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Riassunto 

L’individualizzazione del protocollo chemioterapico, tramite lo studio 

farmacocinetico degli agenti antitumorali e lo sviluppo di modelli di campionamento 

limitato (LSS), può migliorare la qualità di vita dei pazienti in terapia. Gli obiettivi di 

questo studio sono quelli di misurare la AUC della vinblastina (VBL) nei cani alla prima 

somministrazione, sviluppare un LSS e valutare l’associazione tra le AUC individuali e la 

presenza di effetti collaterali o di risposta tumorale. Sono stati inclusi 11 cani, trattati con 

VBL e ne è stata misurata la concentrazione plasmatica 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 

360 minuti dopo la somministrazione. Per ogni cane è stata calcolata la AUC ed un 

modello LSS. Successivamente, i cani sono stati suddivisi in due gruppi in base alla 

presenza/assenza di effetti collaterali e di risposta clinica. La AUC media di VBL è stata 

282,1 ± 91,7 min*ng/mL. Non si sono osservate differenze significative di AUC tra i cani 

che sviluppavano o meno effetti collaterali o risposta clinica. Le concentrazioni 

plasmatiche di VBL a 15, 30 e 60 minuti dalla somministrazione sono risultate predittive 

per l’esposizione sistemica al chemioterapico. Questa strategia di campionamento limitato 

potrebbe essere utile nel predire la AUC della VBL nel cane oncologico e quindi 

nell’individualizzazione del protocollo chemioterapico. 

 

Summary 

Individualized chemotherapy regimen has improved quality of life of patients with 

tumor. Pharmacokinetic studies and development of limited sampling strategies (LSS) for 

antiblastic drugs are essential to achieve optimized dosing. The aims of this study are to 

measure the AUC of vinblastine (VBL) in dogs, develop an LSS and evaluate the 

association between AUC and side effects or tumor response. Eleven dogs, treated with 

VBL, were included. VBL plasma concentrations were measured 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 

180 and 360 minutes after IV VBL administration. VBL AUC was calculated for each dog 
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and an LSS was developed. Dogs were divided into two groups according to the 

presence/absence of side effects and clinical response. Mean VBL AUC was 282.1 ± 91.7 

min*ng/mL. There were no associations between VBL AUC and presence of side effects or 

clinical response. VBL plasma concentrations at 15, 30 and 60 minutes post-treatment 

accurately predicted patient exposure. LSS could be useful for predicting VBL AUC in 

dogs and utilization of therapeutic drug monitoring to ensure optimized dosing.  
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Capitolo 1 Regimi di dosaggio, dose individuale e limited sampling strategies (LSS) 

I chemioterapici antiblastici o antitumorali sono definiti farmaci con finestra 

terapeutica stretta. Questa definizione prende origine dal fatto che l’intervallo tra la dose 

efficace e la dose che causa tossicità è molto breve, con il risultato che sovradosaggi di 

piccola entità possono portare a effetti avversi gravi, talvolta anche fatali. Questo 

determina nel medico oncologo un certo grado di preoccupazione che nel cercare di 

applicare i dosaggi più efficaci, incorre nel rischio di spiacevoli e imprevedibili 

complicazioni dovute al trattamento stesso. Nel formulare il dosaggio più adeguato, inoltre 

bisogna tener di conto che esiste un certo grado di diversità interindividuale, soprattutto nei 

pazienti malati, che aumenta le variabili relative alla farmacocinetica e farmacodinamica di 

un farmaco, rendendo assai più difficile predirne la tossicità. Per questi motivi, si intuiva 

già venti anni fa, la necessità di trovare un modo per rendere il trattamento chemioterapico 

“personalizzato” (desoize 1994). 

Per alcuni farmaci dalla finestra terapeutica stretta, la necessità dell’aggiustamento 

di dose è di routine nella pratica clinica. Per questo quando vengono prescritti e 

somministrati fenobarbitale, bromuro di potassio, digossina, vengono programmati dei 

monitoraggi delle concentrazioni plasmatiche del principio attivo o di un suo metabolita, 

così da aggiustare la dose qualora il livello plasmatico si trovi al di sopra o al di sotto di 

quello che viene considerato “range terapeutico”, nel tentativo di evitare dosi tossiche o 

subterapeutiche (Van Warmerdan 1994) 

Nonostante i chemioterapici antitumorali siano una classe di farmaci dalla finestra 

terapeutica stretta e che il loro impiego ne richieda l’utilizzo alla massima dose tollerata 

(Maximum Tollerated Dose, MTD), solo pochi studi prevedono dei monitoraggi 

terapeutici e aggiustamenti di dose volti anche ad aumentarla; Più spesso ci si affida a linee 

guida che suggeriscono una sua riduzione al verificarsi di episodi di tossicità, con il rischio 

di un eventuale sottodosaggio (Van Warmerdan 1994).  
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Ad oggi la maggior parte dei chemioterapici in medicina umana e veterinaria sono 

dosati sull’area di superficie corporea o più brevemente BSA (Body Surface Area) 

(Gustafson 2013, Collins 2011). Sebbene, il peso corporeo possa essere usato per 

standardizzare la dose di farmaci in alcune specie di animali da laboratorio o in stretti 

range di età negli uomini, questo sembra insufficiente per la standardizzazione in gruppi di 

persone a differente età e soprattutto in altre specie animali (Desoize 1998). Nel 1940, il 

