti tra i

gruppi sono stati effettuati utilizzando il test log-rank e i valori p < 0.05 sono stati considerati

statisticamente significativi.
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L’analisi multivariata conferma il valore predittivo indipendente del miR-205 e miR-449a. Bassi

livelli (down-regolation) di miR-205 o miR-449a si correla ad un rischio di recidiva,

rispettivamente di circa 11 e 3 volte (Tabella XIV).

I microRNAs miR-34b, miR-192 non evidenziavano correlazioni significative con i parametri clinici

valutati.

Tabella XIV. Analisi Multivariata Regressione di Cox associata con periodo libero da malattia
(disease free survival, DFS).

miR-205 RC (B) SE Wald p-value HR value | 95% CI (OR)
Passo-1

Eta -.005 0.021 0.068 0.794 0.995 0.955-1.036
Sesso 0.396 1.579 0.063 0.802 1.486 0.067-32.833
Fumo -1.058 0.767 1.904 0.168 0.347 0.077-1.560
Grading -3.206 1.249 6.588 0.010 0.041 0.004-0.469
Stadio -1.589 1.320 1.448 0.229 0.204 0.015-2.716
miR-205 -3.076 1.203 6.536 0.011 0.046 0.004-0.488
Passo-5

Grading -2.521 1.128 4.997 0.025 0.080 0.009-0.733
miR-205 -2.470 0.733 11.368 0.001 0.085 0.020-0.356
miR-449a RC (B) SE Wald p-value HR value | 95% CI (OR)
Passo-1

Eta -.003 0.022 0.020 0.888 0.997 0.955-1.041
Sesso - - - - - -
Fumo -0.934 0.779 1.436 0.231 0.393 0.085-1.810
Grading -1.645 1.437 1.311 0.252 0.193 0.012-3.226
Stadio -0.413 1.054 0.154 0.695 0.662 0.084-5.217
miR-449a -1.177 0.873 1.817 0.178 0.308 0.056-1.706
Passo-6

miR-449a -1.195 0.497 5.787 0.016 0.303 0.114-0.801

Modello di Regressione Wald-backward aggiustato per eta, sesso fumo, grading, stadio.
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DISCUSSIONE

La sopravvivenza dei pazienti con adenocarcinoma dei seni paranasali e delle cavita nasali,
pur con il miglioramento delle tecniche chirurgiche (approcci combinati endoscopici), delle
terapie complementari (radioterapia e/o chemioterapia) e di protocolli integrati oggi a
disposizione ¢ rimasta sostanzialmente invariata negli ultimi 10 anni. E’ difficile spiegare
come alcune neoplasie a parita di sede e di stadio presentino un’evoluzione clinica
differente. Ancora oggi non esistono, quindi, elementi di certezza correlabili alla prognosi di

ogni singola neoplasia.

Alla luce di queste considerazioni si sono sviluppati studi di biologia molecolare con lo
scopo di rilevare sottogruppi di neoplasie con particolari caratteristiche evolutive e di
apportare maggiori conoscenze sulle modalita di trasformazione delle cellule in senso
neoplastico per permettere di attuare strategie terapeutiche preventive e mirate per ogni

singola neoplasia in base ad una esatta definizione delle sue caratteristiche biologiche (!*

119,120)

Sebbene infatti gli eventi molecolari coinvolti nella patogenesi di ITAC 3179 sjano ancora
sconosciuti, crescenti informazioni sui meccanismi molecolari coinvolti nella patogenesi dei
carcinomi a cellule squamose della testa e del collo (HNSCC) (718D evidenziano il ruolo

dell’epigenetica in questo processo. (132184,

MicroRNA (miRNA), una classe di piccole molecole di RNA non codificanti proteine che
controllano I’espressione di geni bersaglio, sono ora riconosciuti come componenti cruciali
dell'epigenoma, orchestrando eventi che vanno dall'organogenesi all'immunita, e sono noti per

essere critici nello sviluppo di molte malattie, incluso il cancro. (185187

Regolano l'espressione genica a livello post-trascrizionale legandosi a a siti parzialmente
complementari nelle zone 3'-UTR (regioni non tradotte) dei bersagli dei loro RNA messaggeri. |
microRNA funzionano come repressori di espressione genica a livello post-trascrizionale,

influenzando la traduzione o causando il degrado degli obiettivi di mRNA. (188,189

