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RIASSUNTO

Presupposti e scopo dello studio

La nostra ricerca e finalizzata all’analisi di mzitme del gene HRPT2, che
codifica per la proteina Parafibromina, e alla t@ione del suo impatto clinico
nelle forme sporadiche di carcinoma delle paratireinegli adenomi paratiroidei
atipici, in quanto mutazioni inattivanti il gene RR2 sono emerse in una forma
famigliare di iperparatiroidismo- la sindrome ipargtiroidismo associato a
tumore della mandibola (HPT-JT)- che comporta umentato rischio di

carcinoma delle paratiroidi clinicamente aggressivo
Materiali e Metodi

Lo studio ha arruolato tutti i pazienti affetti darcinoma o adenoma atipico delle
paratiroidi che sono stati sottoposti ad intervenkirurgico presso il nostro
reparto dal 1975 a maggio 2012. Lo studio geneticgtato eseguito su DNA
isolato dal tessuto patologico e dai leucociti roite da sangue periferico. Sono
stati raccolti in un database e analizzati statistiente i dati clinici preoperatori
(sintomi, dati di laboratorio, dati radiologici),peratori (tipo di intervento
chirurgico, esame istologico, paratormone rapidéraoperatorio-lOPTH) e
postoperatori (dati di laboratorio, follow-up).i$ultati dello studio genetico sono
stati correlati con i dati clinici.

Risultati

Lo studio ha compreso 75 pazienti (gruppo 1: 4icicami; gruppo 2: 34
adenomi atipici) di etd media 59 anni. | pazieoti @denoma atipico e carcinoma

non differivano statisticamente per sintomi, cal@emmedia preoperatoria (3,2



mMol/L), dimensione della lesione , ma i carcingmesentavano valori medi di
PTH piu elevati (477,8 vs 931,8 ng/L). La sopraeviza € risultata dell'88,13% a
cinque anni e del 79,74% a dieci anni. Costituisctattori di rischio per lo
sviluppo di recidiva: valori elevati di calcemiaepperatoria (3,4 mMol/L),
I'esecuzione di paratiroidectomia semplice, la nagaciduzione dello I0-PTH, il
reperto istologico di infiltrazione dei tessuti ltnofi. Fattore prognostico negativo
e risultata la presenza di mutazione HRPT2, rigsatetin tre pazienti affetti da
carcinoma, i quali hanno avuto decorso rapidamarigeisto. Nessun adenoma

atipico ha presentato mutazione HRPT2.

Conclusioni

Nei carcinomi delle paratiroidi, la genetica HRPd@vrebbe essere considerata
parte delle analisi da valutare assieme ai paraowivenzionali in quanto correla
con una forma di malattia piu aggressiva. L'utilid&llo screening genetico
HRPT2 dovrebbe presupporre un follow-up piu intersouno screening
famigliare. Lo studio genetico € sicuramente uigd'indirizzare ad un approccio

chirurgico piu aggressivo che a tutt’'oggi rimansdlo trattamento piu efficace.



ABSTRACT

Background and aim of the study

We looked for mutations of the HRPT2 gene, whiclkoeles the parafibromin
protein, and for its clinical impact in sporadiagidyroid carcinoma and atypical
parathyroid adenoma because germ-line inactivatiR§@ T2 mutations have been
found in a type of familial hyperparathyroidism yperparathyroidism-jaw tumor
(HPT-JT) syndrome — that carries an increased oiskggressive parathyroid

cancer.
Methods

We investigated every patient with a diagnosis afathyroid carcinoma or
atypical parathyroid adenoma, who had undergongesyby one surgeon from
1975 to May 2012 at our Department. Genetic stushese performed from
genomic DNA isolated from peripheral blood leuk@syand parathyroid tissue.
Preoperative (symptoms, biochemical analysis, in@ggi operative (surgery,
histological analysis) and post-operative (follop)uaata have been collected in a
database and statistically processed. The genettysas results have been

correlated with the clinical course.
Results

The study involved 70 patients (group 1: 39 cangias, group 2: 31 atypical
adenoma). Until now, we investigated 18 patienth warathyroid carcinoma and
8 patients with atypical adenoma. We detected HRRTURation in two patients

with carcinoma that died for rapid tumor progressio



Conclusions

HRPT2 status would be a piece of information to xlthe conventional clinical
parameters: it correlates with a more aggressiseade. The diagnostic utility of
the HRPT2 screening might provide grounds for nemgressive follow-up and
family screening. This test will be especially Halpif it directs us to an

aggressive surgical approach because that is tdtiynghe only cure for this

devastating disease.



INTRODUZIONE

Il carcinoma delle paratiroidi € un tumemedocrino raro che puo rivelarsi a
malignita fatale. La diagnosi di carcinoma risudifficile, ancor piu difficile e la
diagnosi differenziale con 'adenoma atipico. Leapga rimane a tutt'oggi solo
chirurgica.

Il comportamento biologico di questa patologiavd@lue tendenze:

* Una di lenta crescita, tipico delle forme macroscamente silenti, definite
come carcinomi soprattutto per il loro sviluppo asgivo. In questi casi la
patologia pu0O essere spesso misconosciuta e laadiagi carcinoma puo
scaturire da una recidivita non controllabile.

« L’altra tendenza € invece quella di estrema aguyiésssi tratta di forme
invasive di immediato riconoscimento all'atto ogers per |l
coinvolgimento delle strutture circostanti e/o laegenza di metastasi
linfonodali. Proprio i caratteri macroscopici di egie forme obbligano ad
ampie resezioni in blocco. Molto spesso tuttavistérvento esita in ripresa e
progressione della malattia.

Del resto, tutti i processi oncogeni sono orchéstla geni “impazziti”, che

determinano un danno irreversibile nel DNA delldute, danno che occorre assai

raramente nelle cellule germinali, mentre ha coraesdyglio frequentissimo le
cellule somatiche. Anche nello studio dei proceksi determinano lo sviluppo dei
tumori delle ghiandole paratiroidi e del carcinomaparticolare, la ricerca si
concentrata nell'individuare anomalie in geni prot@ogeni e oncosoppressori, in
un percorso tortuoso che ha portato alla fine anulefcon chiarezza, almeno

alcuni dei geni implicati



Molto é stato fatto negli ultimi dieci anni per ahire le basi molecolari delle
neoplasie delle ghiandole paratiroidi e le loroerqussioni sull’evoluzione
tumorale che ha inconfondibili peculiarita. In pewtare, resta ancora da definire
il ruolo del gene HRPT2 che codifica la proteinana@iainata Parafibromina,
probabilmente coinvolta nella carcinogenesi di tuésmoré.

Molti rimangono ancora i limiti alla ricerca sulrcamoma delle paratiroidi, dovuti
in primis all’esiguo numero di casi correlato dilassa incidenza: ci si avvale il
piu delle volte di studi multicentrici. La nostrargonale casistica apporta un
importante contributo numerico alla ricerca. In@kanalisi di mutazione del gene
HRPT2 e la valutazione del suo impatto clinico emelbrme sporadiche di
carcinoma delle paratiroidi e negli adenomi atipaifini di una diagnosi precoce
e di una terapia adeguata, e supportata da undicatjia esperienza trentennale

con la chirurgia delle paratiroidi e il trattamewuiegli iperparatiroidisri

L'ITPERPARATIROIDISMO

L’iperparatiroidismo (IPT) € una malattia carattedta da un‘eccessiva secrezione
di paratormon& con ipercalcemia, non sempre presente in tufidienti e
ipofosfatemia presente solo in un terzo deicasi diagnosi di IPT & divenuta pitl
frequente con lintroduzione del dosaggio routmadel calcio serico; cio ha
consentito di identificare in percentuale sempreggi@e pazienti con IPT di
grado lieve od anche asintomatici; questo dato havgeato una radicale
variazione del quadro clinico, sino alla scompamsssoché totale di quadri quali
I'osteite fibrosocistica, la nefrocalcinosi e lalatdosi renale, reperti clinici di
frequente osservazione in passato.

Da un punto di vista fisipatologico si possonoidigtere 3 forme di IP¥

1) Iperparatiroidismo Primario (IPTP): e provocatell'80% dei casi da un

adenoma paratiroideo singolo mentre l'iperplasitush € presente nel 15% dei



casi, di cui circa la meta correlati con una MEN MEN2. Gli adenomi multipli
sono causa di IPTP nel 4-5% dei casi, mentre iticama paratiroideo é
responsabile solamente dell'1%.

2) Iperparatiroidismo Secondario (IPTS): € una thalzaratterizzata da elevati
livelli di PTH nel sangue circolante secondarii@dicalcemia persistente e
l'iperfosforemia, con la comparsa di una iperpladgle paratiroidi, a cui si
associano lesioni ossee tipiche dell'osteodistuafganica, calcificazioni vascolari
ed ectopiche. La causa piu frequente di IPTS &uiffitienza renale cronica
(osteodistrofia renale); altre cause, meno frequesttno il malassorbimento
intestinale di calcio (rachitismo, osteomalaciail )geficit o la resistenza alla
vitamina D, l'ipercalciuria idiopatica, I'ipermagsemia, o la somministrazione
prolungata e in eccesso di farmaci come i diurétaidici o gli antiepilettici.
L'IPTS e presente, anche se in maniera lieve &alimente poco significativa, nel
100% dei pazienti con insufficienza renale sotttpaslialisi; infatti 'European
Dialysis and Transplant Association riporta unadenza dello 0,8% nei pazienti
in dialisi da meno di 2 anni, e del 15,9% nei paizie dialisi da piu di 10 anni.
Recentemente, e stato ben evidenziato che I'lPT&uwsa di una tossicita
sistemica, in particolar modo a livello dell’apparaardiovascolare, aumentando
il rischio di morbilita e di mortalita per causard@vascolare nei pazienti in
dialisi.

3) Iperparatiroidismo Terziario: insorge nel coBaun IPTS grave, nel quale si
ritiene che la cronica stimolazione delle paratirgorti ad un funzionamento
autonomo delle stesse per cui anche la rimoziofieitika delle cause scatenanti
(ad esempio,con un trapianto renale coronato daesso), non determina la
risoluzione dell'iperparatiroidismo.

Nella presente tesi sara descritto I'lPT sopraituttriferimento a quello primario
quale necessaria introduzione al carcinoma deHatipaidi la cui incidenza viene

notoriamente riferita in rapporto all'lPTP.



La prevalenza della patologia e di 3 su 1000 nadipolazione generale, mentre,
se si considerano le donne tra i 55 e i 75 anmprdéaalenza sale a 21 su 1000. La
patologia e piu comune nelle donne, con un rapmir®l. L'incidenza e di circa

30 nuovi casi allanno su 100.000. Questa incide@zaettamente superiore a
guella riportata fino alla fine degli anni 70, ergiene che questo aumento sia
dovuto all'introduzione del dosaggio della calcemmlla strumentazione

automatica per gli esami ematochimici di routineec&ti studi, tuttavia,

mostrano una certa riduzione di incidenza rispatiguanto sopra riportato, che
potrebbe essere spiegata dal fatto che oggi si paineattenzione alla spesa
sanitaria e quindi il dosaggio della calcemia vignkiesto solo in presenza di un

sospetto clinico.

Il rilascio di PTH (84 aa, PM 9000) e finementedkago dai livelli ematici di
calcio libero (ionizzato) (Vedi TAVOLE FOTOGRAFICHEigura 1). Tutte le
azioni del PTH si attuano attraverso il legamewa secettore (PTH-R) situato
sulla  membrana delle cellule bersaglio. I PTH haolteplici bersagli
nell'organismo, tuttavia i principali siti d’aziors®no costituiti dal tessuto osseo e
dal rene. A livello osseo il PTH attiva gli ostemsti determinando una idrolisi
enzimatica della matrice organica con liberaziaaeds calcio che di fosfato. Nel
rene il PTH aumenta il riassorbimento del calcibbraccio ascendente dell'ansa
di Henle e nei tubuli distali e inibisce il riasbonento di fosfato a livello del
tubulo prossimale, in modo che tale effetto fogiatupermetta I'eliminazione del
fosfato proveniente dal processo di riassorbimess®eo, indotti dal PTH. Infine,
ancora a livello renale, il PTH stimola la simtés 1,25-(OH) colecalciferolo,
forma attiva della vitamina D, che aumenta I'assodnmto intestinale di calcio.
Complessivamente queste azioni del PTH determirsatigello plasmatico un
incremento del calcio plasmatico e un decremernitfod&to.

L’IPT si realizza quando il normale feedback dagalel calcio sierico e alterato

e vi e iperproduzione autonoma di PTH. La causdigkifunzionamento
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spontaneo delle paratiroidi € ancora in parte ssdnota e, come molte neoplasie
endocrine, liperattivita € riconosciuta non sullzase dell’ingrandimento
anatomico della ghiandola, ma per gli effetti paidi dell’ormone in eccesso.

