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INTRODUZIONE

Nel cavallo sono descritti in letteratura reperti di neoplasie a carico
dell’ipofisi ed in particolare viene sottolineata la maggior prevalenza
dell’adenoma della pars intermedia.

Comunque, ritenendo ancora attuali le stime fatte negli anni settanta (1)
secondo le quali la frequenza di questo tumore nei cavalli oscilla dallo 0,06%
allo 0,12%, le neoplasie ipofisarie appaiono infrequenti.

Dal punto di vista clinico le neoplasie ipofisarie condizionano tre possibi-
li evenienze derivanti da una alterazione morfologica e strutturale del
parenchima ghiandolare ovvero: a) fenomeni di ipopituitarismo legati ad una
compressione e conseguente atrofia della parte di parenchima rispettato e
normalmente secernente; b) fenomeni di ipersecrezione di talune molecole
ormonali; ¢) nessuna manifestazione quando si tratti di neoplasie poco o nulla
secernenti e di limitata invasivita (silent tumor).

Di particolare interesse e fonte di discussione € a tutt’oggi il problema
classificativo di queste neoplasie.

MATERIALI E METODI

Un cavallo trottatore Belga maschio, castrone di anni 15, & stato soppres-
so a seguito di una serie di gravi manifestazioni cliniche, di natura neurolo-
gica, succedutesi nell’ultimo mese di vita. Dall’anamnesi prossima si & rile-
vata una epistassi ricorrente, cambiamento di indole, leggera poliuria e

1) Ricerche condotte con contributo MURST 40% anﬁo 1993.
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polidipsia (legate ad una forma nefritica pregressa), perdita di sensibilita del
piano naso-labiale sinistro con apparente cecita monolaterale sullo stesso
lato. Nell’ultima settimana di vita € stato inoltre descritto un comportamento
aggressivo del soggetto (tentativi di rampare), una difficolta nel bere ed una
certa dismetria del passo sul bipede laterale sinistro durante la
deambulazione. Si & rilevata anche una ipoestesia a livello del tronco peral-
tro limitata al lato sinistro.

L’ipofisi ¢ stata prelevata in toto, fissata in formalina tamponata (pH 7,4)
ed inclusa in paraffina per le indagini istomorfologiche (con le seguenti
colorazioni: ematossina-eosina (E.E.), PAS, Rasmussen-Ignesti, Gabe modi-
ficata, Van Gieson) ed immunoistochimiche (testando le sezioni per i seguenti
antigeni: LH, FSH, TSH, GH, LTH, ACTH ed NSE) secondo il metodo
Avidina-Biotina-Perossidasi, facendo uso della Diaminobenzidina (DAB)
quale substrato cromogeno ed usando come controllo sezioni di ipofisi pre-
levate da un puledro di 8 mesi, morto per cause accidentali. Gli anticorpi
utilizzati sono stati: rabbit anti ACTH (policlonale sintetico umano ACTH 1-
24, diluito 1:300, Dako lotto n.0.040), anti-LTH (policlonale diluito 1:300),
anti-FSH (policlonale diluito 1:200), anti-TSH (PLC diluito 1:800), anti-NSE
(MCL diluito 1:100). 11 Kit ABC-Perossidasi utilizzato & il Vectastain elite
(Vector-Burlingame USA ). In ogni prova sono stati allestiti preparati di con-
trollo in cui & stato omesso il trattamento con I’anticorpo (Ab) primario, che
sono risultati sempre negativi nella fase successiva di sviluppo della reazio-
ne con la DAB.

Alcuni frammenti di tessuto prelevati nella zona rispettata, neoplastica e
intermedia, sono stati inclusi in epon-araldite ed osservati al microscopio
elettronico.

RISULTATI

Reperti necroscopici

Alla necroscopia non si evidenziavano macroscopicamente lesioni agli
organi target degli ormoni ipofisari; anche gli altri distretti organici erano
nella norma, fatta salva la presenza di alcuni focolai di fibrosi a carico di
entrambi i reni e di fenomeni flogistici focali a carico dell’encefalo, di natu-
ra sicuramente parassitaria. L’asportazione dell’ipofisi dalla sua sede anato-
mica tramite resezione del diaframma della sella, permetteva di evidenziare
un leggero aumento del volume complessivo della ghiandola. Sezionata sul
piano sagittale mediano, la ghiandola presentava centralmente una zona cir-
colare, di colore rossastro e di diametro di un centimetro circa. La
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neoformazione era nettamente distinguibile dalla pars distalis (lobo anterio-
re) dell’adenoipofisi che si estendeva in zona rostro-ventrale rispetto al
nodulo. In seno alla neoformazione si poteva osservare una piccola area
iperemico-emorragica a margini irregolari, di circa 2-3 millimetri di diame-
tro localizata ventro-caudalmente in seno al nodulo. La pars nervosa era, al-
meno macroscopicamente, rispettata.