Dott. Dawson propose l’utilizzo della BSA in sostituzione al peso corporeo, nella 

formulazione di dosaggi farmacologici in pediatria (Dawson 1940). Successivamente 

venne dimostrato che la BSA risultava essere un buon criterio di standardizzazione per la 

somministrazione dei farmaci sia nei soggetti giovani che tra le varie specie animali 

(Crawford 1950, Freireich 1966). L’uso della BSA nel dosaggio dei farmaci antiblastici 

risulta invece risalire al 1958, quando un pediatra,  sulla base delle proprie esperienze 

cliniche,  cominciò a dosare i chemioterapici per metro quadro di BSA, riscontrando che le 

MTD nelle varie specie si normalizzavano quando venivano espresse con questa 

innovativa unità di misura (Pinkel 1958). Nonostante nell’uomo (Reilly 1993, Vriesendorp 

1987, Grochow 1990) e nel cane (Page 1988, Ogilvie 1989a, Rodriguez 1992, Ogilvie 

1989b, Arrington 1994) non sia risultato ottimale per tutti i farmaci, questo nuovo metodo 

è stato trasferito in oncologia e tutt’ora è di uso routinario. Alcuni lavori hanno considerato 

l’uso del BSA utile solo in oncologia pediatrica e poco appropriato per il dosaggio 

farmacologico negli adulti (Gilles 1992, Grochow 1990, Reilly 1993). Altri addirittura 

hanno ottenuto risultati opposti a quelli attesi per esempio con la doxorubicina e la 

ciclofosfamide in soggetti adulti obesi (Powis 1987, Rodvold 1988). Gilles e colleghi, 

hanno inoltre dimostrato che la dose netta di doxorubicina, epirubicina e citarabina, intesa 

come mg totali per individuo risultava più affidabile nell’ottenere concentrazioni 

plasmatiche sovrapponibili negli adulti rispetto alle dosi formulate sulla superficie 

corporea. Nel cane è stata osservata maggior tossicità nei cani di taglia piccola rispetto ai 
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cani grandi con melfalan, cisplatino, carboplatino e doxorubicina (Price 1998). Oltretutto, 

la clearance di un farmaco non è mai stata dimostrata essere correlata alla BSA, come 

invece dovrebbe essere se considerassimo la BSA appropriata nell’adattamento della dose 

(Desoize 1994).  

Bisogna considerare, infatti, che persone alte o più pesanti, che solitamente hanno 

un BSA più elevato, non necessariamente hanno organi come fegato e reni più grandi a 

giustificazione di un maggior metabolismo, e che comunque una maggior massa d’organo 

non si traduce direttamente in una maggior capacità di metabolizzazione del farmaco 

(Desoize 1994). Esiste sempre una grande varietà individuale di concentrazioni 

plasmatiche di farmaco, non correlate con la BSA, che non possono essere previste da una 

semplice valutazione di alcune caratteristiche morfologiche (Gunven 1986, Pujol 1990, 

Speth 1987). 

Per il calcolo della BSA sono state proposte diverse formule che prevedevano la 

moltiplicazione del peso corporeo (PC) elevato a 0.67 per una costante “k”. Nel tempo si 

sono susseguite diverse proposte per il valore della costante “k” (Tab 1.1). 

 
Tabella 1.1. Differenti valori di k utilizzati per la stima del BSA dal peso corporeo nel cane e la 
dose di doxorubicina per un cane di 10 kg trattato a 30 mg/m2 qualora fosse calcolata con queste 

formule 

Valori di k 
Dimensione 

popolazione di studio 
(n) 

Dose di doxorubucina 
(mg) 

Bibliografia 

10.0 NR 13.9 Theilen 1975 
11.0 1 15.3 Giaja 1928b 
11.2 7 15.6 Cowgill 1927 
10.1 6 14.1 Thomas 1911b 
12.3 1 17.1 Hecker 1984b 
11.6 8 16.2 Rubner 1883b 
9.9 2 13.8 Custor 1973b 

NR: non riportata;b: citati in Altman 1964 

 



	 9	

Il concetto della costante k è stato introdotto nella seconda metà del 1800 da Meeh, 

che propose la costante come un’espressione della relazione geometrica esistente tra il 

volume e la superficie di un oggetto (Travis 1988, Gehan 1970). Tuttavia all’interno della 

popolazione canina non esiste una “forma” regolare, infatti, passando da cani di taglia 

molto piccola (Es. pinscher nano) a cani definiti giganti (Es. alano),  e da cani brachimorfi 

e piccoli (Es. carlino) a cani dolicomorfi e grandi (Es. levriero afgano), queste formule 

sono da considerarsi inappropriate concettualmente (Price 1998). Per quanto riguarda 

invece i dati pubblicati, possiamo osservare come queste formule siano state studiate su 

una popolazione molto limitata di cani (Tab. 1.1). Inoltre, a nostra conoscenza, nessuno ha 

paragonato tra loro le varie BSA, non conoscendo quindi la formula più appropriata.  