La diagnosi si basa sul riscontro di valori elettalcemia che si accompagnano
ad un aumento del PTH (ipercalcemia PTH-dipendeo@ure a valori di PTH
inappropriatamente normali rispetto all'ipercalcami

Dal punto di vista clinico oggi circa I'80% dei peati con IPT risulta
asintomatico. | sintomi, quando presenti, sono tlegarincipalmente
all'interessamento renale e scheletrico. Nel ren@s avere una deposizione di
sali di calcio nel parenchima o nefrolitiasi regaite (calcoli di calcio ossalato o
calcio fosfato), mentre nellosso si pud avere’dsieoporosi all'osteite fibroso
cistica. | casi di nefrolitiasi-nefrocalcinosi e dosteite fibroso-cistica,
manifestazioni tipiche e piu gravi della malattsno attualmente diminuiti in
seguito all'introduzione della misurazione dellalceania nello screening
biochimico di routine. L'osteite fibroso cistica, oggi unacondizione piuttosto
rara, e consiste in una sostituzione dei normalnehti cellulari dell'osso e del
midollo con tessuto fibroso, aumento degli ostesicigiganti multinucleati nelle
lacune di Howship e riassorbimento periostale dtgta a livello delle falangi e
delle ossa lungheAncora non definitivi sono invece i dati circa liga del
riassorbimento osseo: un aumentato turnover scioeled documentato in tutti i
pazienti con IPT in base ai marker di neoformazi(iosfatasi alcalina ossea,
osteocalcina e peptidi del procollagene di tip@ li riassorbimento (cross-link
piridinolinici, telopeptidi del collagene di tipd &€ sembra che la densita dell’'osso
corticale si riduca progressivamente, in assenzé&ewipia, mentre la densita
dellosso trabecolare, in particolare a livello IdeVertebre, sia relativamente
conservata. Comunque lincidenza di fratture pajicloe vertebrali, del polso e
costali € aumentata nei pazienti con IPT non t@tt@entre si puo ottenere un
considerevole recupero della densita minerale odspa intervento risolutivo di
paratiroidectomia. Dati recenti, confermano l'autaém presenza di fratture

vertebrali in donne post-menopausali con IPT. niefinei pazienti sintomatici si
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possono avere sintomi neuromuscolari (debolezzaotare, facile affaticabilita,

atrofia), psichiatrici e gastrointestinali. Le altmanifestazioni cliniche del IPT

(Tabella 1), compresi i sintomi cosiddetti “aspetif sono in vario grado

riconducibili all'ipercalcemia.

by

In questi pazienti € stato inoltre riscontrato merémento dei livelli medi di

pressione arteriosa e un aumento di altri fattorisghio cardiovascolare, come il

diabete e la dislipidemia: tutto questo aumentdhio di aterosclerosi. | soggetti

affetti da IPT presentano anche un aumento delflenza di ischemia cardiaca.

Indagini sulla riserva coronarica (CFR) di tali @i hanno dimostrato una

diminuzione di questa: cio indica una disfunziondivallo del microcircolo

cardiaco che diventa piu grave quanto piu € lungempo dalla diagnosi di

malattia’

RENALI INTESTINALI OSSEE PSICHICHE  ALTRE
Poliuria Polidipsia Osteopenia |Depressione | Adinamia
Ipercalciuria | Stipsi Osteoporosi | Perdita di Astenia
Calcolosi Nausea, vomito | Fratture memoria Ipertensione
Nefrocalcino-| Ulcera peptica |patologiche |Disturbi della |arteriosa

Si Pancreatite Osteite coscienza

fibroso-cistica

N

Tabella 1. Principali manifestazioni cliniche délT.

L’IPT puo essere classificato in sporadico e faandj e, sulla base della presenza

0 assenza di manifestazioni cliniche classichsirntomatico e asintomatico.

- | perparatiroidismo sporadico

L’IPT sporadico rappresenta circa il 90-95% dei.csdi solito sostenuto da un

adenoma singolo delle paratiroidi.
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- | perparatiroidismo familiare

L’IPT familiare € una condizione piu rara (circéb#10%), che puo presentarsi in
forma isolata o nell’ambito di patologie sindromeclie basi molecolari di queste

condizioni sono state recentemente identificate.

-Sindrome delle neoplasie endocrine di tipo 1 (Ndidt endocrine neoplasia
type 1, MEN 1)

L’IPT rappresenta la prima manifestazione clinielal sindrome. Esso insorge
verso i 20-25 anni, circa 3 decadi prima rispeita forma sporadica; ha una
penetranza del 100% a 50 anni. La MEN 1 rappresiaita al 4 % delle forme di
IPT. La forma tipica della sindrome e caratteriazdal coinvolgimento, oltre
delle paratiroidi, dell'ipofisi e del pancreas. N&l-80 % dei casi si riscontra una
mutazione di un gene oncosoppressore, ddi&EMN1, localizzato sul cromosoma

11, che codifica per una proteina denominata menina

-Sindrome delle neoplasie endocrine di tipo 2 Al{idie endocrine neoplasia
type 2, MEN 2A)

La MEN 2A € caratterizzata dal carcinoma midolldedla tiroide (che ha una
penetranza del 100%), dal feocromocitoma monoligtesabilaterale (50% dei
casi) ed infine da un interessamento delle pardti{@0-30% dei casi). La MEN
2 A e associata ad una mutazione del proto-oncodfiB€ localizzato sul

cromosoma 10.

-Iperparatiroidismo associato a tumore della maradéd

(Hyperparathyroidism-jaw tumor sindrome, HPT-JT)

E' una sindrome rara in cui I'lPT si associa a ttrossificanti della mandibola e
della mascella (circa 30%) e a tumori benigni o @itamente maligni del rene
(circa 20%). Presenta un’insorgenza in eta gioeagd ha una elevata penetranza

fino all'80%. Nel 15% dei casi I'lPT e dovuto ad carcinoma della paratiroidi.

13
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Recentemente e stata identificata la mutazioneorsgjbile a carico del gene
onco-soppressordslRPT2 localizzato sul cromosoma 1, che codifica per una

proteina detta parafibromina.

-Iperparatiroidismo familiare isolato (Familial idated hyperparathyroidism,
FIHP)

E' una sindrome caratterizzata dal solo IPT. Inursdc famiglie sono state
identificate mutazioni dei getMEN1, CASR,HRPT2 non accompagnate dalle
altre classiche manifestazioni sindromiche. Poteelpattarsi di varianti di queste

affezioni con espressione fenotipica incompleta.

-Ipercalcemia ipocalciurica familiare (Familial hggalciuric hypercalcemia,
FHH)

E' una condizione rara ereditaria caratterizzata rndadica ipercalcemia,
ipocalciuria e livelli normali o modicamente elavdt PTH. E’ legata ad una
mutazione inattivante eterozigote del CASR, sitisaticcromosoma 3.

-Iperaparatiroidismo neonatale severo (Neonatalesevhyperparathyrodism,
NSHP)

E' una condizione estremamente rara, potenzialnmeattale se non riconosciuta
e trattata (paratiroidectomia totale), che si pn&s@el neonato, caratterizzata da
ipercalcemia, elevati livelli di PTH, ipotonia esttiess respiratorio. Essa e dovuta

ad una mutazione inattivante omozigote del CASR.

- perparatiroidismo sintomatico.

Vengono inclusi in questo gruppo i casi di IPT ecoanifestazioni classiche della
malattia. | sintomi e i segni possono essere distirvari sottogruppi (vedi anche
Tabella 1):

14



- perparatiroidismo asintomatico

In questo gruppo sono inclusi i casi privi dellenifi@stazioni ossee e renali. Il
termine asintomatico non €& del tutto corretto. tlfanon raramente possono
essere presenti manifestazioni aspecifiche dallattizao quadri asintomatici di
compromissione renale e/o ossea, che possono emetgeuna valutazione

clinico/strumentale, allora i pazienti dovrannoegesnquadrati come sintomatici.

L’IPT e causato nell'85% dei casi da un adenomgosin nel 10-15% dei casi da
iperplasia e nel 0.5-1% dei casi da carcinoma gbeltatiroidi.

L'adenoma ha un’origine clonale ed e dovuto admuotazione oncogenica di una
singola cellula progenitrice. Recentemente sonb istantificati alcuni geni che
sarebbero capaci di modulare la crescita delletipaidi; I'acquisizione da parte
della cellula tumorale di questi geni la rendereldapace di una crescita
incontrollata. Uno di questi geni € 'oncogene PRAParathyroid adenoma)l
la cui espressione € aumentata in un sottogrup@@eiomi (circa il 30%). La
sede tipica dell'adenoma ¢ a livello della regimim-tiroidea, sede eutopica delle
ghiandole; in rari casi 'adenoma pud essere inesectopica (intra-tiroidea,
mediastino superiore, timo e, occasionalmente,igparoesofageo, sottomucosa

dell'esofago e faringe).

Da un punto di vista macroscopico I'adenoma si gm&s come una lesione
brunastra capsulata e ben circoscritta con alhot@ree di degenerazione cistica
ed emorragiche. Il peso varia da 300 mg a diveengii. Microscopicamente Si
presenta composto da cellule paratiroidee princ{pdienoma a cellule principali
0 a cellule chiare), arrangiate con una rete aapilltipica dei tumori endocrini.
Piu raramente I'adenoma pu0 essere costituito pimemo da cellule ossifile

(adenoma a cellule ossifile).
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L'adenoma atipico € una condizione rara che, datgodi vista morfologico, si
situa a meta tra I'adenoma benigno ed il carcindasao e costituito da cellule
piccole, compatte, uniformi e con nuclei neri, go&ari 0 multinucleate (cellule
atipiche); inoltre si possono riscontrare bandeoe ed un aumento del numero
delle mitosi. | casi diagnosticati all'istologiarne adenomi atipici, possono essere
differenziati dai carcinomi solo sulla base deldalup. Segnalati da Bondeson et
al. come "equivocal”, il terminatipico € stato introdotto per descrivere un
sottogruppo di tumori delle paratiroidi che dimasiv alcune delle caratteristiche
di carcinoma (fibrosi, atipie cellulari, attivitargdiferativa, mitosi) ma senza
evidenza di crescita invasiva (invasione parencl@imeapsulare o vascolare).
Molto spesso il reperto intraoperatorio non consatitdifferenziare un adenoma
atipico da un carcinoma, come non lo permettonoaatteristiche cliniche di
presentazione. L'unica caratteristica che pernugitediagnosi incontrovertibile di
carcinoma € un’evidenza macroscopica di invasiaidegsuti limitrofi . Il ruolo
dell'esame istologico estemporaneo in questi casoko discutibile dato che la
distinzione tra un carcinoma e un adenoma degenernatessoché impossibile.

II comportamento clinico degli adenomi atipici seerebbe non differire da
guello degli adenomi. Comunque, viene raccomandeto stretto follow-up
clinico in considerazione della lunga storia ndtirdi molti carcinomi delle
paratiroidi. Tale e il nostro atteggiamento a rigioa dei casi che abbiamo

registrato.

Un’iperplasia, con interessamento diffuso delleapesidi, si ha in circa 12-15 %
dei casi. Essa rappresenta la lesione istologmeatidella MEN1, MEN 2A e

dell'iperparatiroidismo familiare isolato. Macroggocamente tutte le paratiroidi
risultano di dimensioni aumentate, anche se noeguml misura; in alcuni casi
una ghiandola pu0o essere piu ingrandita rispette altre da simulare un
adenoma. Il peso delle 4 paratiroidi iperplastigh® variare da 150 mg a 20

grammi, anche se di solito & di 1-3 grammi. Micagscamente si rileva una
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iperplasia delle cellule paratiroidee principalinceare cellule ossifile; vi puo
essere anche una forma nodulare e pseudoadenonmetitsaquale le cellule
principali con rare cellule ossifile sono circoierida tessuto prevalentemente

stromale.

Il carcinoma € spesso una lesione piuttosto grafmeca 12 grammi),

caratterizzata da cellule tumorali separate da ddiimose, presenza di figure
mitotiche, con una caratteristica invasione capeula tutto spessore con
superamento della capsula stessa e dei vasi samng@geste caratteristiche
istologiche non sono sempre facili da definire eetignto la diagnosi differenziale
con 'adenoma atipico pud essere difficolfbsaaumento dell’attivitd mitotica

puo essere valutato mediante espressione di urain@aonucleare detta Ki67.
Possono essere di aiuto altre indagini molecoldriinremunoistochimiche. La

perdita di espressione della parafibromina rapptesena caratteristica comune
(70-80%), ma non esclusiva, del carcinoma parak@mi Nel capitolo successivo
verranno trattate in dettaglio le conoscenze qdl@genesi, eziologia, anatomia-

patologica e aspetti clinico-terapeutici della faroarcinomatosa.

IL CARCINOMA DELLE PARATIROIDI

Il carcinoma paratiroideo costituisce un tumore igmd raro in ambito
endocrinologic3°. Esso rappresenta <1% dei casi sporadici di IPTéed
solitamente associato a manifestazioni cliniche gravi rispetto alladenoma
paratiroideo. Esso € generalmente indolente, marg@ssivo. La diagnosi di
neoplasia spesso € possibile solo quando si \eiicecidive locali o metastasi a
distanza, poiché I'esame istologico dei tumoriedp#ratiroidi pud essere ambiguo
o comungue fuorviante. La maggior parte dei paziemiore per gli effetti

dell'ipercalcemia piuttosto che per l'invasione duate diretta o delle metastasi a
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distanza. Tuttavia una resezione completa del tesdumomento dell'intervento
chirurgico iniziale consente la massima probabditéiina guarigione. Pertanto il
chirurgo di fronte ad un paziente con caratteticliniche suggestive di un
carcinoma paratiroideo dovrebbe avere un appramoévativo piu aggressivo sin
dall’ inizio. Negli ultimi dieci anni, una maggioreonoscenza della patogenesi
molecolare del carcinoma delle paratiroidi ha gortallo sviluppo di nuove
tecniche diagnostiche che sembrerebbero essenatalisaprattutto nei casi in cui
l'istologia € ambigua. Inoltre, in ambito sciemtifisi spera che una maggiore
comprensione della patogenesi del cancro paratioombssa portare allo sviluppo
di nuove strategie terapeutiche.

EPIDEMIOLOGIA

Fino ad oggi, sono stati segnalati circa 400 casartinoma paratiroideo. La serie
piu grande deriva dal database del National Caiadla maggior parte delle serie
di pazienti con IPT, il carcinoma paratiroideo reggenta <1% di tutti i casi,
tuttavia in letteratura € stata riportata anchéneidenza fino al 5%. L'utilizzo di
diversi criteri per la diagnosi anatomo-patologégarobabilmente il motivo per cui
in alcuni studi € stato riportato un tasso di iecra piu elevato.
La maggior parte dei casi di carcinoma paratiroigeno diagnosticati in pazienti
tra i 44 e 54 anni, ad un’eta in media 10 annigigcoce rispetto alla diagnosi di
adenoma. Fortunatamente & un tumore raro nei barhhidistribuzione per sesso
e uguale tra maschi e femmine, a differenza defgihami, che sono piu frequenti

nelle femmine (3-4:1).
EZIOLOGIA
L’eziopatogenesi del carcinoma delle paratiroidstae ancora in larga parte

sconosciuta e sono stati identificati solo pochiofa che potrebbero essere
associati alla malattta L'irradiazione del collo costituisce un fattore rischio
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per lo sviluppo di cancro, che si svilupperebbealouni pazienti che hanno
ricevuto tra 30 e 60 Gy nei 5-30 anni precedenti.