Apparentemente, i miRNA possono agire come soppressori tumorali o oncogeni regolando
rispettivamente gli oncogeni o i geni soppressori del tumore. 1*” E interessante notare che il profilo
di espressione globale di miRNA nei tessuti normali ¢ distinto da quello nei tessuti tumorali. °V La
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regolazione del MiRNA ¢ compromessa nel cancro e una serie di studi ha suggerito che tale
disregolazione pud essere associata alla prognosi. 1°1%) Sebbene alterazioni nell'espressione di
miRNAs nei tumori maligni della testa e del collo (HNSCC) siano state recentemente definite in
diversi studi’®*!” non si sa molto su come queste differenze siano legate alle caratteristiche

cliniche e ai fattori di rischio di malattia.

Per ottenere ulteriori informazioni sul fenotipo e sui possibili meccanismi molecolari dell'ITAC
etmoidale, abbiamo utilizzato la tecnologia NGS per la valutazione globale di tutti i miRNA
conosciuti € non (miRNoma) in campioni tumorali di pazienti affetti da ITAC. Dall’analisi del
miRNoma ¢ stato identificato un profilo di miRNAs costituzionalmente deregolati nel tumore e
biologicamente rilevanti nel differenziare il tessuto sano da quello neoplastico. Tra questi, sulla
base dell’espressione e la distribuzione in clusters caratteristici della patologia, sono stati selezionati
4-miRNAs (miR-34b, miR-192, miR-205, miR-449a), i quali sono stati successivamente validati in
una popolazione di pazienti ITAC piu ampia. Una sotto-espressione del livello tumorale ¢ stata
confermata per il miR-34b, miR-205 e miR-449a mentre il miR-192 si trovava sovra-espresso nel

tumore rispetto all’adiacente tessuto sano.

Allo scopo di valutarne il valore clinico, I’espressione dei 4-miRNAs dei pazienti ITAC ¢ stata
correlata con lo stadio clinico del tumore. Inoltre, la sopravvivenza globale (overall survival, OS) e
il tempo libero da malattia (disease-free survival, DFS) sono state analizzate mediante la curva
Kaplan-Meier e i gruppi dei miRNA (sotto e sopra la mediana) sono stati confrontati usando il test

log-rank.

L'analisi di regressione multivariata di Cox ¢ stata utilizzata per valutare 1 fattori di predizione
indipendenti di sopravvivenza. Un valore di p <0.05 ¢ stato considerato statisticamente
significativo. Tutte le analisi sono state eseguite utilizzando SPSS per Windows versione 19.0

(SPSS Inc, Chicago, IL).

Sia I’espressione del miR-205 che del miR-449a risulta significativamente correlate al tempo libero
da malattia (Desease Free Survival). In particolare, elevati livelli dei due miRNAs (up-regolation)
sono associati ad un piu alto rischio di recidiva e quindi ad una prognosi peggiore L’analisi
multivariata conferma il valore predittivo indipendente del miR-205 e miR-449a. Bassi livelli
(down-regolation) di miR-205 o miR-449a si correlano ad un rischio di recidiva, rispettivamente di

circa 11 e 3 volte.

Dall’analisi della letteratura si rileva che il miR-205 ¢ stato trovato deregolato in numerosi tumori;

in particolare risulta sovra-espresso nel tumore della vescica, della prostata, pancreas e nel tumore
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al polmone %299 Mentre bassi livelli di miR-205 sono stati osservati nel tumore alla mammella,

prostata e nel melanoma maligno (204-209),

Diverse evidenze supportano il doppio ruolo del miR-205 che agisce sia come onco-soppressore
attraverso l’inibizione della crescita e invasione tumorale, sia come onco-promotore coinvolto
nell’iniziazione tumorale e nella resistenza al trattamento radio-chemioterapico. (Si rimanda alla

trattazione su miR-205 nel capitolo dedicato nella parte generale).

Nel nostro studio sperimentale le curve di Kaplan-Meier mostrano che il miR-205 e il miR-449a
sono correlati alla sopravvivenza libera da malattia (DFS) dei pazienti ITAC; 1 pazienti con
un'espressione piu elevata (up-regulation ) sia di miR-205 sia di miR-449a presentano un periodo

libero da malattia piu breve (rischio di recidiva a breve termine) (p=0.003) e quindi una prognosi

peggiore.