Nei ratti da laboratorio è stato ipotizzato che la k potrebbe variare al variare del PC, 

incrementando con lo stesso (Spiers 1984). Nei gatti, al contrario, k sembra essere 

inversamente proporzionale al PC (Vaughan 1967). Se consideriamo il fatto che queste 2 

specie sono piuttosto uniformi nella loro morfologia a prescindere dalla razza, si può 

comprendere come sia difficile applicare queste formule con k costante nel mondo canino 

(Price 1998).  

Altri lavori, invece, hanno messo in discussione la costante esponenziale del PC 

(Cowgill 1927). Nei ratti questo esponente variava sensibilmente in funzione dell’età 

(Conklin 1975); parametro che non viene tenuto in considerazione dall’attuale formula 

utilizzata. Ancora, negli elefanti, macachi rhesus e persone è stato suggerito di inserire il 

parametro lunghezza (L) o altezza all’interno della formula (Sreekumar 1990, Liu 1976, 

DuBois 1916). In Tabella 1.2 si può osservare un esempio di applicazione di questa ultima 

variante e le differenze di dose ottenute in razze di cane piuttosto differenti tra di loro. 

 

Tabella 1.2. Valori di BSA e dosi di doxorubicina in cani trattati a 30 mg/m2 calcolate con le 
diverse formule proposte in differenti razze di cani 
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Formula BSA 
(cm2) proposta 

Razza, L 
Peso 
Corporeo 
(kg) 

BSA 
(m2) 

Dose 
doxorubicina 
(mg) 

Bibliografia 

10.0 * PC^0.67 NR 30 0.97 29.0 
Theilen 
1975 

2.268*PC^0.367*L 
Levriero 
afgano, 83.3 
cm 

30 0.90 26.9 
Cowgill 
1927 

2.268*PC^0.367*L 
Bulldog, 68.6 
cm 

30 0.70 20.9 
Cowgill 
1927 

10.0 * PC^0.67 NR 10 0.46 13.9 
Theilen 
1975 

2.268*PC^0.367*L 
Schnautzer 
nano, 48.3 cm 

10 0.33 10.0 
Cowgill 
1927 

2.268*PC^0.367*L 
Carlino, 40.6 
cm 

10 0.27 8.0 
Cowgill 
1927 

PC: peso corporeo (kg) L: lunghezza stimata (cm); NR: non riportato 
 

Osservando queste tabelle possiamo notare come l’inserimento della variabile L 

potrebbe “proteggere” le razze piccole da un sovradosaggio; tuttavia non esistono studi che 

abbiano verificato queste formule. 

Sebbene Rubner abbia misurato la velocità metabolica basale (BMR, Basal 

Metabolic Rate) e il BSA in 6 cani, trovando che il BMR veniva normalizzato se espresso 

in BSA (Pinkel 1958, ,Travis 1988, Schmidt-Nielsen 1970), questa ipotesi è stata 

successivamente rigettata (Schmidt-Nielsen 1970), rendendo infondato l’assunto che la 

BSA correla con l’assorbimento, la distribuzione, il metabolismo e l’escrezione del 

farmaco. In umana solo la clearance di 2 di 9 chemioterapici correlava con il PC o la BSA 

(Grochow 1990), suggerendo una grande difficoltà nel normalizzare l’esposizione e la 

tossicità dei farmaci anche nei cani, e che probabilmente i metodi di dosaggio dovrebbero 

essere dipendenti dal farmaco in analisi. 

E persino qualora l’esposizione del farmaco correlasse con la BSA, risulterebbe 

difficile pensare che questa possa predirne la tossicità dato che è stato dimostrato che la 
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quantità di massa di tessuto suscettibile di tossicità, rappresentata dalle cellule staminali 

emopoietiche, non correlava con la BSA stessa (Vriesendorp 1987). 

In medicina umana, diversi studi hanno evidenziato una correlazione tra la tossicità 

farmacologica ed alcuni parametri di farmacocinetica (Ratain 1986, Ackland 1989, Calvert 

1994, Santini 1989, Weiss 1976, Lai-Sim 1982). In un lavoro è stato visto che la tossicità 

da VBL correlava positivamente con la Concentrazione steady-state (Steady-State 

Concentration, Css). La tossicità ematologica da doxorubicina, carboplatino e 5-FU 

correlavano invece con l’area sotto la curva (AUC, Area Under the Curve) (Calvert 1994, 

Santini 1989, Weiss 1976). 

Tuttavia la farmacocinetica di un farmaco è influenzata da numerosi fattori, 

didatticamente racchiusi in quattro categorie, assorbimento, distribuzione, metabolismo ed 

escrezione, o più brevemente ADME (nda). 

Per la maggior parte dei farmaci l’assorbimento si ha per diffusione passiva, anche 

se alcuni come il melfalan usano dei carrier specifici (Goldenberg 1979, Vistica 1983); ma 

questo dipende dalle proprietà chimiche del farmaco, piuttosto che da processi fisiologici. 

Tuttavia la biodisponibilità del farmaco potrebbe essere alterata da infiltrati infiammatori o 

neoplastici a livello intestinale o epatico. Per esempio in umana è dimostrato l’alterato 

assorbimento di alcuni farmaci in pazienti con sindromi di malassorbimento o linfoma 

intestinale (Shah id 1975, Houribane 1970, Swan 1974 Remy 1974). Questo potrebbe 

essere vero anche nel cane per quei farmaci somministrati per os come la ciclofosfamide e 

il metotressato. 