Casi di carcinoma delle paratiroidi sono descréimche in pazienti con
insufficienza renale cronica in terapia dialitio@j quali non ci sono di solito segni
preoperatori che possano distinguere tra un ipatipaidismo secondario e un
carcinoma insorto nelle paratiroidi. In tutti i caportati in letteratura i livelli di
PTH erano elevati, ma non in maniera significatieate maggiore rispetto a
quelli frequentemente riscontrati in pazienti enatidzati gravi. | livelli di calcio
non erano abbastanza elevati da far sospettararamaema. Pertanto, in pazienti
in emodialisi, la diagnosi si puo fare solo al taveperatorio e 'andamento
clinico del carcinoma € in genere piu benigno, dorperché, a causa

dell'insufficienza renale, i livelli di calcio sor@u bassi.

Un certo numero di carcinomi delle paratiroidi \vegmoi diagnosticato nell’ambito
delle sindromi familiari geneticamente trasmessdnedlcune in particolare. In
letteratura sono riportati solo 3 casi di carcinopaatiroideo in pazienti con
MEN1.

Per quanto concerne la MENZ2, ci sono studi chdamgemutazioni eterozigoti del
codone 634 di RET in tessuti neoplastici di papadir e il gruppo inglese di
Jenjkins ha riportato nel 1997 un caso di carcinga@atiroideo in un paziente
affetto da MEN2. Inoltre, Kawai in un modello dipm transgenico mutato per
RET, osservava l'insorgenza, oltre che di carcinomdollare della tiroide, anche
di adenocarcinomi delle paratiroidi (dei 29 topudsati, la meta sviluppavano la
neoplasia maligna paratiroidea tra 5 e 8 mesitdj.vil carcinoma delle paratiroidi
si sviluppa nel 10-15% dei pazienti affetti da HPIT,-un dato consistente che si &
rivelato utile nella comprensione delle basi molacalella neoplasia, anche nella
sua forma sporadica. Le forme infine di FIHP chdélasbase dell’analisi genetica,
possono essere considerate varianti della HPT-@orb essere analizzate con

cura e i pazienti valutati attentamente, in consiziene del rischio di carcinoma.
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PATOGENESI

Oncogeni e geni soppressori del tumore sono stéitegati al carcinoma delle
paratiroidi, in particolare quelli coinvolti nel ewollo del ciclo cellular€.
Esempi includono il gendMENY, retinoblastoma (Rb)p53, BRCA2, ciclina
D1/gene PRAD1Ad oggi non vi & ancora nessuna prova definitkia uno di
questi geni abbia un ruolo primario nella patogedes$ carcinoma paratiroideo,
anche se una alterata espressione di questi pragotici pud partecipare nel
processo di trasformazione neoplastica.

Il rilievo di alterazioni del gen®ENL1 in circa il 30% degli adenomi sporadici
aveva indotto i ricercatori a cercare queste aterma anche nei carcinomi. |
risultati, tuttavia, non sono stati in definitivaogitivi: sembra infatti che gli
adenomi con mutazione del geMENL abbiano un bassissimo potenziale di
progressione in carcinomi.

Successivamente diversi autori hanno dimostraéwagioni sul cromosoma 13, in
una regione che contiene i gé&tthe BRCAZ2.

Ricordiamo brevemente il ruolo fisiologico db e quello di regolare la
trascrizione in tutte le cellule dell'adulto. Larfioa attiva della proteina reprime
I'espressione di geni, necessari alla cellula peziare a dividersi, mentre la
forma inattiva, cioe fosforilata da una serie ditpme regolatrici (cicline e cicline
kinasi), consente alla cellula di dividersi: &€ chiguindi che l'inattivazione drb
conferisce alla cellula mutata un vantaggio prddifizo nell’ambito del processo
della tumorigenesi. Dal momento che anche il gBRECAZ oncosoppressore
responsabile del cancro familiare della mammellappa nella regione mutata
nella maggior parte dei carcinomi paratiroidei,t&tc ipotizzato anche un suo
coinvolgimento nello sviluppo del carcinoma pateo.

Cryns et al. hanno dimostrato la perdita di esprassdella proteina Rb nel
carcinoma paratiroideo, pertanto l'assenza di qupsbteina nei tumori delle
paratiroidi € stato proposto come uno strumento lpediagnosi di tumore
maligno. Da allora, tuttavia, risultati contrastas@no stati riportati da altri autori
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Lloyd nel 1995, studiando 24 carcinomi e 35 adenomonclude che
'immunoreattivita per la proteina Rb non e utilel bistinguere i casi maligni da
quelli benigni. Sempre secondo Lloyd, risultati haoig nell’individuare lesioni
paratiroidee maligne, si possono ottenere utilideaanticorpi monoclonali contro
I'antigene Ki-67 associato al ciclo cellulare, dabmento che una neoplasia
paratiroidea con un Ki-67 index (inteso come pecae di cellule positive per
I'antigene che correla con l'attivita proliferativguperiore al 6.0%, ha buone
probabilita di essere un carcinoma (nessuna leshlmregna supera il 5.3%
p>0.2685). Nel 1999 Farnebo giunge sostanzialmalieestesse conclusiorilel
2003 il gruppo di Shattuck non ha riscontrato del&z inserzioni o mutazioni
puntiformi né inRb, né in BRCA2, proponendo che, se davvero l'atiidiRb e
ridotta nei carcinomi, ci0 dipende da un effettoatiivante epigenetico
(ipermetilazione per esempio). In un recente stdeiad2004 di Cetani et al, e stato
valutato piu approfonditamente il ruolo dei geRB e BRCAZ nella diagnosi
differenziale tra carcinoma e adenoma delle paidtjranalizzando sia la perdita
di eterozigosi per questi geni (LOH), sia l'espress della proteina
allimmunistochimica. In sintesi, i risultati di gato studio propongono una
costante associazione tra la perdita di eterozigisi gene e negativita
nell'immunoistochimica i tutti i carcinomi, concladdo che la LOHper Rb e
presente in tutti i carcinomi, ma non e specifiea guesti; 'assenza di LOH
esclude una diagnosi di malignita, la presenza auaid di LOH e negativita
immunoistochimica e suggestiva di carcinommadefinitiva, non si & raggiunto un
accordo circa il ruolo effettivo del gene Rb neglatogenesi del carcinoma delle

paratiroidi.

Ruolo del gene HRPT?2

L’interesse per il genedHRPT2 e lidea che questo potesse essere rilevante
nell’induzione della neoplasia maligna e derivaa#iadstudio genetico dei pazienti
con HPT-JT, che abbiamo precedentemente deséritfaumentata prevalenza di
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carcinomi nellambito di questa sindrome e la caée ormai consolidata da
numerosi studi, che mutazioni del gefRPT2fossero alla base della malattia, ha
portato all'intuizione che lo stesso gene potesssere implicato anche
nell'induzione del carcinoma sporadico. L'ipoteisé sivelata esatta

Fino al 1995 il locus genico associato alla HPTedd stato approssimativamente
mappato nella regione 1925-32. Nel 2002 il grupp&drpten ha ridefinito in
maniera piu accurata questa regione, identificahdene Clorf28, poi chiamato
HRPT2 le cui mutazioni sono responsabili della sindron@iesto gene e
costituito da 17 esoni, tutti codificanti.

HRPT2 codifica per una proteina di 531 aminoacidi, demata parafibromina.
L’importanza della parafiboromina dipende non soéb diolo centrale che la sua
forma mutata svolge nella HPT-JT, ma anche dalfenta che alterazioni della
parafibromina si riscontrano nelle forme sporadidhearcinoma paratiroideo e lo
studio di queste puo chiarire molti aspetti deliaorigenesi.

Ci sono ormai numerose evidenze che il gaiRPT2sia un oncosoppressore, la
cui perdita inizia la tumorigenesi (Vedi TAVOLE FOGRAFICHE-Figura 2).
Studi in vitro di frazionamento subcellulare e #&iakl microscopio laser
confocale su tessuto di paratiroideo umano normbkmno localizzato la
parafibromina prevalentemente nel nucleo, ma ameheitoplasm¥. La forma
wilde typedi parafibromina & espressa negli adenomi, ma mgncarcinomi
paratiroidei; la presenza della forma wilde typea mon della forma mutata,
inibisce la proliferazione cellulare, bloccandospeessione della ciclina 'D

Questi risultati sono consistenti con il ruolo dicosoppressore iRTP2'®
La parafibromina esplica la sua funzione interagendn Paft’, un complesso
proteico che interagisce con la RNA polimerasidleecostituito da almeno cinque

subunita note: Pafl, Cdc73, Leol, Ctr9, Rtf1.

L’assemblaggio e I'attivazione del complesso Paficlgiesto per I'espressione di
molti geni cellularf®, in particolare per i geni coinvolti nella regdlaze del ciclo
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cellulare, della sintesi proteica, del metabolisiipadico e degli acidi nucleiét.
La perdita della subunita Cdc73, analogo della figammina, comporta
I'incapacita di tutto il complesso Pafl ad interagion la cromatina e con la RNA
polimerasi Il. Il complesso Pafl esplica la suao@agi regolatrice intervenendo
nella metilazione istonica, che marca geni targelirizzando la trascrizione
all'attivazione o alla repressione. In questo m&tdl controlla direttamente la
trascrizione di numerosi geni.

Ancora Pafl controlla i meccanismi di fosforilazordi residui della parte
carbossi-terminale (CTD) della RNA-Polimerasi Ia fosforilazione di tale
dominio & un importante meccanismo che contribuisdla coordinazione
temporale nel recruitment delle subunita proteicbeessarie per la corretta sintesi
del’'mRNA (ad esempio la fosforilazione della serib del CTD segna la fine
della fase iniziale della trascrizione e linizieltallungamentod®. E’ chiaro
dunque che mutazioni nel gene della parafibromiteramo I'assemblaggio dei
componenti di Pafl e I'azione di questo sui sugnarosi targets genici, dando il

via al processo oncogenfcd™”.

Il primo lavoro che ha dimostrato il ruolo diiRPT2 nella patogenesi del
carcinoma paratiroideo sporadico e quello di HoweHl.

In questo lavoro venivano identificate mutazioniHRPT2in 4 su 4 carcinomi
paratiroidei sporadici e in nessuno dei 25 aderamatiroidei sporadici. Inoltre,

il riscontro di due mutazioni somatiche contempermncosi come di una
mutazione somatica e di LOH sull'altro allele, id42casi di carcinoma,
confermavano il ruolo dHRPT2come soppressore tumorale e sono in accordo
con la teoria di Knudson dei “two hits” o dei “2emti”, secondo la quale affinche
il tumore si manifesti sono necessarienfBtazioni successive che inattivano la
funzione del gene. Nei tumori ereditari una mutagi@ germinale mentre I'altra
mutazione € somatica ed avviene nelle cellule isecondo momento. Viceversa
nei tumori sporadici entrambi gli eventi si verdiw a carico della cellula che

originariamente non €& portatrice di nessuna mutezio
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Successivamente Shattuck ef’>ahanno valutato 15 carcinomi paratiroidei
provenienti da pazienti con diagnosi certa, pograforia, di carcinoma e con
anamnesi familiare rigorosamente negativa siapérche per sindrome HPT-JT.
In 10 dei 15 carcinomi, venivano evidenziate mwaznell'esone 1, 2, 3, 5, 7, 8
e 14; in un caso era possibile riscontrare il domyento, ovvero una mutazione
tipo delezione nellesone 1 associata a LOH, indicauna inattivazione bi-
allelica. Una volta identificata la mutazione nebkguto neoplastico, venivano
analizzati campioni anche di DNA germinale, pereessicuri che si trattasse di
una mutazione somatica. Inaspettatamente, 3/10 zoota apparentemente
somatiche, risultavano essere germinali. | risultht questo studio, oltre a
confermare il ruolo dHRPT2nei carcinomi sporadici, hanno anche importanti
conseguenze: dal momento che un piccolo gruppoadiepti con carcinoma
apparentemente sporadico hanno invece una mutagemeinale, spia di una
sindrome HPT-JT, o di una variante di questa sim@;osi rende necessario
analizzare anche il DNA germinale di tutti i paziecon carcinoma, studiarne
almeno la mandibola ed il rene con esami di imagigladdove ci fosse
'evidenza di mutazioni germinali, fornire ai famili la possibilita dello

screening genetico.

Nel lavoro di Cetarlf sono state individuate mutazioni HRPT2in 9 su 11
paratiroideo carcinomi, ma in nessuno dei 4/4 aoradipici sporadici. In 3/9
casi la mutazione era inaspettatamente germinalitnel era identificata 1
mutazione su 22 adenomi sporadici. La maggior piele mutazioni erannon-

sensce determinavano una mancata o ridotta espresdadlzeproteina codificata,

la parafibromina.

Un recente studio di Haven et al, hanno trovatoaziahi inattivanti del gene
HRPT2 in solo 4 dei 28 (15%) casi di carcinoma delleapesidi; 2 erano
mutazioni germinali. Da evidenziare che questi tiraono stati classificati come

maligni solo sulla base di criteri anatomo-patatagin questo studio, solo gli

24



esoni dove si localizzano 1'85% di tutte le mutazioote (1, 2, e 7) sono stati
completamente esaminati. La bassa frequenza diziootapotrebbe essere
spiegata in parte dal fatto che non tutti gli essono stati studiati e non si puo
escludere che mutazioni siano presenti in altrnedooltre altri meccanismi di
inattivazione del genelRPT2 quale la metilazione del promotore possono essere
presenti

L’attenzione per le alterazioni genetiche che caodansorgenza del cancro, non
e ovviamente finalizzato al puro interesse spesmadatma e importante per poter
studiare il paziente con carcinoma e soprattustei familiarf”* %°,

Inoltre un test genetico petRPT2potrebbe essere piu sensibile e specifico per la
diagnosi di tumore maligno, rispetto alluso deiitaar istopatologici
convenzionali.

Lo studio genetico non e tuttavia cosi agevole sieire: un dato importante da
tenere presente, e che, se mettiamo insieme tddtiiriguardanti le mutazioni
finora conosciute del gendRPT2 vediamo come non esiste lungo la sequenza
genica, una zona criticeh6t spot nella quale si concentrano tutte le anomalie
genetiche. Le mutazioni sono dunque disperse lauigoi 17 esoni del gene, che
deve essere sequenziato tutto, prima di poter aeerertezza dellassenza di

alterazioni.