Reperti microscopici

Una prima osservazione microscopica di sezioni colorate con E.E., mo-
strava la natura neoplastica benigna del nodulo intraipofisario. Nel comples-
so la massa risultava costituita da cordoni di cellule cilindriche o poligonali,
con nucleo ovale relativamente grande e mediamente cromatico, che assu-
mevano un aspetto a “nido” intorno alle strutture vascolari. La neoplasia ri-
sultava inoltre marginata rostro-ventralmente da un’esile pseudo-capsula
connettivale (evidenziata molto bene dalla colorazione di Van Gieson) che la
divideva dal lobo anteriore. Dorsalmente la massa sembrava confluire in al-
cuni punti nella pars intermedia residua; la parte nervosa appariva invece
rispettata. Una esile rete di natura connettivale, con origine dalla capsula, si
irradiava all’interno della massa e, insieme ai numerosi capillari, che per il
diametro incostante e le numerose lacune formate assumevano ’aspetto di
veri e propri sinusoidi, costituiva I’impalcatura su cui poggiavano le cellule
neoplastiche. Lacune ematiche di maggiori dimensioni, riccamente infarcite
di emazie, si osservavano ventro-caudalmente in seno all’area neoplastica.

Le cellule di forma quasi cilindrica e di dimensioni simili tra loro presen-
tavano il rapporto nucleo/citoplasma costante (1:3 circa). I nuclei erano
moderatamente basofili e a cromatina marginata; le figure mitotiche erano
quasi assenti. Solo sporadiche cellule manifestavano una leggera eosinofilia
del citoplasma ed una PAS positivita della fine granulazione citoplasmatica,
non comparabile con quella delle popolazioni cellulari basofile della pars
distalis.

Istochimica

Mentre la colorazione con E.E. evidenziava, a fianco di una netta
differenziazione tra elementi cellulari eosinofili ed elementi basofili presenti
nella pars distalis, una lieve colorazione delle cellule neoplastiche, con il
metodo Rasmussen-lgnesti si poteva osservare una netta distinzione tra le
cellule acidofile, colorate in rosso brillante, e quelle basofile, colorate in
azzurro cupo, della pars distalis. Le cellule in stadio di esaurimento funzio-
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nale della pars distalis e quelle della neoplasta erano colorate appena in rosa
pallido mostrando il loro aspetto cromofobo. Medesimi risultati si sono otte-
nuti con la colorazione di Gabe (metodo modificato). In questo caso le cel-
lule del lobo anteriore sono state ben differenziate mentre le cellule
dell’adenoma non hanno sviluppato nessuna reazione tintoriale specifica.

Immunoistochimica

Le prove immunoistochimiche sono state condotte utilizzando un pannel-
lo anticorpale comprendente i sei ormoni ipofisari, ed un antigene marker
delle cellule nervose. I risultati delle prove immunoistochimiche sono di se-
guito sintetizzati in tabella.

Markers FSH LH UH  STH TSH ACTH NSE
cellule tumorali - - . . - +/- }
cellule orangiofile - - + . - - -
cellvle dlfa - - - + - +++ -
cellule beta - - - . + . .
cellvle gamma ++ 4+ - . . .

pars nervosa - - . . ; . 4
pars intermedia - - y . ; 4+
follicoli colloide - . - . ; +

Legenda: FSH = ormone follicolo stimolante, LH = o. luteinizante, LTH = o. luteotropo o prolattina, STH
= o.somatotropo, TSH = o.tireotropo,ACTH = o.corticolropo, NSE = enolasi neuronale specifica.

Come si evince dalla stessa, le cellule tumorali non reagivano con nessun
anticorpo, eccezion fatta per una debole ma diffusa ed uniforme positivita
espressa costantemente dalle cellule tumorali per I’Ab anti ACTH 1-24, Tale
positivita assumeva caratteri leggermente pit marcati soltanto in cellule
neoplastiche sporadiche ed isolate; ad un maggiore ingrandimento si notava
una marcatura a ridosso della membrana citoplasmatica come osservato an-
che da Boujon et al (5).