La distribuzione del farmaco nell’organismo è influenzata da numerosi fattori: 

permeabilità della membrana citoplasmatica, affinità del farmaco per le proteine 

plasmatiche e tissutali. A livello plasmatico la porzione di farmaco legato alle proteine 

viene considerata inattiva perchè incapace di attraversare la membrana cellulare. Quindi 

risulta chiaro, che la concentrazione di proteine plasmatiche, l’affinità del farmaco per le 
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proteine, il numero di siti di legame proteici, e la competizione per gli stessi siti con altri 

farmaci contestualmente utilizzati, determinano la quota di farmaco libera e quindi capace 

di entrare nelle cellule tumorali. Per esempio il 5-FU nell’uomo non si lega a proteine e 

quindi la sua concentrazione tissutale correla con la concentrazione plasmatica (Garrett 

1977); viceversa il melfalan si lega per il 90% alle albumine, un terzo del quale in modo 

definitivo mediante alchilazione. Questo determina un aumento progressivo della 

concentrazione plasmatica di melfalan libero mano a mano che i siti di legame per le 

albumine vengono saturati (Gera 1989). Nonostante la maggior parte dei farmaci abbia 

affinità per le albumine, altri hanno affinità per le globuline (vincristina e VBL in vitro 

Donigian 1973) ed altri ancora, come il mitoxantrone e gli alcaloidi della vinca, sembrano 

legare in modo permanente anche i globuli rossi (Donigian 1973, Faulds 1991, Lu 1984, 

Hebden 1970).  

Gli stati patologici rendono difficile la decisione clinica sull’utilizzo di certi 

aggiustamenti di dose. Per esempio, se un farmaco cambia il suo legame dal 90 all’80%, 

questa variazione raddoppierà la quota di farmaco attiva, mentre un farmaco che si lega al 

60% dovrà legarsi per il 20% per avere la stessa variazione plasmatica. 

La concentrazione plasmatica e distribuzione tissutale dei farmaci idrofilici che si 

legano poco alle proteine, inoltre, risentono drasticamente della presenza di versamenti 

cavitari, proprio per la loro diffusione nel 3° spazio.  

Un altro fattore che influenza la clearance di un farmaco è il suo metabolismo; 

questo può differire tra le varie specie animali ma anche tra i vari individui di una stessa 

specie. Per esempio la doxorubicina può essere metabolizzata dall’aldoreduttasi, citocromo 

P450 reduttasi, xantina ossidasi o citocromo C reduttasi a seconda della specie. Uno dei 

metaboliti, il doxorubicinolo, si forma per l’azione di enzimi di riduzione citoplasmatici 

ampiamente diffusi che hanno differenti affinità per i substrati e differenti velocità di 

trasformazione a seconda dei tessuti e della specie (Cummings 1984, Loveless 1978) e la 
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concentrazione di questi enzimi è molto elevata nel fegato, con più piccole quantità in reni, 

muscoli e cuore. L’affinità degli enzimi per la doxorubicina è più elevata nel fegato e reni 

dell’uomo rispetto ai cani e roditori, mentre la velocità di riduzione è maggiore nel cane 

rispetto alle persone e ai roditori (Loveless 1978). L’affinità e l’attività enzimatica non 

sono proporzionate alla massa corporea. Per questo la maggior tossicità da doxorubicina 

dosata con il metodo BSA osservata in cani di piccola taglia suggerisce un’assenza di 

correlazione tra la velocità di metabolizzare la doxorubicna a doxorubicinolo e la massa 

corporea (Arrington 1994). Nelle persone è dimostrata una diversità genetica negli enzimi 

di riduzione (soprattutto Cyt P450) con la presenza di isoenzimi che influenzano la 

tossicità farmacologica (Ratain 1993). Inoltre i farmaci vengono metabolizzati spesso per 

numerose vie metaboliche, e la dose basata su BSA dovrebbe tenere di conto di tutte le 

variazioni individuali per poter predire un dosaggio appropriato. Per esempio, secondo il 

metodo della BSA dovremmo aspettarci una velocità di metabolismo superiore nei 

mammiferi più piccoli, invece per quanto riguarda il mitoxantrone, lo ritroviamo escreto in 

forma di metaboliti nella bile per il 50% nel cane, 40% nei ratti e 25% nei conigli (Lu 

1984, Batra 1986, MacPherson 1984, Wolf 1986, Ehninger 1985). 

L’escrezione dei farmaci avviene prevalentemente a livello renale (metotressato, 

citarabina, sali del platino, bleomicina) e epatico/biliare (doxorubicina, alcaloidi della 

vinca, fluorouracile). 