Negli ultimi anni, partendo dall’evidenza che lagger parte delle mutazioni di
HRPT2determinano codoni di stop e cioe provocano urinf@one prematura
della parafibromina, si e ipotizzato che I'assede#la proteina potesse essere
usata come marker immunoistochimico. Il primo stugliquello di Tan del 2004:
venivano analizzati 52 carcinomi, 6 adenomi atj@& adenomi benigni, 9 tumori
associati ad HPT-JT. Mediante studi di immunoisimite®, utilizzando un
anticorpo monoclonale anti-parafiboromina, diretbmtco la porzione 87-100 della
proteina, si dimostrava che la perdita di espressitella proteina era altamente
sensibile e specifica per la diagnosi di carcinoma.
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Successivi studi di Gill et al. hanno valutato pesssione della parafibromina con
'immunoistochimica, in 115 tessuti di paratiroidepazienti con varie condizioni
patologiche, tra cui 11 carcinomi sporadici. In18/darcinomi sporadici veniva
evidenziata una perdita di espressione della fmoafiina e questo si verificava
anche in 3/4 pazienti con HPT-JT, in contrasto taiffuso segnale nucleare,
ottenuto negli adenomi.

E’ necessario dunque chiarire [lutilita dellimmustmchimica per la
parafibromina come test diagnostico di carcinomaatpaideo e valutarne
sensibilita e specificita rispetto allindagine gépna ed ai classici criteri
istopatologici.

Ruolo del gene CTNNB1

Dati recenti in vitro hanno documentato un ruoltadparafibromina nella via del
Whnt-signaling. La via del Wnt-signaling/beta-catemeé coinvolta nella patogenesi
di diverse neoplasie umane. La beta-catenina éatogncogene che normalmente
nella cellula viene fosforilato e degradato impettencosi I'attivazione di
numerosi geni target. Questa degradazione del&datenina avviene ad opera di
un complesso multi-proteico di cui fanno parte:naxiAPC, GSK-3beta, caseina
etc; la 3-beta chinasi glicogeno-sintetasi € utofatimportante che contribuisce in
modo diretto alla fosforilazione della beta-catenohe avvia quindi la proteina
verso la ubiquitinazione e quindi alla degradazipr@eosomica. In condizioni di
assenza del segnale della via di Wnt si verificantip appena descritto. Quando si
verifica invece l'attivazione della via del Wnt-sging ad opera di fattori che
0ggi sono perlopiu sconosciuti, si ha l'inibiziodella GSK-3Beta, per cui la beta-

catenina non viene piu degradata e si accumuleebdinucleare.
I gene CTNNB1codifica per la beta-catenina e la maggior paeiednutazioni

riscontrate nei tumori umani sono prevalentementeaiaco dell’esone 3 che

costituisce quindi unHot spot” per questo gene.
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Questo gene e la sua proteina sono stati studiabieain tumori delle paratiroidi

con risultati discordanti negli adenomi paratireide

Semba e colleghi hanno valutato 12 tessuti pardéro9 adenomi, 1
carcinoma e 2 iperplasie). L'analisi mutazionald'esone 3 del gene
CTNNB1non ha evidenziato alcuna mutazione. L'espressawi@ beta-
catenina con tecnica di immunoistochimica risultavagativa per la
localizzazione nucleare in tutti i tessuti trannd iadenoma.

Ikeda et al nel 2002 hanno studiato 24 casi di aghérparatiroidei: in
24/24 casi I'espressione della beta-catenina asaltnegativa a livello
nucleare e positiva solo a livello della membrah&nalisi genetica
dell’'esone 3 del gen€TNNBlera negativa.

Bjorklund e collaboratori nel 2007 e successivamemeél 2008 hanno
studiato complessivamente 6 paratiroidi normali 41 ladenomi
paratiroidei ottenuti da sezioni fresche. All'indag immunoistochimica la
paratiroide normale presentava uno staining di nmmand mentre dli
adenomi mostravano un segnale medio/intenso a ocarael
citoplasma/nucleo. L’analisi genetica dell'esoned& gene CTNNB1
identificava 9 mutazioni (S37A, 7,3%). L'autore figaa che la
discrepanza dei suoi risultati rispetto a quellegadentemente riportati
potrebbe essere dovuta al fatto che Semba e Ikaalzohutilizzato tessuti
paraffinati mentre nel suo lavoro sono stati witz tessuti freschi.
Costa-Guda e Arnold nel 2007 hanno analizzato 3h@ai sporadici;
I'analisi genetica dellesone 3 del gei@INNB1 non ha identificato
nessuna mutazione ed in particolare neanche la §8@&fedentemente
descritta da Bjorklund.

Juhlin e colleghi nel 2009 hanno studiato con img@gnmunoistochimica
12 casi di paratiroide normale, 13 carcinomi, ea@l8nomi: la paratiroide
normale mostrava uno staining negativo a livelloleare, tutti i tumori e
gli adenomi paratiroidei mostravano uno staininggateo a livello

nucleare.

27



ANATOMIA PATOLOGIA

Il carcinoma paratiroideo € generalmente di grangiensioni (> 3 cm), a margini
irregolari, grigio-biancastro, e spesso aderisnademente ai tessuti adiacenti. La
presenza di un’infiltrazione a carico delle stregtwontigue e suggestiva per la

diagnosi di carcinoma.

Un aspetto di notevole importanza ai fini dellagtiasi e quindi anche della
possibilita di intervenire sul paziente in maniepaecoce e risolutiva, e
rappresentato dal fatto che si pud con certezzaidefnaligno un tumore delle
paratiroidi, solo se questo mostra I'evidenza oeléisivita locale o a distanza. E’
chiaro che questa situazione anatomopatologicaleoim modo significativo con
la gravitd del quadro clinico ed € indice di proginsfavorevole. Inoltre lascia
adito a tutta una serie di dubbi riguardo quell®ph@sie con caratteristiche
intermedie, chiamate adenomi atipici, che rapptesenla zona d’ombra nella
quale indagare. In effetti € proprio questo il &rgpecifico nella ricerca sul
carcinoma delle paratiroidi e anche lo scopo dedtnoo studio: riuscire ad
identificare precocemente e con sicurezza un cameawvero, differenziandolo dal

comune adenoma.

| criteri istologici di carcinoma paratiroid&o sono difficili da definire e
identificare. Schantz e Castleman (53) nel 1973 bastituito una serie di criteri,
tra cui la presenza di bande fibrose spesse,tattivitotica e l'invasione vascolare
e capsulare. Generalmente, le cellule neoplastidhesolito cellule principali)
sono disposte in uno schema lobulare, separatedecble e con la presenza di
figure mitotiche. L’invasione della capsula € pastb comune (60%), mentre
quella vascolare si verifica meno frequentemendel@%).

L’invasione capsulare € caratterizzata da una #ndu tessuto tumorale che

attraversa a tutto spessore le fibre collageneadepsula; deve essere distinta
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dalla pseudo-invasione capsulare che puo essergtadalla "cattura" di cellule

tumorali all'interno della capsula stessa, chaisitpovare anche nelladenoma.

| criteri di invasione vascolare sono stati defimtmodo diverso a seconda che il
coinvolgimento fosse di un vaso della capsula oppdir un vaso dei tessuti
circostanti. La vera invasione vascolare €& defidalinvasione di un vaso fuori

dalla capsula e dalla presenza di cellule tumarallia parete del vaso o di una
trombosi intravasale. Poiché il comportamento ntata® e raro al momento

della presentazione, la diagnosi di carcinoma pardéo sulla base dei criteri

morfologici puo essere difficile, al momento deitiérvento chirurgico. Molte

delle caratteristiche sopra descritte, come ad p®eriaderenza ai tessuti
circostanti, le bande fibrose, la crescita trabmegl e la mitosi, non sono
patognomonici di malignita, infatti queste carastithe si possono riscontrare
anche negli adenomi atipici. Il valore diagnostidell'invasione capsulare e
vascolare e ancora dibattuta. Alcuni autori conside I'invasione vascolare

come virtualmente diagnostica di malignita. Pedaitmomento esistono ancora

polemiche in ambito scientifico e incertezze diagjrohe.

In sintesi:Caratteristiche istologiche del carcinoma delle paratiroidi

1) presenza di sottili bande fibrose, documentate98% dei casi di carcinoma e
costituite da aree acellulate ricche di collageme suddividono il tumore in aree
piu piccole. Tuttavia non sono completamente spbefper carcinoma, poiché si
ritrovano anche in adenomi.

2) presenza di attivita mitotica importante, ristata nel’80% dei cancri delle
paratiroidi, ma anche questa non €& una carattaisclusiva del carcinoma. In
genere le cellule si aggregano in masserelle diffastrabecolate. Spesso é
presente marcato pleomorfismo nucleare e macroolucle presenza di aree di
necrosi € molto suggestiva di carcinoma.

3) capsula sottile, quando presente, e spesstratdilda sottili lingue di tessuto
tumorale che scompaginano il tessuto fibroso aelfsula.
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4) invasione vascolare

Alcuni studi volti a valutare la presenza di aneigih (variazione del numero di
cromosomi in eccesso o in difetto) nelle celluleatecinoma e I'eventuale valore
prognostico di questa in termini di sopravvivenz pazienti con carcinoma.
Alcuni studi hanno riportato aneuploidia nel 100 darcinomi metastatici, nel
60% dei carcinomi senza metastasi, ma solo nel & ddenomi. In un lavoro
del gruppo di Lumachi del 2004 sono stati valul&icasi di carcinoma e 15 di
adenoma con la citometria a flusso, per determifadNA index (D.l.) delle
cellule tumorali. Si & concluso che il D.l. € maggi nei carcinomi rispetto agli
adenomi (g0.001) e che quindi le cellule aneuploidi (B1) si trovano piu
frequentemente nei carcinomi (in 11/15 carcinond/E5 adenomi). Il D.I. puo
essere in conclusione, un marker utile per confegnte diagnosi di carcinoma
delle paratiroidi, anche se non sembra avere vagdoognostico in termini di
sopravvivenza.

Abbiamo accennato prima al concetto di adenomacatigon il quale si intende
un tumore delle paratiroidi che mostra carattedfigtidi malignita, come invasione
della capsula (87%), fibrosi intratumorale (75%)pa&zione di emosiderina
(58%), formazioni cistiche (50%), mitosi (29%) brbsi peritumorale (25%), ma
senza alcuna evidenza di invasione dei tessutostianti. Non é chiaro se la
progressione di questa lesione sia nel senso dghoaa o0 se abbia carattere di
benignitd come un adenoma tipico, ma la speranzheéin questo gruppo si

possano evidenziare i casi maligni, in fase anpogaoce.

Nel tentativo di migliorare l'accuratezza diagneestisono stati studiati altri
approcci di tipo istologich, ma nessuno ha ancora dimostrato un chiaro valore
diagnostico, tuttavia, l'alto tasso di anomalkRPT2 nei carcinomi delle
paratiroidi ha aperto la strada per lo sviluppadovi approcci diagnostici. Lo

studio di mutazioni diHRPT2 e [Iindagine immunoistochimica per la
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parafiboromina sembrano essere strumenti potenmaluna diagnosi differenziale
di quei casi che presentano una diagnosi istolaggicévoca .

CARATTERISTICHE CLINICHE

Spesso & molto difficile per il clinico individuareasi di carcinoma paratiroideo,
ma invece e di fondamentale importanza pensarerseagpuna possibilita simile,
in presenza di una ipercalcemia importante PTH rdipaté. Troppo spesso
infatti la diagnosi viene posta retrospettivamenmfgando ci sono gia metastasi
diffuse, mentre una diagnosi tempestiva riduce tahitita e la mortalita, grazie
alla possibilita di un intervento chirurgico ristlo. Il quadro clinico € in genere
dominato dagli effetti del PTH e dell'ipercalcempayttosto che dallinfiltrazione
di organi vitali da parte della massa tumorale. uAke caratteristiche di
presentazione possono suggerire la possibile niign

a) I'eta piu giovane di insorgenza dell'IPT;

b) I'assenza di differenza tra sesso maschile eniite;

C) una marcata ipercalcemia: valori superiori arigldl o comunque superiori di
3-4 mg/dl rispetto al limite superiore della horma,;

d) i livelli di PTH sono da 3 a 10 volte superialia norma,;

e) il coinvolgimento renale e osseo: la combinagiai entrambi al momento
della presentazione suggerisce la possibilita miilcama paratiroideo;

f) le dimensioni e 'aspetto della lesione paradea: il carcinoma e di solito> 3
cm e puo essere palpabile nel collo. Il tessutaire@ @ grigio-bianco e aderente
alle strutture adiacenti. La paralisi del nervarigeo ricorrente, in un paziente che

non abbia gia subito interventi chirurgici sul oolé suggestiva.

Infine nel carcinoma ci sono spesso delle “crisrgalcemiche” con improvvisi e
drammatici aumenti di PTH e calcemia.

Le sedi piu comuni di metastasi a distanza sonanpoé, fegato e o0sso.
Nonostante la diagnosi definitiva non sia possilgéneralmente all'intervento
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(motivo per cui spessissimo la diagnosi e tardiitapspetto clinico di carcinoma
e molto importante, per valutare bene i tempi grtegnosi.

DIAGNOSI DIFFERENZIALE

La comparsa di metastasi € I'unico inequivocahilerio di malignita, ma di
solito esse sono rare come sintomo di presentazose verificano durante il
decorso della malatth Alla presentazione iniziale, nonostante alcune
caratteristiche cliniche possano suggerire la pizsei una neoplasia, puo essere
difficile distinguere tra un IPT causato dal cacrita paratiroideo e quello
derivante dalla sua controparte benigna, molto qummune. Poiché i risultati
migliori in termini prognostici si verificano quaadi ha una resezione completa
del tumore al momento dell'intervento chirurgiczi@e, & importante stabilire la

diagnosi corretta sin dall’inizio.