Ultrastruttura

Le cellule neoplastiche si differenziavano nettamente sia dalle cellule del
lobo anteriore dell’adenoipofisi, caratterizzate dall’avere un citoplasma ric-
co di granuli di secreto, a core pitt 0 meno elettrondenso delimitati da mem-
brana, ora sparsi in maniera uniforme nel citoplasma (cellule somatotrope),
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ora raccolti in prossimita di un polo della cellula (cellule ad LH) ora di di-
mensioni piuttosto ridotte (cellule a TSH) oppure polimorfi (cellule a LTH),
sia da quelle della pars intermedia, abbastanza piccole, con nucleo irregola-
re, pochi mitocondri e numerosi granuli moderatamente elettrondensi.
[’adenoma risultava infatti costituito da cellule per lo piu di grandi dimen-
sioni con nucleo indentato, citoplasma ricco di piccoli mitocondri di forma
per lo piu sferica e talora recanti anomalie soprattutto alle creste; pochi gra-
nuli moderatamente elettrondensi di dimensiomi variabili, reticolo
endoplasmatico rugoso (R.E.R) poco rappresentato cosi come I’apparato del
Golgi. Il nucleo delle cellule neoplastiche presentava uno o pit nucleoli non
prominenti con cromatina addensata in prossimita della membrana nucleare.
Molto raro era il reperto di alcune cellule di dimensioni ridotte e con
citoplasma ripieno di granuli fortemente elettrondensi.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

L’applicazione delle metodiche immunoistochimiche (17) ed
ultrastrutturali (8) ¢ fondamentale per la formulazione di una corretta dia-
gnosi delle neoplasie ipofisarie. E” infatti grazie all’utilizzo di queste tecni-
che che ¢ stato possibile rivedere la vecchia classificazione in tumori basofili,
acidofili e cromofobi in quanto molto riduttiva perche basata essenzialmente
su osservazioni di natura istochimica. E’ noto infatti che molti casi di
adenoma a cellule prolattiniche, un tempo ascritti agli adenomi cromofobi
per la loro pressoché totale negativita alle pii comuni colorazioni
istochimiche (10, 16), vengono oggi inseriti tra gli adenomi acidofili; lo stes-
so dicasi per molti adenomi a cellule corticotrope (11). L'adenoma franca-
mente cromofobo che un tempo era considerato il tipo di neoplasia ipofisaria
pit comune, sembra addirittura non esistere o, secondo alcuni Autori, essere
rappresentato esclusivamente dai cosiddetti “null cell adenoma” o adenomi
fetali (18), molto rari e caratterizzati da cellule povere di granuli di secreto o
totalmente prive e povere di organuli cellulari. Accanto ai classici adenomi
acidofili e basofili & pili corretto quindi parlare di adenomi ipofisari
pseudocromofobi per indicare quei tumori che all’istochimica presentano
cellule con modesta affinita tintoriale. Il tumore da noi studiato pud quindi
essere inquadrato tra gli adenomi pseudocromofobi secondo la classificazio-
ne di Lanza (13) o tra gli adenomi cromofobi non secernenti secondo la clas-
sificazione di Capen (6, 7) e Zaki (19). Per la classificazione di questa
neoplasia abbiamo utilizzato i criteri della patologia umana dato che in vete-
rinaria tale classificazione ¢ molto meno dettagliata, non comprendendo una
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grande varieta di sottotipi nell’ambito della stessa neoplasia.

Secondo la classificazione di Moulton (14) e secondo quella piu recente
di Capen (7), che privilegia la sede di insorgenza del tumore piuttosto che la
sua morfololgia cellulare, I’adenoma rientra semplicemente negli adenomi
della pars intermedia. Secondo la morfologia cellulare ed il comportamento
della neoplasia, atipico rispetto alle caratteristiche ultrastrutturali
individuabili nell’adenoma della pars intermedia - assenza quasi totale di
granuli di secreto, ricchezza in mitocondri, sviluppo limitato del R.E.R e del-
I’apparato di Golgi nonche totale assenza dei segni clinici regolarmente de-
scritti in associazione a questo tipo di adenoma (9, 4, 2, 11, 3, 15) - ci & sem-
brato piu corretto applicare la classificazione utilizzata in patologia umana
da Lanza (13) e Kovacs e Horvath (11), basata essenzialmente sulla
individuazione degli aspetti citomorfofunzionali degli elementi cellulari co-
stituenti la neoplasia. In base a questa classificazione I’adenoma rientrerebbe
tra gli adenomi pseudocromofobi o adenomi corticotropi.