L’escrezione renale dei farmaci solubili in acqua e dei metaboliti avviene tramite la 

filtrazione glomerulare. Diverse equazioni sono state studiate per stimare la GFR tra le 

diverse specie (Edwards 1975, Calder 1983). Le specie di mammiferi più piccole 

dovrebbero avere una GFR maggiore e quindi richiedere dosaggi superiori di farmaci 

rispetto ai mammiferi più grandi. Sebbene questo sia considerato vero quando si valutano 

le diverse specie (Boxembaum 1980), non esistono studi che valutino questa relazione 

all’interno della stessa specie. Inoltre la filtrazione di un farmaco dipende dalla sua 
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capacità di legare le proteine e in condizioni normali i glomeruli sono quasi impermeabili 

alle proteine. Per esempio l’eliminazione renale dei sali del platino è completamente 

differente: i legami Cl- del cisplatino vengono rapidamente liberati in ambiente acquoso 

determinando una carica positiva alla molecola che si lega facilmente a proteine e DNA 

(Zwelling 1979). Il carboplatino invece presenta una catena di carbonio più complessa che 

deve essere rimossa prima di poter far legare la molecola alle proteine (Gaver 1987). Per 

questo l’emivita del cisplatino risulta maggiore (120h cane Litterst 1976; 70h uomo 

Koeller 1986) rispetto a quella del carboplatino (2h in uomo Koeller 1986). Inoltre, poichè 

la clearance dei sali del platino non legati alle proteine è stata dimostrata correlare con la 

creatinina (Reece 1987), ci aspetteremmo una diretta correlazione con il BSA, dato che 

invece non è confermato nel cane in cui, nonostante sia un mammifero a peso inferiore, 

l’emivita del cisplatino è superiore a quella dell’uomo, suggerendo una possibile affinità 

per le proteine specie-specifica.  

I chemioterapici vengono inoltre eliminati con gli acidi e le basi organiche sia a 

livello renale che epatico. A livello del tubulo prossimale renale si ha secrezione mediante 

trasporto attivo o diffusione passiva. A livello biliare invece il trasporto sembra quasi 

esclusivamente attivo. Il tasso di escrezione biliare dipende da molteplici fattori: 

perfusione tissutale e quindi disponibilità del farmaco per i siti di legame, diversa affinità 

per le proteine carrier rispetto alle proteine plasmatiche, grado di saturazione delle proteine 

carrier e la velocità di trasporto attraverso le membrane cellulari. I regimi di dose basati su 

BSA assumono che la velocità di trasporto sia correlata alla velocità metabolica, e implica 

che l’influenza netta di tutti i fattori sopracitati sia correlati alla massa corporea. 

Vincristina, doxorubicina e mitoxantrone sono riportati essere eliminati per via biliare in 

ratti, cani e umani (Castle 1976, Yesair 1972, Batra 1986, Chiccarelli 1984, Savaraj 1982, 

Richard 1989),  ma in nessun lavoro c’è evidenza di correlazione tra velocità di escrezione 

e massa corporea. Anzi, è stato riportato che nel cane dopo 24 h si ha la secrezione biliare 
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di circa il 50-60% della dose di mitoxantrone, mentre nei ratti servono 120 h per avere 

un’eliminazione del 50% (Batra 1986, Chiccarelli 1984, Savaraj 1982). Nel 1982 è stata 

pubblicata una review sugli effetti dell’insufficienza renale ed epatica sulla 

farmacocinetica dei chemioterapici (Powis 1982). In caso di insufficienza renale o epatica 

il trattamento solitamente viene sottodosato in rapporto ai livelli sierici di creatinina o 

bilirubina (Adair 1986, Evans 1981, Reece 1987, Reich 1978). Altri studi hanno invece 

osservato che per la valutazione dell’escrezione biliare gli enzimi epatici sembrano essere 

più accurati della bilirubinemia. (Johnson 1992, Twelves 1992). Ma questo sistema non è 

un vero e proprio adattamento della dose, piuttosto è un tentativo di evitare effetti 

collaterali gravi in pazienti affetti da malattia renale o epatica. Tuttavia occasionalmente, è 

stata osservata una stretta correlazione tra la funzionalità renale e i parametri di 

farmacocinetica (Collins 2011). Numerosi studi hanno sviluppato un modello predittivo 

per l’aggiustamento di dose del carboplatino in funzione della creatinina sierica, che viene 

utilizzato di routine nella pratica clinica (Calvert 1989, Egorin 1985, Egorin 1987, van den 

Bongard 2000). 

Il fegato funziona anche come organo di metabolizzazione, attivazione e 

detossificazione di alcuni farmaci come per esempio la ciclofosfamide e fluorouracile, e 

questo potrebbe determinare un’insufficiente produzione di farmaco in forma attiva o una 

sua inefficiente detossificazione. (Juma 1984, Lennard 1987, Evans 1991) 

Inoltre alcune malattie o comorbidità possono alterare la perfusione renale o 

epatica, o la secrezione biliare determinando un’alterazione nella clearance dei farmaci. 

Per esempio è stata dimostrata correlazione tra la velocità di escrezione biliare e la 

clearance di alcuni farmaci (Gregus 1987). L’utilizzo contemporaneo di più farmaci, siano 

essi chemioterapici in regimi di polichemioterapia, siano essi farmaci utilizzati per il 

controllo o la cura delle comorbidità, potrebbe modificare la farmacocinetica di uno o più 

di essi, aumentandone o inibendone la clearance o il metabolismo (Collins 2011). Per 
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esempio le molecole che sono metabolizzate dal sistema del citocromo P450 a livello 

epatico sono particolarmente predisposte ad avere la propria farmacocinetica influenzata e 

alterata dalla contemporanea somministrazione di induttori o soppressori dello stesso 

citocromo (Tab. 1.3) (Van Meer 1995, Markowitz 2003, McCune 2000, Bannwarth 1996, 

Evans 1985, Wood 1991).  