L’immunoistochimica e usata per migliorare l'acterza della diagnosi di
carcinoma paratiroideo. Un primo approccio ha comigpo I'uso di marcatori di
proliferazione. L’aumento di alcune proteine asatecial ciclo cellulare (Ki-67,
ciclina D1) é stato dimostrato nel carcinoma pesateo rispetto alladenoma,
tuttavia la scarsa specificita di questi marcatwai limitato l'utilita di questo
approccio. Inoltre alcuni autori hanno descritt@ uiduzione dell’espressione di
p27, un inibitore della chinasi ciclina-dipendenge,anomalie dell’espressione
della galectina-3. L’associazione tra queste aneneadli alta espressione di Ki-67

e stato suggerito aumentare il rischio di malignita

Ad oggi tuttavia la valutazione delle alteraziori geneHRPT2sembra essere lo
strumento diagnostico piu promettente. La perditetdrozigosi (LOH), o la
mutazione del genéHRPT2 con conseguente alterazione del suo prodotto
proteico, la parafiboromina, pud essere Vvisualizzatamite un’indagine

immunoistochimica. Tale indagine risulta infattigagiva nella maggior parte dei
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carcinomi riportati in letteratura, tuttavia esse gssere negativa, anche se molto
raramente negli adenomi.

Fino ad oggi, sono disponibili dati limitati peranto riguarda lo studio dei casi
dubbi (adenoma atipico), in cui questa tecnicaldsedi maggiore utilita di

diagnostica.

Il valore predittivo positivo del test puo essewenantato, se si effettua I'analisi
del geneHRPTZ2parafibromina nei casi ambigui. Il risultato conutante di una
immunoistochimica negativa per parafiboromina in®erall’analisi genetica
positiva per mutazioni dHRPT2aumenta la probabilitd di un tumore maligno.
Pertanto, appare opportuno valutare tutte le legaratiroidee, in cui la diagnosi
e incerta, sia per la presenza di mutazioni dee@#RPT2che del suo prodotto

genico.

STORIA NATURALE E PROGNOSI

Il carcinoma paratiroideo ha in genere un decandolente, anche se progressivo,
perché il tumore ha un potenziale di malignita oistb basso. Alla presentazione
iniziale, solo pochissimi pazienti mostra un coilgumento dei linfonodi regionali
(<5%) o metastasi a distanza (<2%). Esso recidilige#io locale e si propaga
alle strutture contigue al collo. Le metastasieiificano durante il decorso della
malattia, con la diffusione ai linfonodi del col{80%) al polmone (40%), e al
fegato (10%). Raramente, le metastasi a distanzerfficano in 0sso, pleura,
pericardio, e pancreas.

La prognosi del carcinoma paratiroideo € moltoalzite e nessuna caratteristica
singolarmente correla con l'esito. Tuttavia la piag) dipende in gran parte dal
riconoscimento precoce e dalla resezione compkdtauthoreab initio. Una volta
che il tumore si ripresenta, la completa guarigienenprobabile, anche se la
sopravvivenza puO essere prolungata con la chaumsilliativa. | tassi di

sopravvivenza a cinque anni variano dal 40% al 86%.
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TERAPIA

La chirurgia e l'unico trattamento curativo pecarcinoma paratiroideo e consiste
in una resezione completa della lesione primitiv@@mento della diagnoSi

Per questo motivo, sia il sospetto preoperatorice dh riconoscimento
intraoperatorio (Vedi TAVOLE FOTOGRAFICHE-Figura 3ono di grande
importanzd®3’. Pazienti che presentano caratteristiche clinishggestive di
carcinoma devono essere sottoposti ad una esplomapprofondita di tutte e
quattro le ghiandole paratiroidee, poiché é stafgnalato che il carcinoma puo
coesistere con adenomi o iperplasia benigna. Ladachirurgica piu efficace é
la resezioneen bloc | linfonodi tracheo-esofagei, quelli paratraciheal del
mediastino superiore devono essere asportativiattana vasta dissezione della
regione latero-cervicale € indicata solo quandeé la diffusione della malattia ai
linfonodi cervicali anteriori.

Quando la diagnosi di carcinoma paratiroideo égdspo I'intervento chirurgico
sulla base dei criteri anatomo-patologici, comesspeccade, il piano di gestione
diventa piu complesso. Se le caratteristiche maopishe del tumore sono
tipiche del cancro, e la patologia mostra un’ampigasione vascolare e/o
capsulare o comunque un’ipercalcemia persistent® pssere considerata
un’ulteriore esplorazione del collo dopo un adegusiudio di localizzazione
(vedi sotto). Se viceversa il paziente € normocaice € indicato uno studio di
follow-up. Nonostante una resezione potenzialmereativa, il carcinoma
paratiroideo ha un tasso di recidiva del 50%. Laygia parte delle recidive si
verificano 2-3 anni dopo l'operazione iniziale, oquesto periodo e variabile (e
stato segnalato anche un intervallo libero da malairca 20 anni). Studi di
imaging dovrebbero essere condotti in tutti i paziprima di un reintervento,
mentre I'agoaspirato con misurazione del PTH suidig di lavaggio dovrebbe
essere usato con massima cautela su una lesiopettsSs se non del tutto
evitato, al fine di scongiurare la disseminazioneeatlule maligne lungo il tramite

creato dall’ago.
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La tomografia ad emissione di positroni (PET) & umetodica medico-nucleare
basata sull'utilizzo di traccianti legati ad isotopadioattivi che decadono
emettendo particelle b+ (positroni). La PET ha &tovsempre maggior impiego in
quest’ultimo decennio soprattutto grazie allo gwda di nuovi radiofarmaci con
caratteristiche tali da poter essere impiegati smo nel campo della ricerca ma
anche nella routine clinida Il primo fra tutti & il 18F-fluorodeossiglucosit8F-
FDG), tracciante analogo al glucosio e come talecatare del metabolismo
glucidico, che entra nelle cellule metabolicameattve e avide di glucosio
attraverso i trasportatori di membrana del glucd§&aUT) e, analogamente a
quest’ultimo, viene fosforilato dall’esochinasi. IREmbito della diagnostica della
patologia paratiroidea, la PET non ha un ruolo minp piano, svolto, invece,
dalla medicina nucleare tradizionale. La PET e rmamunque come tecnhica
tomografica e quindi a differenza della medicinacleare convenzionale ha
migliori capacita di localizzazione. Quest’ultima uéteriormente incrementata
dall’'utilizzo di tomografi ibridi PET/TC che hanmbffusione sempre maggiore.
Nella nostra esperienZala PET/TC pud essere considerata, nei pazieietitiada
carcinoma delle paratiroidi, uno strumento ad d@kegansibilita diagnostica sia in
fase pre- che postoperatoria. Come per gli altmian, il ruolo principale delle
immagini funzionali ottenute sono l'identificaziodesospette recidive tumorali e
la valutazione della malattia residua dopo trattameprimario. La PET/TC in
questi casi pud essere sicuramente consideratdegnaca complementare alle
immagini convenzionali, ma la bassa sensibilitjpecsicita in certe condizioni,
come ad esempio lesioni di piccole dimensioni (<\)mrende difficile il suo

impiego negli stadi iniziali di malattia.

La gestione dei pazienti con recidive locali o rs&dai a distanza e principalmente
chirurgica. Anche nel caso di metastasi a distaazeessibili e localizzate,
dovrebbe essere sempre presa in consideraziormdimchirurgica.

Anche se la resezione delle metastasi singole @amemte curativa, la loro

rimozione puod provocare dei periodi di normocal@eitie vanno da mesi a anni.
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La riduzione della massa tumorale puo anche reridpeecalcemia del paziente
piU responsiva a terapie di tipo medico.

La chemioterapia € generalmente deludente in ggegiienti. Diversi schemi
sono stati tentati ma nessuno di loro si & dimuaseHicace.

Anche la radioterapia trova poco spazio nella cirquesto tipo di tumore. Dati
recenti hanno suggerito I'uso dell’irradiazione eotarapia adiuvante. La Mayo
Clinic ha segnalato una sopravvivenza libera datniala un follow-up mediano
di 60 mesi in quattro pazienti che hanno ricevigdiaterapia adiuvante post-
operatoria.

Gestione di ipercalcemia

Quando il carcinoma paratiroideo e in uno stadi@anaato e le opzioni
chirurgiche sono esaurite, la gestione clinica wligequella del controllo
dellipercalcemia. Potenti bifosfonati per via eweloosa (pamidronato e
zoledronato) possono transitoriamente controlfgvercalcemia,
L’immunizzazione anti-PTH sembra promettente seoahe recenti case report.
Un altro approccio e quello costituito dai calciametici di 2° generazione che
sono modulatori allosterici del CASR; essi provaramome effetto finale una
riduzione della secrezione del PTH. Di conseguetaasensibilita al calcio
extracellulare € aumentata. Recentemente, soriopstablicati i risultati di uno
studio multicentrico sull’'utilizzo del cinacalcen i29 pazienti con carcinoma
paratiroideo inoperabile. Il cinacalcet effettivartee riduceva l'ipercalcemia in
circa 2/3 dei pazienti. Nel gruppo dei respond&&29 pazienti), i livelli sierici
di calcio si riducevano da 15,0 £ 0,5 a 11,2 g/ dl (p <0,001).

E 'stato interessante notare che le riduzioni gegnel siero di calcio non sono
state accompagnate da una riduzione simile dellilisdiePTH. | livelli di PTH
raggiungevano il nadir dopo 4 ore dalla somminmstiae del farmaco, ma la

riduzione non era sostanziale. Al momento questerefpanza rimane da chiarire.
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SCOPO DELLO STUDIO

Ancor oggi la diagnosi preoperatoria di tumore gradi paratiroideo é
aleatoria: sospetta e considerata una massa chmeasifesta con marcata
ipercalcemia e con presenza di tumefazione palpaBilrtroppo pero non tutti i
carcinomi presentano queste caratteristiche. Nmtoe® dei sintomi o dei segni
specifici di malattia che consentano la diagnoffedBnziale con le altre forme
tumorali.

Anche I'esame istologico non & sempre dirimentdéasoatura della neoplasia:
esistono dei tumori, gli adenomi atipici, che comtibono alcune caratteristiche con
I tumori benigni e altre con quelli maligni.

Un aspetto di notevole importanza ai fini dellagtiasi e quindi anche della
possibilita di intervenire sul paziente in manigpaecoce e risolutiva, é
rappresentato dal fatto che si pud con certezzaidgefnaligno un tumore delle
paratiroidi, solo se questo mostra I'evidenza dasivita locale o a distanza. E’
chiaro che questa situazione anatomopatologic&lecim modo significativo con
una certa gravita del quadro clinico ed € indicerdignosi sfavorevole. Inoltre
lascia adito a tutta una serie di dubbi riguardellguneoplasie con caratteristiche
intermedie, chiamate adenomi atipici, che rapprasenla zona d’'ombra nella
quale indagare. In effetti € proprio questo il &rgpecifico nella ricerca sul
carcinoma delle paratiroidi e anche lo scopo dedtnoo studio: riuscire ad
identificare precocemente e con sicurezza un cameawvero, differenziandolo dal
comune adenoma. A tal fine lo sviluppo di tecniahedi conoscenze sulla
caratterizzazione molecolare della neoplasia sembeasere strumenti potenziali

per una diagnosi differenziale di quei casi cheresentano equivoci.
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Molto & stato fatto negli ultimi dieci anni per ahire le basi imolecolari delle
neoplasie delle ghiandole paratiroidi, che presentaolte caratteristiche tipiche
di ogni altra evoluzione tumorale e pur tuttavianta delle inconfondibili
peculiarita. Anche nello studio dei processi chiegieinano lo sviluppo dei tumori
delle ghiandole paratiroidi e del carcinoma in icatare, la ricerca si e
concentrata nell'individuare anomalie in geni protacogeni e oncosoppressori, in
un percorso tortuoso che ha portato alla fine anulefcon chiarezza, almeno
alcuni dei geni implicati.

L'interesse per il genedHRPT2 e lidea che questo potesse essere rilevante
nell'induzione della neoplasia maligna e derivaa#iadstudio genetico dei pazienti
con HPT-JT, che abbiamo precedentemente desdritomentata prevalenza di
carcinomi nellambito di questa sindrome e la caaée ormai consolidata da
numerosi studi, che mutazioni del gefRPT2fossero alla base della malattia, ha
portato all'intuizione che lo stesso gene potesssere implicato anche
nell'induzione del carcinoma sporadico.

Lo scopo della nostra ricerca € valutare I'impated test genetico pedRPT2
nella diagnosi differenziale di tumore maligno wesrsadenoma, rispetto all’'uso
dei criteri bioumorali ed istopatologici convenzatin aspetto a tutt'oggi non
completamente chiarito specialmente nella zona biancostituita dagli adenomi
atipici.

L’attenzione per le alterazioni genetiche che caodansorgenza del cancro, non
e ovviamente finalizzato al puro interesse spesmadatma e importante per poter
studiare il paziente con carcinoma e soprattuaai familiari ed impostare un

corretto piano diagnostico e terapeutico.
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MATERIALI E METODI

Abbiamo considerato tutti i pazienti sottoposti iatervento chirurgico

presso il nostro reparto dal 1975 a maggio 2012dtagnosi istologica finale di

carcinoma delle paratiroidi 0 adenoma atipico.

Il nostro studio ha previsto una fase di ricercatipd retrospettivo (abbiamo

rivisto le cartelle cliniche dei pazienti per rieae i dati clinici preoperatori ed

operatori) e una fase di ricerca di tipo prospettiiguardante invece la raccolta

dei dati di follow-up e I'analisi genetica per mzitane HRPT2.

| dati ricavati sono stati inseriti in un datab&seel e sono i seguenti:

Dati demografici (Cognome e nome, Data di nas8i&sso),

Tipo di IPT alla diagnosi (primario, secondariaztario),

Presenza di sintomatologia e/o complicanze (reoa$ige, cardiovascolari,
ecc.) ed epoca di comparsa delle stesse,

Eventuale patologia tiroidea associata,

Indagini preoperatorie di localizzazione (ecograseintigrafia, TC, RM,
ecc.): per quanto riguarda l'ecografia, tutti i jesi il giorno
dell'intervento sono stati sottoposti ad ecografi@l collo in presala
operatoria da un operatore del nostro team conifg@eéormazione in
ecografia tiroidea e paratiroidea al fine di confare la localizzazione ma
soprattutto di guidare la ricerca intraoperatog#dadlesione.