Nella valutazione prognostica, a differenza della sopravvivenza globale (overall survival) come
‘endpoint’, la valutazione della Desease Free Survival (DFS) fornisce misure piu rapide riguardo
all'efficacia del trattamento, la DFS ¢ meno influenzata dai trattamenti successivi, cure palliative e

comorbidita @7,

Dal punto di vista fisiologico, entrambi 1 miRNAs sono coinvolti nell’organizzazione dei tessuti
epiteliali; mente il miR-205 regola la struttura dell’epitelio, il miR-449a ¢ essenziale nello sviluppo
degli epiteli ciliati ?°®. In particolare, il ‘cluster’ miR-449 ha delle similitudini in sequenza con la
famiglia del miR-34, e sono classificati come un'unica famiglia di miRNA coinvolta nella
differenziazione degli epiteli ciliati delle vie aeree superiori che sono la prima linea di difesa nel
tratto respiratorio contro gli agenti tossici ?°”. La famiglia miR-34/miR-449 controlla la formazione
della struttura apicale dell’actina, un prerequisito importante per I’ancoraggio ed elongazione delle
ciglia @9, Nell’epitelio della mucosa nasale i miR-34 e miR-449 si accumulano nelle cellule multi-
ciliate ?*?, mentre nelle forme tumorali entrambi i miRNA sono stati trovati sotto-espressi. Infatti,
una bassa espressione di miR-449a e miR-34, anche se ai limiti della significativita statistica, ¢ stata
trovata nel tumore ITAC rispetto alla corrispondente parte sana. In accordo con quanto da noi
riportato, il miR-449a ¢ stato trovato sotto-espresso in numerosi altri tumori incluso il tumore al
polmone, colon-retto, gastrico, cervice, prostata 1219 Contrariamente, il miR-449a ¢& stato trovato
sovra-espresso nel tessuto mammario maligno. La sua espressione era significativamente associata
con una maggiore incidenza di recidiva del paziente, riduzione della sopravvivenza globale (OS) e
riduzione della sopravvivenza libera da malattia !>, A livello tumorale il miR-449a ¢ coinvolto

nell’inibizione della crescita tumorale, invasione, metastasi, ed ¢ capace di indurre apoptosi
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mediante attivazione TGF-p (Tumour growth transforming factor-f), NOTCH, NFkB,
retinoblastoma-E2F, MAPK, WNT-B-catenina @', Inoltre, & stato osservato che il miR-449
aumentava la sensibilita delle cellule tumorali alle radiazioni ionizzanti sia in vitro (coltura

cellulare) che in vivo (modello di xenotrapianto animale) ¢!

Nonostante studi precedenti abbiano descritto miR-449a come un onco-soppressore, nel nostro
studio abbiamo osservato che alti livelli di miR-449a nel tessuto tumorale ITAC erano associati ad
una prognosi peggiore. Questa contraddizione ¢ stata osservata anche per il miR-205; se da un lato,
i livelli del miR-449a erano bassi nel tessuto tumorale rispetto alla parte non-neoplastica, dall’altro
lato I’avere una bassa espressione di tale miRNA a livello tumorale comportava una prognosi
migliore. Queste osservazioni suggeriscono che 1’effetto onco-soppressore o onco-promotore dei

miRNAs dipende da diversi fattori incluso il tipo di tumore e la caratteristica biologica.
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CONCLUSIONI

Il presente studio fornisce la prima evidenza che una iperespressione di miR-205 e miR-449a negli
adenocarcinomi di tipo intestinale etmoidale (ITAC) ¢ associata ad un maggior rischio di recidiva
(ridotto tempo libero da malattia -Desease Free Survival- DFS) e ad una ridotta sopravvivenza
complessiva (Overall Survival - OS), suggerendo che la mutazione di questi microRNAs in
combinazione con ulteriori eventi genetici, potrebbe svolgere un ruolo significativo nella patogenesi

dell'TTAC.

Il nostro studio effettuato su una coorte ridotta di pazienti, dovra necessariamente essere estesa ad
un numero maggiori di pazienti e i nostri risultati dovranno essere confermati attraverso studi

prospettici piu ampi e multicentrici.
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