Tabella 1.3. Interazioni farmaco-farmaco clinicamente significative 
Chemioterapico 
antitumorale 

Altro farmaco 
coinvolto 

Effetti sulla clearance 
del chemioterapico 

Probabile 
meccanismo 

Ciclofosfamide Fenobarbitale ⇑ Induzione Cyt P450 
Doxorubicina Ciclosporina A ⇓ Inibizione escrezione 

biliare 
Etoposide 
Irinotecan 
Paclitaxel 

Fenitoina ⇑ Induzione Cyt P450 

⇑ 

⇑ 

6-Mercaptopurina Allopurinolo 
Metotressato 

⇓ Inibizione xantina 
ossidasi ⇓ 

Metotressato Aspirina ⇓ Inibizione secrezione 
tubulare 

Probenecid ⇓ 

Paclitaxel Verapamil ⇓ Inibizione Cyt P450 
Topotecan Cisplatino ⇓ Inibizione secrezione 

tubulare 
Vinblastina Eritromicina ⇓ Inibizione Cyt P450 
Cyt P450: citocromo P450 
 

Inoltre il fegato produce albumina, e in caso di gravi ipoalbuminemie, dato che la 

maggior parte dei farmaci si lega alle proteine plasmatiche, questo potrebbe determinare un 

eccesso di farmaco attivo in circolo (Stewart 1990); per questi ultimi meccanismi non 

esistono linee guida per l’adattamento di dose.  

Anche l’età sembra incidere sulla cinetica dei farmaci, ma non è prevedibile 

misurare quanto incida dato che le variabili sono molteplici e che possono o non possono 

essere presenti tutte contemporaneamente: è riconosciuto che gli anziani hanno una massa 
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epatica minore, un flusso sanguigno epatico minore, una GFR minore, spesso hanno 

comorbidità che necessitano trattamenti che possono competere con i chemioterapici per il 

loro legame con le proteine plasmatiche. E’ riconosciuto inoltre che gli adolescenti hanno 

una MTD per molti farmaci superiore di 1.3 volte quella degli adulti (Marsoni 1985). 

Il tempo di emivita di un farmaco potrebbe essere più utile della BSA, perchè tiene 

di conto del metabolismo e dell’escrezione, tuttavia risulta difficile comparare le emivite di 

2 farmaci dato che possono essere influenzate dalla modalità di somministrazione. Inoltre 

alcuni farmaci come la ciclofosfamide e la dacarbazina richiedono un’attivazione 

metabolica per la loro azione antitumorale. Per questo i loro metaboliti attivi dovrebbero 

essere misurati contemporaneamente nelle valutazioni cinetiche. I lavori che hanno 

evidenziato correlazione tra i livelli di ciclofosfamide e BSA, infatti, non hanno 

considerato i suoi metaboliti attivi determinando un errore di concetto nell’espressione di 

un risultato di dosaggio considerato adeguato (Nelson 1980). Inoltre per i farmaci a 

degradazione non enzimatica (come il melfalan) è stato dimostrato una correlazione con il 

peso corporeo piuttosto che con la BSA (Page 1988). 

Un altro adattamento importante dovrebbe essere quello che tiene conto della 

quantità di farmaco che raggiunge le cellule tumorali. Purtroppo questa misura è spesso 

impraticabile per inaccessibilità di campionamento dei tumori, per motivi etici e per 

eterogeneità intratumorale. La concentrazione intratumorale dipende principalmente da tre 

fattori: la dose di farmaco somministrata, il flusso sanguigno all’interno del tumore, la 

capacità del farmaco di passare la membrana citoplasmatica. Solitamente i tumori sono 

irregolarmente irrorati con aree scarsamente vascolarizzate, mentre altri organi come 

fegato, reni e midollo osseo sono molto irrorati, per questo la concentrazione di farmaco 

intratumorale avrebbe dei limiti nel predire la tossicità. Non solo, alcuni lavori hanno 

mostrato come la concentrazione di farmaco a livello tumorale possa essere solo un indice 
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di chemioresistenza del tumore con maggiori livelli nei tumori chemiosensibili, ma 

comunque non sembravano correlare con l’efficacia (Desoize 1994). 

L’uso della concentrazione plasmatica invece sembra essere più realistico degli altri 

metodi nel predire un adattamento di dose; inoltre i prelievi ematici trovano meno 

problemi etici e pratici nel poter essere eseguiti. La correlazione tra la concentrazione 

plasmatica e quella intratumorale non è stata ben studiata ma esistono buone correlazioni 

con la doxorubicina (Gunven 1986, Speth 1987) (anche se le modalità di somministrazione 

potrebbero influenzare la correlazione Monjanel 1979), mentre per il cisplatino questa 

correlazione non è stata osservata (Pujol 1990, Hecquet 1985, Troger 1991).  