Valori preoperatori di Calcemia, PTH, Vitamina Dalgri di normalita
considerati: Ca: 2,10-2,55 mMol/L; PTH: 12,00-72r@iL; Vitamina D3:
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carente <25 nMol/L, insufficiente 25-75 nMol/L, fiafente 75-
250 nMol/L
Data e tipo di intervento chirurgico, numero diemvienti eseguiti per
paziente,
Valori di PTH rapido intraoperatorio: il valore lagli PTH e stato
determinato prima dell’'escissione della ghiandoldl'induzione
dell'anestesia e dopo dieci minuti dall'asportagiodella stessa. Noi
consideriamo efficaci gli interventi in cui si @tie una riduzione del PTH
di almeno I'80% del valore base. Nei casi in cl®TIH non si riduce entro
i primi dieci minuti, viene eseguito un altro dogagy a 20 minuti
dall’exeresi della ghiandola,
Referto istologico definitivo,
Calcemia in prima giornata postoperatoria e alhaissione,
Complicanze postoperatorie (disfonia, ipocalcemdia, ),
Valori di Calcemia, PTH, Vitamina D al follow-up,
Eventuale terapia complementare,

Risultato dell’analisi genetica di HRPT2.

Per quanto riguarda I'esame istologico, le caratiche di malignita prese in

considerazione presso il Dipartimento di Anatomitolbgica dell’Universita

degli Studi di Padova cui facciamo riferimento sono

la presenza di un indice di proliferazione elevatiutato attraverso

I'analisi immuistochimica di ki-67, proteina espsasa livello nucleare in

tutte le cellule che stanno proliferando;

abbondante tessuto fibroso sia peritumorale (cagguiosa) che presenza
di tralci di tessuto fibroso anche all’interno tieinore;

scarsa presenza di adipociti, cellule che sonotteaistiche del tessuto

paratiroideo sano;

presenza di aree di necrosi.
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Queste proprieta sono comuni tra adenoma atiptar@noma: cio che distingue
le due forme neoplastiche & la presenza di invasieascolare, capsulare,
parenchimale, perineurale da parte delle cellutgorali, e la rottura della capsula
fibrosa con disseminazione ai tessuti limitrofiolire il riscontro di metastasi
linfonodali o a distanza & un segno definitivo dilignita del tumore.

Per uniformare i criteri di diagnosi della casiatin esame, abbiamo chiesto ad un
esperto Anatomo Patologo con alta formazione inlpgia tiroidea e paratiroidea
di rivedere i campioni istologici dei pazienti indluati, di cui ha confermato o
meno la diagnosi iniziale.

Il follow-up dei pazienti operati di carcinoma e eadma atipico
paratiroideo ha previsto una prima visita ambulaterdi controllo a 3-4 mesi
dall'intervento in possesso di un recente dosaggiGalcemia, PTH e Vitamina
D. Ulteriori dosaggi biochimici di controllo sontas effettuati quindi ogni 4-6
mesi. | pazienti che manifestavano un nuovo incremeli calcio e PTH sono
stati indagati prima con ecografia ed eventualmente scintigrafia. Nel caso si
confermasse la recidiva, poteva essere utile abebecuzione di una TC o una
RM al fine di una migliore localizzazione di malaté valutazione di resecabilita.
Nella nostra esperienza molto utile si e rilevdtsdcuzione della PET/TC
tuttavia ad almeno 3 mesi di distanza dall'inteteernde evitare interferenze con
il tessuto inflammatorio postoperatorio.

Abbiamo ricontattato telefonicamente tutti i paziererificando il loro stato di

salute, richiedendo un dosaggio di controllo di EaH, e Vitamina D. Sono stati
considerati aggiornati esami effettuati non pitsdi mesi prima. | pazienti che
avevano esami antecedenti ai sei mesi sono siicisati a ripetere le analisi

biochimiche e a trasmettere i risultati.

L’ANALISI GENETICA

Per I'analisi genetica ci siamo avvalsi della dotleazione dellEndocrinologia
dell'Universita degli Studi di Pisa a cui afferiammel’ambito di uno studio
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nazionale multicentrico sui carcinomi delle pa@tr. abbiamo fornito ai
colleghi piccoli frammenti di tessuto patologic@l@vati a scopo di ricerca previo
consenso informato del paziente.

Alcuni pazienti invece sono stati anche inviati d&kntro Tumori Ereditari
dell'lstituto Oncologico Veneto: I'analisi pressd Centro viene eseguita da
campione di sangue periferico e tampone buccale.

L’analisi genetica viene eseguita previa estrazidak DNA, amplificazione e
sequenziamento del gene HRPT2

Dal sangue (blood and body fluid spin protocol)at thmpone buccale (buccal
swab spin protocol) viene estratto il DNA genomad alto peso molecolare
mediante QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) seconde indicazioni del
produttore. A fine estrazione viene misurata lacemtrazione del DNA tramite
lettura spettrofotometrica con spettrofotometro dthop 1000 UV-Visibile.

Dal tessuto paratiroideo, il DNA viene estratto mate QIAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN) seguendo il protocollo DNA Purificatioroim Tissues.

La regione codificante (17 esoni) del gene HRPT&gunzioni esone-introne del
gene vengono amplificate con metodica della reazipalimerasica a catena
(PCR).

La PCR e un processo ciclico che raddoppia il nontslle copie di DNA ad
ogni ciclo di reazione. La regione di interesse aaplificare viene dunque
polimerizzata a partire da due oligonucleotidi sii@dprimer) che funzionano da
innesco per la polimerizzazione di cui uno e commgletare al filamento
codificante (forward) e l'altro al flamento non dibicante (reverse). La DNA-
polimerasi utilizzata &€ quella del batterio THERM®AR.US AQUATICUS, data
la stabilita dell’enzima alle temperature elevdte quali &€ necessario eseguire la
reazione.

La PCR prevede una serie di cicli sequenziali, ogriei quali ha tre fasi:

a) denaturazione a 94 °C del DNA a doppio filamep¢o ottenere il DNA a

singolo filamento;
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b) esposizione del campione alla temperatura dnéaling” o appaiamento,
specifica per ogni coppia di oligonucleotidi;

c) raggiungimento della temperatura di allungame(@ °C), ottimale per
I'enzima.

Ad ogni ciclo la miscela si arricchisce dei framrmeh sequenza compresi tra i
due oligonucleotidi. La PCR viene effettuata sumitasiclatore che svolge
automaticamente la reazione di amplificazione dammenti contenuti nella
miscela di reazione.

L'esito della PCR viene saggiato poi tramite coedattroforetica su gel di
agarosio nel quale i frammenti migrano a diversbooig& in base alla loro
lunghezza. Le bande di DNA cosi ottenute nel gelgeao messe in evidenza
tramite la colorazione con bromuro di etidio ch&gicalandosi tra le basi del
DNA, forma un legame che emette una fluorescenzggioee rispetto al
colorante libero.

| prodotti della PCR vengono poi purificati perneiinare i residui di tampone,
nucleotidi non incorporati ed eccesso di Tagq polase usando un kit
commerciale (Concert Rapid Purification System) sfratta la proprieta degli
acidi nucleici di legarsi a materiali in silice d altri tipi di matrici in presenza di
sali.

| prodotti di PCR purificati vengono sottopostiegaenziamento diretto.

Il campione di DNA viene denaturato a 96 °C peributi, in modo da separare le
due eliche del DNA. All'estremita’3Jel singolo filamento di DNA, si va ad
appaiare un primer complementare alla sequenzaDd&\ stampo, mentre
I'estremita 3 del primer rimane libera per consentire il legade nucleotidi
durante la reazione di polimerizzazione. Il seqi@nento automatico impiega
didesossinucleotidi terminatori con fluorocromi elisi per ogni base. Viene
utilizzato un apposito kit commerciale contenerg@dima di polimerizzazione,
AmpliTag DNA polimerasi FS, una variante della pwodrasi di
THERMOPHILUS AQUATICUS, ed i quattro didesossinuatidi terminatori
legati a fluorocromi diversi per ogni base.
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La reazione di polimerizzazione a catena vienelgtsegu termociclatore e consta
dei seguenti cicli:

1) ciclo di denaturazione a 96 °C per 30 secondi;

2) ciclo di amplificazione a 96 °C per 10 secomigietuto per 25 volte;

3) ciclo di annealing a 50 °C per 15 secondi;

4) ciclo di allungamento a 60 °C per 4 minuti;

5) ciclo di mantenimento a 4 °C per tempo indefinit

Una volta ottenuto il campione al termine dellazieae di polimerizzazione a
catena, questo viene purificato per eliminaremteatori fluoresceinati in eccesso
e i desossinucleotidi non incorporati. Il prodotiosequenza viene centrifugato
per ottenere il sedimento, contenente il DNA, cheua volta € risospeso in
etanolo e ricentrifugato. Una volta asciugato, azd nel sequenziatore
automatico ABI PRISM 310, il precipitato viene smibsto a corsa elettroforetica
lungo un capillare al termine del quale un senstiieo rivela il passaggio di ogni
frammento riuscendo ad identificare la base tertricea (ddA, ddC, ddG, ddT)
grazie alla diversa fluorescenza emessa dai fluonoic legati a ciascun
nucleotide, in seguito all’eccitazione di un ragdgser. | segnali vengono poi

convertiti in picchi formanti I'elettroferogrammaagie a un software.

| dati sono stati elaborati statisticamente couiadi una docente di statistica del
Corso di Laurea in Medicina e Chirurgia dell’Unisiéa degli Studi di Padova.

Sui dati numerici sono state calcolate le medidrootate con impiego del test di
Wilcoxon. Sulle variabili qualitative sono invecete calcolate e confrontate le
frequenze. Per valutare eventuali correlazioneé diti € stato applicato il test del
chi quadrato e, nei casi in cui questo non eraicgdple, il test esatto di Fisher.

Per tali analisi statistiche ci si & avvalsi debgramma informatico Graf Pad

Prism-5.
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RISULTATI

Dal 1975 a maggio 2012, presso il nosgparto sono stati sottoposti ad
intervento chirurgico per iperparatiroidismo 203dzienti. Di questi, i pazienti
affetti da carcinoma sono risultati 41 con inciderdel 2% degli IPT mentre
guelli affetti da adenoma atipico sono risultaticg4 incidenza 1,6% per un totale
di 75 pazienti considerati quale casistica dettanda eseguita.

L’eta media alla diagnosi era di 59,03 anni corrvallo di confidenza al 95% tra
56,83-62,80. L'eta media per le donne é risultatere di 60,62 anni, mentre per
gli uomini di 57,5 anni: ma questa differenza normisultata statisticamente
significativa. Il rapporto femmine:maschi € risttgoari a 1,2:1. Solo uno dei
pazienti presentava familiarita per patologia pevatea. La diagnosi di
carcinoma e piu frequente nei pazienti di sessahil@s(54%) rispetto a quelli di

sesso femminile (46%), dato tuttavia non statistieate significativo (p= 0,13).

Erano asintomatici alla diagnosi 15 pazienti (21),4%ei pazienti sintomatici
(Tabella 2), i principali sintomi riscontrati sostati nefrolitiasi (37% dei casi) e
osteoporosi (18,6 % dei casi). | calcoli renali beano essere piu frequenti nei
carcinomi (incidenza del 43%) ma questa differemaa e risultata statisticamente
significativa.

Inoltre il 17% dei pazienti della nostra serie prgava problemi cardiovascolari
al momento della diagnosi: 3 pazienti erano affeti cardiopatia e 10 da

ipertensione arteriosa.
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Adenomi Atipici (n/%) Carcinomi (n/%)

Nefrolitiasi 9/26,5 17/41,5
Osteoporosi 9/26,5 6/14,6
Patologia 7/20,6 5/12,2
cardiovascolare

Crisi ipercalcemica 0 2/4,9
Tumore osseo 0 2/4,9
Asintomatici 6/17,6 14/34,1
TOTALE 34 41

Tabella 2. Incidenza dei sintomi rispettivamentgliredenomi atipici e nei carcinomi.

Un altro sintomo riscontrato nella nostra casiséida colelitiasi che colpisce circa
nel 10% dei pazienti.

In due casi la patologia ha esordito con crisigpkremica, la diagnosi istologica
per entrambi questi pazienti € stata di carcinomaltre al momento della
diagnosi 2 pazienti avevano avuto in passato urotermsseo: in entrambi i casi
I'esame istologico della paratiroide ha dato edit@arcinoma. In un paziente la
patologia paratiroidea e stata diagnosticata imigegli pancreatite. Nessuno dei
nostri pazienti presentava massa cervicale pagabil

Sette pazienti su 75 (9,3%) erano affetti da ipafg@idismo secondario o
terziario. Quattro di questi pazienti hanno svilaggpcarcinoma e tre adenoma
atipico.

Dei pazienti che hanno sviluppato recidiva 9/134p®resentavano alla diagnosi
sintomi gravi, mentre in quelli liberi da malattitncidenza di sintomi gravi e
risultata pari a 28/57 (49%), senza tuttavia sigativita statistica (p=0,19).

I 37% della nostra serie di pazienti presentavinlpgia tiroidea associata, nel
15% si trattava di patologia tumorale. Non é rialtcorrelazione statistica tra

patologia maligna tiroidea e carcinoma delle pevati (p=0,33).
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Tutti i pazienti presentavano ipercalcemia allaggdasi, tranne uno, con un valore
medio di 3,2 mMol/L con intervallo di confidenza 8% di 3,1-3,3 mMol/L
(media G1:. 3,1 mMol/L, G2: 3,2 mMol/L), senza diffaza statisticamente
significativa. Nelle recidive i valori medi sonauitati pari a 3,4 mMol/L, mentre
nei pazienti liberi da malattia era di 3,1 mMol/lisultati statisticamente
significativi al test di Wilcoxon (p= 0,043).