All’esame ultrastrutturale I’adenoma da noi studiato ¢ risultato
morfologicamente riconducibile al “silent corticotroph adenoma subtype 2"
in accordo con quanto descritto da Kovacs e Horvath (1). Anche nel nostro
caso abbiamo osservato la presenza di clusters di cellule immature
paragonabili a quelle rinvenibili nel “null cell adenoma”. 1l reperto indica
un alto grado di immaturita delle cellule neoplastiche nelle quali si possono
reperire sporadici granuli di secreto e numerosi mitocondri, caratterizati da
un certo polimorfismo e da fenomeni alterativi a livello delle creste. Questi
aspetti ultrastrutturali ricordano la struttura tipica dell’ adenoma non
secernente di tipo oncocitario, come descritto da Landolt e Oswald (12). Gli
sporadici granuli di secreto osservati al M.E. sono risultati essere di natura
peptidica e, con molte probabilita ACTH simile; si presuppone in ogni caso
che si tratti di granuli contenenti peptidi derivati dalla
Proopiolipomelanocortina (POLMC), data la loro reattivita agli anticorpi anti
ACTH (catena 1-24 che, secondo Kovacs e Horvath (11) ha una bassa speci-
ficita di reazione se paragonato all’ Ab che riconosce la catena 1-39 017-39
dell’ ACTH, interagendo con la prima frazione di quasi tutti i POLMC deri-
vati).

L’ immunoistochimica ha poi confermato questi reperti ultrastrutturali in
quanto la neoplasia ha espresso una debole ma uniforme positivita al siero
anti ACTH. Una positivita debole ed uniforme per I’anticorpo anti ACTH ¢
stata espressa anche dalla pars intermedia dell’ ipofisi; tale positivita & legata
alla cross-reattivita dell’Ab anti ACTH con le molecole polipeptidiche
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POLMC-derivate le quali presentano alcune sequenze aminoacidiche identi-
che. Nella maggior parte dei cavalli infatti la pars intermedia ed, in misura
minore, alcune aree della pars distalis producono la molecola-precursore
POLMC che reagisce in maniera aspecifica con Ab specifici verso molti
peptidi quali I’ACTH, I’a, B o y, MSH, la BLPH, il CLIP (Peptide
Corticotropin Simile della Parte Intermedia), molecole tutte da essa derivate
dopo fenomeni di clivaggio.

La presenza dell’adenoma pseudocromofobo a cellule ACTH secernenti
della pars Intermedia, nel nostro caso non ha prodotto alcuna sintomatologia
clinica riferibile ad un quadro di PDH (Pituitary Dependent
Hyperadrenocorticism), differente dalla malattia di Cushing, frequentemente
descritta nel cane come piu diretta conseguenza di adenoma cromofobo
pituitario. Cid & da ritenersi correlato alle ridotte dimensioni dell’adenoma
(appena un cm. di diametro) ed all’esiguo numero di cellule effettivamente
secernenti in esso presenti.
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Fig. 1 - Ipofisi. La lesione neoplastica appare come formazione rotondeggiante, con area
discromica emorragica, senza marcate modificazioni di volume della ghiandola.
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Fig. 2 - Ipofisi. Coloraz. E-E. Piccoli ingrandimenti. E’ documentata la netta delimitazione tra
massa neoplastica, in cui si evidenzia un apparente quadro emorragico, e la parte del tessuto
rispettato.

Fig. 3 - Ipofisi. Coloraz. E-E. Forti ingrandimenti. L' organizzazione tumorale appare di tipo
lobulare con delicata ma evidente trama connettivale. Inoltre si apprezza il fenomeno di
replezione ematica in strutture sinusoidi ed in formazioni lacunari angioectasiche o franca-
mente emorragiche.
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Fig. 4 - Ipofisi. Inmunoreazione ABC-Perossidasi, substrato DAB, colorazione nucleare con
Ematossilina di Harris. Forti ingrandimenti. La reazione immunoistochimica evidenzia una
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