Nonostante diversi fattori influenzino il trasporto dal plasma al compartimento 

intracellulare del farmaco, come la lipofilicità dello stesso, o meccanismi carrier o 

l’espressione delle proteine di resistenza multipla ai farmaci (MultiDrugResistance, MDR), 

è abbastanza chiara la correlazione tra efficacia e concentrazione plasmatica (antracicline, 

cisplatino, vinca alcaloidi) (Evans 1989, Robert 1993). Solitamente vengono prese in 

considerazione la AUC o il suo inverso, la clearance plasmatica totale.  

La AUC rappresenta un importante parametro quantitativo di stima dell’esposizione 

sistemica ai farmaci. Il suo valore espresso in mg L-1 h-1 descrive l’esposizione 

dell’organismo (considerato in volumi) al farmaco (considerato in peso) in funzione del 

tempo. Viene calcolato mediante la descrizione della farmacocinetica di un farmaco con la 

costruzione di un grafico che ha in ascissa la concentrazione plasmatica di farmaco e in 

ordinata il tempo. Ogni singolo parametro di concentrazione/tempo viene numericamente 

integrato mediante il metodo trapezoidale. La somma cumulativa di tutte le aree 

trapezoidali sotto la curva del grafico concentrazione/tempo dal tempo zero a infinito è la 

stima dell’esposizione sistemica a quel determinato farmaco. Da questo si intuisce bene 

come un maggior numero di prelievi e distribuiti in un arco di tempo piuttosto lungo 

possano permettere una migliore stima della AUC “reale” (Collins 2011). 



	 19	

Le correlazioni tra farmacocinetica ed efficacia tuttavia non sono fortissime e 

raramente superano 0,7 lasciando molto spazio all’influenza intrinseca molecolare delle 

cellule tumorali nell’interazione con i farmaci. Alcuni lavori hanno dimostrato una 

variabilità della AUC fino a 10 volte tra i pazienti oncologici sottoposti a chemioterapia 

somministrata allo stesso regime di dose (Eksborg 1990, Ratain 1987, Ratain 1991b). 

Molto più documentata è la correlazione tra la farmacocinetica e la tossicità da 

chemioterapia (Bennet 1987, Ratain 1989, Stewart 1991, Conley 1989, Desai 1982, Egorin 

1984).  

Anche le modalità di somministrazione endovenosa possono incidere sui parametri 

di farmacocinetica (Tab. 1.4-1.5). Con il bolo rapido si ha un picco plasmatico elevato che 

potrebbe avere importanti conseguenze sia su efficacia che tossicità, mentre per le 

infusioni lente con gli antimetaboliti, che sono fase dipendenti ed hanno una emivita breve, 

è stata dimostrata un forte miglioramento dell’efficacia senza variazioni o addirittura 

diminuzione di tossicità (Seifert 1975). Questo fa pensare che la AUC sia utile nel 

determinare l’efficacia antitumorale, mentre il picco plasmatico potrebbe essere più 

correlato alla tossicità (Ratain 1987). 

Tabella 1.4. Relazione tra farmacocinetica e farmacodinamica di alcuni agenti antitumorali: dati 
relativi l’efficacia del farmaco. 

Farmaco Parametro farmacodinamico Bibliografia 
Cisplatino  PIC, AUC Desoize 1991, Vermorken 

1986 
Citarabina PIC Van Pooijen 1977 
Metotressato AUC Evans 1986 
5-fluorouracile AUC Santini 1989 
Doxorubicina PIC, AUC Preisler 1984, Robert 1982 
Epirubicina AUC Hu 1989 
Etoposide AUC Desoize 1990 
Teniposide AUC Rodman 1987 
Vinblastina AUC Lu 1983 
PIC: clearance plasmatica; AUC: area sotto la curva 
 

Tabella 1.5. Relazione tra farmacocinetica e farmacodinamica di alcuni agenti antitumorali: dati 
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relativi alla tossicità del farmaco. 

Farmaco Parametro 
farmacodinamico 

Tossicità Bibliografia 

Cisplatino totale PIC, AUC GI, Renale Reece 1987, Desoize 
1991 

Carboplatino AUC Ematologica Calvert 1989, Egorin 
1985 

Metotressato PIC Ematologica Stoller 1977 
5-fluorouracile AUC GI, ematologica, 

cardiaca 
Robert 1991, Gamelin 
1991 

Doxorubicina Css Ematologica Ackland 1989 
Epirubicina AUC Ematologica Jakobsen 1991 
Etoposide AUC Ematologica Ratain 1989, 114 
Teniposide AUC Ematologica Evans 1989 
Vinblastina Css Ematologica Ratain 1986 
Vincristina AUC Neurotossicità Desai 1982 
PIC: clearance plasmatica; AUC: area sotto la curva; Css: concentrazione allo steady-state;  
 

Questa “regola” non è applicabile per tutti i farmaci. Per la doxorubicina per 

esempio è stato visto che si riduce la tossicità acuta aumentando il tempo di infusione, 

anche se per raggiungere una più elevata efficacia i tempi di infusione devono diventare 

molto lunghi (Muller 1993, Bieling 1991) 

1.1 Valutazione della tossicità da chemioterapia  

La maggior parte dei chemioterapici antitumorali presenta degli effetti collaterali 

acuti che se non controllati o previsti, talvolta possono essere rischiosi per la vita 

dell’individuo (nda). Un effetto collaterale è considerato qualsiasi evento sfavorevole, 

segno clinico, malattia o anomalia clinicopatologica temporaneamente associata con l’uso 

di chemioterapia. In medicina veterinaria, i numerosi effetti avversi da chemioterapia 

conosciuti o potenziali sono stati raccolti e pubblicati dal Veterinary Cooperative 