Per quanto riguarda i valori di PTH preoperatoitioglore medio € risultato pari
a 670,0 ng/L con intervallo di confidenza al 95%ngoeso tra 522,2 e 818,2
ng/L. (G1: 931, 8 ng/L; G2: 477,8 ng/L) con sigadiivita statistica (p=0,036).
Anche in questo caso e stato applicato il test iitd¥on per confrontare le medie
dei due sottogruppi e la p € risultata di 0,03pazienti che nel corso degli anni
hanno presentato recidive o metastasi avevano media dei valori di PTH
preoperatori maggiori rispetto al gruppo di paziehe non le hanno avute (valore

medio di 1030 ng/L) statisticamente significativo.

L’ecografia e la scintigrafia sono state le due adiethe piu usate nella
localizzazione preoperatoria dei tumori paratiroide scintigrafia nella nostra
serie ha dimostrato una sensibilita del 71%, mgmere’ecografia la sensibilita e
risultata pari al 73%. L'unione della due indadiai consentito di indentificare la
lesione con una sensibilita del 90%. In 3 pazienéi resa necessaria I'esecuzione
diuna RM e in 7 di una TC: queste due metodicmmbaonsentito di localizzare
la lesione in tutti i casi in cui sono state im@ity

La PET e stata eseguita in 5 casi. Nel primo casPHT e stata utilizzata per
confermare la presenza di una massa paratiroidelfasti@ica vista alla TC. In
guesto caso I'indagine ha consentito di individuamehe delle metastasi a livello
polmonare. Nel secondo caso I'esame e stato efettin un paziente dopo
paratiroidectomia per identificare I'eventuale greza di metastasi: ha dato esito
negativo. Nel terzo caso la PET é stata eseguiantkuil follow up per indagare
I'incremento dei valori di PTH, anche in questo aa&srisultata negativa. Nel
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guarto caso e stato utilizzata in un paziente inera stata documentata la
presenza di metastasi polmonari per controllardedorso della patologia. Nel
quinto caso questa indagine e stata usata peraié aopo paratiroidectomia la
scintigrafia risultava positiva in loggia paratitea: la PET é risultata negativa e

ha smentito persistenza di malattia.

Per quanto riguarda l'intervento chirurgico, a gottel sospetto di malignita e
stato richiesto un esame istologico estemporanebeaper guidare gli interventi
con sacrificio di strutture anatomiche interessktenalattia, anche se non sempre
tale esame é risultato dirimente e veramente stippprimanendo il sospetto
clinico del chirurgo piu orientativo. Sostanzialrtefa valutazione intraoperatoria
dell'aspetto del tumore e il grado di infiltraziordelle strutture circostanti,
supportate da alti valori preoperatori di CalciBBH, fanno decidere al chirurgo
guanto ampia deve essere la resezione. Quasii taétsi di carcinoma hanno
subito un intervento di paratiroidectomia allargate eventuale sacrificio delle
strutture infiltrate e linfoadenectomia. In nessaso di adenoma atipico € stata
eseguita un’exeresi dei linfonodi o la sezione detvo ricorrente: mai un
adenoma atipico ha presentato caratteristiche ree@piche di invasivita.

In 5 casi (2 carcinomi e 3 adenomi) l'interventstato associato a tiroidectomia
totale e non alla sola lobectomia: in tre di queasi la patologia paratiroidea era
associata a gozzo, in un caso a carcinoma tir@daain caso non era associata a
patologia tiroidea ma si € resa necessaria pevntetnici.

La paratiroidectomia semplice nei carcinomi sivelata associata ad insorgenza
di recidiva nel 50% dei casi. Questo dato ha pesrs® significativita a causa
dell’esiguo numero di casi.

A partire dal 1996, epoca di introduzione dellaodéta, per valutare il successo
dell'intervento e I'eventuale presenza di tumoriltipli € stato dosato il PTH
rapido. Nella nostra serie il dosaggio del IO-PTstato eseguito in 56 casi.

| pazienti che con I0-PTH < 80% e che hanno presemecidiva sono risultati 3,

guelli che non hanno presentato recidiva sonotasub. | pazienti con valori di
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IO-PTH > 80% che hanno presentato recidiva sondtais 2, mentre i restanti 41
casi non hanno presentato recidiva. Al test eddittéischer abbiamo constatato
una correlazione statistica tra la presenza didnexie i valori di 10-PTH
(p=0,031). | pazienti con diminuzione di PTH intpaoatorio inferiore all’80%
hanno un rischio relativo per lo sviluppo di reealidi 4,7 con intervallo di
confidenza tra 1,67 e 13,23.

Il tumore era dovuto a patologia di una ghiandet@gica in 6 casi (8,5%), in uno
solo di questi casi si trattava di adenoma atiploodue casi il tumore era a
localizzazione mediastinica, in due casi la loz@zone era retrogiugulare e negli
altri due casi intratimica.

Abbiamo notato che 'adenoma atipico della paratece il carcinoma colpiscono
piu frequentemente le paratiroidi inferiori: nellastra serie abbiamo infatti una
frequenza del 71% di localizzazione inferiore eosél 20,5% di localizzazione
superiore.

La dimensione media della lesione e risultata pa#,8 cm con intervallo di
confidenza al 95% compreso tra 2,5 e 3,2cm. La asoee media per gli
adenomi atipici era di 2,6 cm e per i carcinomi B, cdifferenza non
statisticamente significativa anche se si notetalénza dei carcinomi ad avere
dimensioni maggiori.

La complicanza disfonia € risultata piu frequentei pazienti che hanno
sviluppato recidiva (pazienti con recidiva 40%, ipa# liberi da malattia 11%),
probabilmente correlata ad interventi piu aggressmw scheletrizzazione spinta
del nervo laringeo, se non addirittura sacrificiell@ stesso, per esigenze di

radicalita oncologica.

Per quanto riguarda il referto istologico, la resfie dei vetrini da parte di un
anatomo patologo esperto in patologia tiroidea mtpaidea ha confermato le
diagnosi in tutti i casi tranne uno in cui la diaghdi carcinoma € stata rettificata

in adenoma atipico per assenza di infiltrazioneotse, capsulare, perineurale o
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dei tessuti limitrofi. Del resto il paziente operatveva avuto un decorso clinico
del tutto benigno che gia poneva in dubbio la disgmiziale di carcinoma.

Nei carcinomi, I'invasione capsulare e stata risaia nel 41, 2%, l'invasione
vascolare nel 64,7 %, I'invasione dei tessuti liofit nel 38% dei casi.
L’infiltrazione dei tessuti limotrofi era presente7 su 13 pazienti con ripresa di
malattia e solo in 5 su 28 che non hanno avuto &dooggi recidiva, con

differenza di incidenza statisticamente significatfp<0,03).

Cinque pazienti affetti da carcinoma sono statiopatsti a radioterapia palliativa,
nessuno di essi risulta vivente. Solo un pazientstado chemiotrattato per

presenza di metastasi polmonari ed e decedutoifpantardi.

Il follow-up medio é risultato da un minimo di dteiadi 2 mesi ad un massimo di
17 anni. Dal follow-up, sono usciti 4 pazienti #fifela carcinoma che non siamo
riusciti a rintracciare in alcun modo.

Dodici pazienti risultano deceduti per malattia coawmatosa pari ad una
mortalita complessiva del 31%: 10 per progressideléa patologia tumorale, 1

per arresto cardiaco, 1 per crisi ipercalcemic&rautrsa durante l'intervento
chirurgico.

A 5 anni la percentuale di sopravvivenza e risaltzri al 88,13%, a 10 anni del
79,74%, a 15 anni del 29,24%. Sicuramente il mightento delle tecniche
diagnostiche e chirurgiche nel corso degli anniiffluito sulla sopravvivenza.

Infatti scintigrafia e I0O- PTH non erano impiegadii primi anni di questo studio.

| pazienti che sono andati incontro a recidiva dast@si sono risultati 13, tutti
con diagnosi postoperatoria di carcinoma: di qu&Btisono deceduti (mortalita
nei pazienti con recidiva 77%). La percentualeedidiva per i carcinomi e del
31%. Diecipazienti hanno sviluppato recidiva locoregionaleadte il periodo di

follow-up, 2 pazienti presentavano metastasi gig@amento dell'intervento (uno
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a distanza e uno a livello locoregionale) e 1 p#eieha sviluppato metastasi
polmonari nei due anni successivi all'interventcei Nvazienti con recidiva, il
tempo medio di sviluppo é stato di 6,8 anni (miniZnanni- massimo 14

Il valore medio postoperatorio di PTH nei paziestittoposti a follow-up e
risultato pari a 63,66 ng/L con intervallo di catégnza al 95% tra 47,83 e 79,50
ng/L. (G1: 71,64 ng/L, G2: 56,77 ng/L, dati statiatnente non significativi-
p=0,27).

Il valore medio postoperatorio di calcemia riscatdral follow-up € risultato di
2,39 mMol/L con intervallo di confidenza al 95% 2z33-2,44 mMol/L senza
differenza tra G1 e G2.

In 6 (11,5%) pazienti sottoposti a follow-up sortatisriscontrati valori di Ca
leggermente al di sopra del range di normalital inaso era elevato anche il
valore di PTH (129 ng/L). Si trattava di un pazesnbn adenoma atipico operato
nel 2003 e rioperato nel 2009 per l'insorgenzardaliro adenoma. In un paziente
e stato rilevato un livello di calcemia al di sottei limiti con un livello di PTH
aumentato (232 ng/L).

In alcuni pazienti & stata dosata anche la vitarBind valore medio di questa &
risultata pari a 46,36 nMol/L con intervallo di dmenza al 95% tra 36,17 e 56,56
nMol/L. Nell'12% dei pazienti la vitamina D é rigata carente, nel 76% dei casi

e risultata insufficiente e in un altro 12% deii@ssultata sufficiente.

ANALISI GENETICA

| risultati dell’analisi genetica su tessuto pago ci sono stati forniti dal
laboratorio di genetica del’Endocrinologia dell'lVarsita degli Studi di Pisa. E
stata identificata 1 doppia mutazione somatica m tassuto di metastasi
polmonare (Figura 1). La prima mutazione € a catielbesone 1 ed e costituita da
una delezione nucleotidica di una guanina che co@pmo slittamento di tutta la
cornice di letturaf.60delG. Questa mutazione determina un codone di stop
prematuro al codone 25 dellesone 1. Inoltre sempedo stesso tessuto
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verosimilmente sull’altro allele abbiamo identificauna delezione di una timina a
carico dellesone 3 c¢(248delT). Anche questa costituisce una delezione
nucleotidica al nucleotide 248 che determina uatinizione prematura (codone di
stop al codone 108 dell'esone 4). Il paziente in &€uwstata riscontrata questa
mutazione era affetto da una forma tumorale agyeessa infatti sviluppato
metastasi polmonari a due anni dal primo intervatitparatiroidectomia ed e
deceduto a causa della patologia tumorale. Inaltfee anni dall'intervento questo

paziente ha sviluppato anche un tumore bruno dsibo

— ¢.23TGCG>GTG
C.70G>T (E24X)| — — c.76delA — &-670InsAG
c.82deld ¢.664C>T (R222X) ¢.700C>T (R234X)*
¢.60del10 —
c.165C>A (Y55X)/c.165delC c.732delT
¢.39G>T/c.39delC €.162C>G (Y54X) ¢.1230delC
c.16delA €.226C>T (R76X) —|v6-1delG c.746delT
r c.373insA
, Y -+
s—_ 1 H 2 s}l e HH 7 [ 8 J/Hs][1e [HrR =
E c.195insA I ¢.692_693insT
c.195insT c.415C>T (R139X) | 593 604insG

c.128G>A (W43X)— c.182 T>A (L61X)

€. 25C>T(R9X) . c.176 C>T (S59F)

Figura 1. Principali siti di mutazione riscontrati nel gendRPT2, le mutazioni segnate in
grassetto sono quelle associate a mutazioni gerimina

In 10 campioni I'analisi genetica e risultata négaper la presenza di mutazioni e
in 15 campioni l'analisi genetica non € stata wi@nente valutabile. Di questi
campioni abbiamo studiato circa il 50 % della regi@odificante del gene, e non e
stato possibile condurre uno studio completo peru@lita non idonea del
materiale paraffinato. I risultati parziali non mandimostrato alcuna mutazione a
carico degli esoni studiati.

Lo studio condotto sugli adenomi atipici e risudtategativo per la presenza di

mutazioni in tutti i campioni.
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Dei pazienti affetti da carcinoma delle paratiroalicui € stato proposto di
sottoporsi all'analisi di mutazione germinale peegdsCentro Tumori Ereditari
dell’lstituto Oncologico Veneto, hanno aderito adknidio undici pazienti. Solo in
due dei pazienti indagati € stata riscontrata uotmione: in uno di questi non é
stata rilevata una variante di sequenza patogenetegli esoni 1-17, ma
nell'introne 8 e stata riconosciuta in eterozigmsa variante di sequenza c828+29
in cui un adenina é stata sostituita con una tim@@esta mutazione non € mai
stata descritta prima in letteratura. E importardtare che questo paziente aveva
una forma tumorale aggressiva: presentava gia tastdmfonodali e polmonari
al momento della diagnosi ed &€ andato incontro atemdopo soli due anni
dall'intervento chirurgico. Questo paziente era hencstato sottoposto a
radioterapia. Nel secondo paziente negli esoni,1164 17 del gene HRPT2 non
sono state evidenziate varianti di sequenza ricoates come patogenetiche.
Nell’esone 15 é stata riscontrata in eterozigosaldante di sequenza ¢.1338dupT
p.Val507Cys fs*17. La presenza di tale mutazionstata confermata in un
secondo campione di DNA estratto da tampone buctaleariante di sequenza
rilevata determina la formazione di una proteinenta ed € da considerarsi

patogenetica.
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DISCUSSIONE

Il carcinoma delle paratiroidi € tumorerestamente raro. La sua incidenza e
comunemente considerata nelllambito dell'iperpasatismo primitivo, ed e
riportata pari all'1-4% dei casi. La ricerca chdiamno condotto si avvale di una
rilevante personale esperienza (piu di 2000 cadPdi trattati in 35 anni) in
chirurgia tiroidea e paratiroidea: e chiaro ch@dgohghe e consistenti esperienze
permettono di avere un numero di casi su cui s&sipde trarre delle conclusioni
statistiché’. Infatti dall'analisi della letteratura le casidte pil numerose,
dell'ordine di un centinaio di pazienti, sono fauttli studi multicentrié? .
Tuttavia, I'evoluzione tecnical/tecnologica oltreeclcientifica in medicina e
chirurgia e talmente rapida che trarre conclusitadifanalisi di pazienti di diverse
epoche € a volte scorretto: pazienti degli annil8® avessero potuto godere delle
tecniche e conoscenze oggi a disposizione forsebbero potuto ricevere un
trattamento piu adeguato della loro malattia. Qugsbblematica rende ancor
oggi impossibile la stesura di protocolli gestiorcame ad es. € stato fatto per il
cancro del colon-retto o della mammella.

In generale i risultati della nostra ricerca confano che le lesioni carcinomatose
correlano con valori piu elevati di Calcemia e Pdndoperatori.

Il sospetto di malignita nasce quando i valori @HPsono piu di 5 volte sopra la
norma: nella nostra serie gli adenomi atipici pnégeano valori di PTH di circa
6,62 volte sopra il limite e i carcinomi di circa3 lvolte. Valori di calcio
preoperatori molti alti sono risultati essere uttoi@ di rischio per lo sviluppo di

recidiva.
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Inoltre I'incidenza di IPT “complicato” e piu fregate nelle forme maligne che in
guelle benigne: numerosi sono i pazienti con caro@ 0 adenoma atipico che
presentano osteoporosi e/o nefrolitiasi a volteroanifestazione piu grave.

Del tutto recentemente, abbiamo valutato l'utitiélla PET con 18F-FDG nella
patologia paratiroidea maligna, il cui ruolo intéghtura non & ancora ben
definito. Nella nostra esperienza, € utile soptattnell’identificare la presenza di
recidive, nel valutare la radicalita dell’interverdtesso e nella ricerca di eventuali
metastasi: infatti il cancro della paratiroide é&davdi 18F-FDG, le lesioni si
vedono come ipercaptanti. Solitamente la PET eudsemn combinazione con la
TC: cio permette una localizzazione anche spadigbeofondita della lesione con
maggior precisione rispetto alla scintigrafia. pefriodo postoperatorio, non va
eseguita troppo precocemente per il rischio dii fidssitivi; comunque rimane,
secondo noi, uno strumento di imaging accurato isidase di stadiazione
preoperatoria che postoperatoria.

Purtroppo ancor oggi non e dato di arrivare alimento chirurgico con una
diagnosi di malignita della paratiroide. Si giungen unsospettodi carcinoma
basato sulla gravita di malattia: per questo motavgianificazione dell’entita
della resezione non pud essere pensata a priorivietee valutata durante
lintervento stesso in base al reperto intraopeiwtd | tumori maligni molto
Spesso si presentano come masse che invadondteanmafii tessuti circostanti.
Inoltre, I'aspetto macroscopico del carcinoma étawiente quello di una massa
grande e dura, circondata esternamente da abbentessguto fibroso, mentre
'adenoma benigno si manifesta come una massa darbotonda o ovale.
L’adenoma atipico dal punto di vista morfologicosinile al carcinoma, ad
eccezione del fatto che non presenta infiltrazideietessuti circostanti. Del resto
I'unico trattamento realmente curativo € la chirarghe deve quindi essere la piu
radicale possibile.

La rimozione “en bloc”, evitando la rottura dellapsula tumorale e quindi la
disseminazione cellulare, rappresenta la procedusxelta su cui si punta per

migliorare la prognosi.
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Uno strumento utile per sapere se la resezionata fttta in modo completo ¢ |l
dosaggio del I0-PTH. Viene ampiamente discussoetteratura il cut-off da
considerare per una corretta valutazione del ssocdsllintervento: € da noi
considerata ottimale una riduzione dei livelli dTHP di almeno I'80% dopo
paratiroidectomia. Infatti, dalla nostra esperienaaa riduzione del 10-PTH
inferiore all’80% comporta una frequenza di recad®/o persistenza di malattia
piu alta. Questo & probabilmente dovuto alla nanpmeta escissione del tessuto
maligno, che puo avere infiltrato se non gia esseetastatizzato. La mancata
discesa del I0-PTH in caso di diagnosi di carcinamsalta indice altamente
predittivo di aggressivita tumorale.

Del resto nella nostra serie di pazienti, abbiaraofermato che la presenza di
infiltrazione dei tessuti circostanti da parte tlghore originario costituisce un
fattore di rischio per lo sviluppo di recidiva. kecidive locali sono un’evenienza
abbastanza frequente nei carcinomi delle paratif@2% dei casi della nostra
serie) e sono responsabili della maggior partereigterventi. In alcuni studi
ritroviamo che la ripresa di malattia puo arrivareolpire anche piu del 50% dei
pazienti. Le metastasi a distanza sono invece wantevraro che si associa
solitamente ad una progressione piu aggressiva galiologia e a rapida morte
del paziente.

Dall’analisi dell'intervallo libero da malattia dalnostra casistica si individuano
sostanzialmente due gruppi di pazienti: il prima cm intervallo medio libero da
malattia pari a 2 anni- indice di malattia piu agggiva- il secondo pari ad un
valore medio di 14 anni- indice di una forma di atth con andamento piu
subdolo. Del resto pure dall’analisi della lettarat emerge questa dualita di
identita clinica: vengono riportati casi di recidida un minimo di 2-4 anni fino
anche a 20 anni dopo l'intervento chirurgico. Aga@mente i dati di mortalita:
della nostra casistica confermano la stessa teswi@o stati registrati decessi per
patologia paratiroidea dopo poco meno di 2 andiin@rvento e dall’altra parte
anche dopo piu di 15 anni. Questo a sostegno deblda secondo cui |l
carcinoma paratiroideo presenterebbe due idertiiiclee, una a lenta crescita e
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meno aggressiva e un’altra a crescita piu rapidmvasiva. Del resto va
considerato che la sopravvivenza media a 15 anifiinte&rvento chirurgico
risulta pari ad un terzo dei pazienti a dimostragidel fatto che la guarigione non
appartiene alla storia naturale di questa neoplasia

La diagnosi istologica di carcinoma é difficile enpuo prescindere da adeguate
informazioni cliniche che derivano da una strettlabborazione tra chirurgo e
anatomo-patologo. | criteri istologici per definina carcinoma paratiroideo sono
difficili da stabilire e molto sottile & la diffemea tra I'aspetto di un adenoma
atipico e quello di un carcinoma (Vedi TAVOLE FOTA&FICHE-Figura 4).
Del resto € stato riportato come solo una parteaioriginariamente classificati
come carcinomi si comportassero realmente comeltalidiagnosi della nostra
casistica sono state riviste da un unico anatonalgEpo esperto in patologia
tiroidea e paratiroidea che ha seguito dei crd@gnostici uniformi e quindi la
casistica si puo considerare omogenea.

Nel tentativo di migliorare la precisione della ghasi sono stati studiati alcuni
approcci di tipo immunoistochimiéd la perdita di parafibromina, I'espressione
del Rb, la superespressione della galectina-3iadice proliferativo alto (Ki-67)
possono distinguere il carcinoma paratiroideo dalleée forme tumorali.
Purtroppo nessuna di queste tecniche presentan&tausensibilita che un’alta
specificita: solo associate al decorso clinico alepatologia e ai reperti
intraoperatori possono aiutare ad identificaredeme malign&®. L’assenza di
parafibromina é stata fino ad oggi identificataoseéi tumori maligni e in nessun
adenoma atipico: la parafibromina e codificata gehe HRPT2. Purtroppo la
mutazione di questo gene non & presente in tettrdinomt’. L'alterazione di
HRPT2 é valutabile sia attraverso tecniche di imomstochimica, sia andando a
ricercare la mutazione del gene nel DNA delle ¢eltiel tessuto tumorale.

Negli ultimi anni, l'identificazione dei geni respeabili delle sindromi familiari
dell'iperparatiroidismo primitivo ha allargato leomoscenze riguardo la
tumorigenesi delle ghiandole paratiroidi, che ti#a rimane largamente

incompresa. In molti modelli di tumorigenesi, lsstdbuzione delle alterazioni

58



geniche in corrispondenza dei cromosomi piu freteraente coinvolti suggerisce
I'idea di una progressione delle mutazioni nel esso di sviluppo del carcinoma.
Non é confermato se il carcinoma sporadico dellatpaidi si sviluppi dagli
adenomi o meri8. Il pattern delle alterazioni geniche evidenziage carcinomi &
nettamente diverso dal pattern riscontrato neghachf®. La maggior incidenza
di adenomi e la rarita dei carcinomi sembrerebb@eati se stessa smentire un
processo di progressione nella maggior parte dei ca

| risultati della nostra ricerca sembrerebbero stigg I'analisi genetica quale
strumento diagnostico promettente: il risultato amnitante di  una
immunoistochimica negativa per parafiboromina in®erall’analisi genetica
positiva per mutazioni di HRPT2 aumenta la probigbili tumore malignty>™.
Tale valutazione appare opportuna in tutte le legparatiroidee in cui la diagnosi
& incertad>

Sappiamo che la parafibromina agisce come oncoseqe impedisce infatti la
proliferazione cellulare interagendo con la ciclin@ bloccando il ciclo cellulare:
e chiaro dedurre come la perdita di questa protaassociata a tumorigenesi.

| pazienti in cui si conosce la presenza della mate devono essere controllati
con pill frequenza perché pitl a rischio di progoessidi malattia’. Oggigiorno
I'analisi genetica viene eseguita postoperatoridenen quanto la diagnosi di
carcinoma o adenoma atipico € come abbiamo detto istwlogica. Tuttavia
potremmo ipotizzare I'utilitd dell'analisi genetida ambito terapeutico nelle
forme di iperparatiroidismo familiare: un paziemt#etto da IPT grave con un
caso indice (parente con carcinoma paratiroideoR®F2 mutato) nell’albero
genealogico deve essere sottoposto ad interveritargico con esplorazione
bilaterale del collo. Nel caso in cui sia necessana paratiroidectomia completa
a causa di un’iperplasia di tutte le ghiandole,edessere evitato I'autotrapianto:
infatti con questa procedura si rischierebbe dipitnatare delle cellule
potenzialmente metastatiche. In questi pazientié@omungue raccomandata la

paratiroidectomia profilattica.
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Tuttavia, a fronte dei notevoli progressi nell’atbdella biologia molecolare

anche del carcinoma delle paratiroidi, la nostfzegenza dimostra che lo stretto
follow-up clinico rimane a tutt’oggi 'unico strum& indispensabile per una cura
adeguata della malattia: I'analisi genetica pucerdgdare, confermare ma non

ancora guidare il trattamento.
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CONCLUSIONI

In sintesi:

La diagnosi preoperatoria di carcinoma e ancor agjfficile: indici di
sospetto possono essere elevati livelli di calceenidi paratormone in un
qguadro di iperparatiroidismo “grave” associato anpbcanze. La diagnosi
definitiva € addirittura molto spesso suggerital’@alamento clinico della
malattia che impone una revisione istologica.

Il trattamento piu efficace e ancor oggi quellorakgico: tanto migliore e la
prognosi quanto piu radicale e stato il primo iméeito eseguito. | chirurghi
esperti in tale chirurgia sanno che il dubbio didee carcinomatosa va
sempre posto alllanatomopatologo di fronte a ldsioon caratteristiche
intraoperatorie “suggestive”.

La diagnosi istologica rimane molto complicata: sofondamentali le
informazioni cliniche fornite dal chirurgo e quindna stretta collaborazione
tra clinico e anatomopatologo. Al giorno d’oggi, contributo sembra essere
fornito nelle forme dubbie dall'immunoistochimicalell’analisi genetica: una
immunoistochimica negativa per parafiboromina ingeail’analisi genetica
positiva per mutazioni di HRPT2 aumenta la prohgbdi tumore maligno.

Del resto [lidentificazione della mutazione di HRPTsia attraverso
'immunoistochimica che l'analisi genetica puo angt a confermare la
diagnosi di carcinoma ma non puo purtroppo escladeBolo la stretta

osservazione clinica pud permettere ancor oggiatlitare I'andamento della
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forma tumorale del paziente e di conseguenza efffliropportuni trattamenti

del caso.

Nei carcinomi sporadici delle paratiroidi, la gao@tHRPT2 dovrebbe essere
considerata parte delle analisi da valutare ass@nparametri convenzionali in
quanto correla con una forma di malattia piu aggves L utilita dello screening
genetico HRPT2 dovrebbe presupporre un follow-upipienso e uno screening
famigliare. Lo studio genetico e sicuramente uidd’indirizzare ad un approccio
chirurgico piu aggressivo che a tutt'oggi rimaneoalo trattamento piu efficace.
La nostra ricerca apporta un consistente contrilbwbmerico alla ancor esigua
casistica esistente in letteratura sul carcinomaul¥adenoma atipico delle
paratiroidi, alla luce delle nuove indagini struradine di caratterizzazione

molecolare.
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TAVOLE FOTOGRAFICHE

Ghiandola paratiroidea
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FIGURA 1: Le ghiandole paratiroidi regolano i lilietli calcemia agendo sul riassorbimento
intestinale, osseo e renale.
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FIGURA 2: Schema riassuntivo delle funzioni dellardibromina. La parafiboromina & una
proteina oncosoppressore che regola I'apoptosiclib cellulare, I'espressione genica dei fattori d
crescita (Es. Insulin-like growth factors | e 1§, Tumour-associated wingless type (Wnt) patway,
il complesso polimerasico associato al fattore Bf{P La perdita di espressione della
parafibromina attraverso mutazioni inattivanti énrg HRPT2 in teoria potrebbe avere effetti in
una o diverse di queste vie molecolari, le quadira volta propagano il processo di tumorigenesi

delle paratiroidi’.
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FIGURA 3: A. Aspetto macroscopico intraoperatorio ndassa paratiroidea carcinomatosa di
consistenza dura, infiltrante i tessuti limitro8. Sezione ex vivo della massa: evidente il
caratteristico aspetto lardaceo.

FIGURA 4: Particolare microscopico di lesione paoidea carcinomatosa: aspetto cellulare
solido compatto della massa, nella sezione sumer®revidente gettone tessutale solido
intravascolare. (Per Gentile concessione del DoB@nMaria Pennelli, Istituto di Anatomia

Patologica-Universita degli Studi di Padova).
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