Oncology Group (VCOG). In queste linee guida gli effetti collaterali sono stati 

categorizzati per apparato, dalla cute al midollo osseo, dalla funzionalità renale a quella 

epatica, ecc... e classificati con una scala di 5 gradi dal grado 1 o di tossicità minima, al 

grado 5 che identifica la morte dovuta al trattamento (Fig. 1.1) (VCOG 2011). 
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Figura 1.1 Categoria della tossicità ematologica: nella colonna di sinistra si osservano i vari 

parametri che vengono presi in considerazione nella valutazione della tossicità per questa categoria. 
Nelle colonne di destra si può osservare la descrizione dei criteri da investigare per la corretta 

classificazione della tossicità che sviluppa uno specifico parametro ematologico (da VCOG 2011) 
 

Le tossicità da chemioterapia vengono suddivise in tre grandi categorie in base al 

tempo di insorgenza: immediata, si sviluppa entro 24-48 ore dalla somministrazione; acuta 

ritardata, solitamente si sviluppa entro le prime due settimane; tardiva, che solitamente si 

può sviluppare anche mesi dopo la somministrazione di chemioterapico (Gustafson 2013). 

Per quanto riguarda le tossicità immediate e acute ritardate, queste sono frequenti, più 

semplici da riconoscere, riproducibili, spesso reversibili e più facilmente correlabili al 

trattamento chemioterapico. Le tossicità tardive invece, sono infrequenti, difficili da 

riconoscere per l’andamento cronico che raramente porta a scompenso acuto, scarsamente 

riproducibili per il lungo follow up che richiedono e per la loro scarsa incidenza e per 

questo difficilmente correlabili con il trattamento (nda).  

Per la valutazione delle tossicità acute ci si avvale della valutazione del sito di 

iniezione del chemioterapico, per i farmaci ad infusione endovenosa, per lo sviluppo di 

tossicità cutanea da stravaso o flebiti, del racconto anamnestico e visita clinica per la 

raccolta di informazioni riguardo l’insorgenza di fenomeni che possano aver modificato le 

grandi funzioni organiche giornaliere dell’individuo come modificazioni nell’appetito, 
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nella sete, nell’attività fisica, nella defecazione e urinazione o insorgenza di conati/vomito, 

diarrea, tosse, febbre, tremori o qualsiasi altro sintomo insolito e non correlabile con la 

malattia per la quale l’individuo è sotto trattamento. Per la valutazione di alcune tossicità 

che talvolta possono essere asintomatiche vengono eseguite delle analisi ematobiochimiche 

routinarie con delle tempistiche piuttosto standardizzate con l’obiettivo di svelare delle 

tossicità altrimenti difficilmente riconoscibili volte a modificare il protocollo 

chemioterapico per minimizzarne al massimo i rischi. Per questo per esempio, in medicina 

veterinaria, il trattamento con la maggior parte dei chemioterapici antitumorali richiede 

una valutazione ematologica a una settimana dalla somministrazione del farmaco, perchè 

anche in assenza di febbre o di qualunque altro sintomo il cane e il gatto potrebbero 

sviluppare neutropenie o trombocitopenie gravi che richiedono il ritardo nella 

somministrazione del successivo trattamento o una riduzione di dose. Inoltre, dato che in 

oncologia i farmaci vengono somministrati alla MTD, la valutazione della tossicità 

permette al clinico di prendere decisioni di aggiustamento di dose non solo in caso di una 

loro presenza ma anche se assenti. E’ stato osservato per esempio che i cani con linfoma di 

alto grado che sviluppavano neutropenie gravi vivevano in media più a lungo dei cani che 

non sviluppavano questa tossicità (Fig 1.2) 

 
Figura 1.2 Rappresentazione grafica con curve di sopravvivenza Kaplan-Meier di cani con linfoma 

trattati con protocollo di radio-chemioterapia suddivisi in due gruppi: gruppo che sviluppava 
neutropenia grave (linea tratteggiata) e gruppo che non la sviluppava (linea continua). Si può 
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osservare come il gruppo che sviluppava tossicità ematologica presentava dei tassi di 
sopravvivenza medi migliori rispetto all’altro gruppo (da Gustafson 2013) 

 
 La valutazione della tossicità da chemioterapia non solo permette al clinico di 

prendere decisioni a tutela della salute del paziente con riduzione di dose o aumento 

dell’intervallo intersomministrazione, piuttosto permette al clinico di modificare la dose 

anche quando la tossicità non viene osservata, mettendo in atto schemi di dose-escalation 

(Fig. 1.3) 

 
Figura 1.3 Rappresentazione schematica della dose ottimale di chemioterapico in base alla 

valutazione della tossicità ematologica settimanale in un protocollo di somministrazione ogni 3 
settimane. Le frecce nere rappresentano i momenti di somministrazione della chemioterapia, le 

linee dello stesso colore rappresentano l’ipotetico andamento dei neutrofili secondo diversi schemi 
di dosaggio. Osserviamo come la linea blu scura più bassa, rappresenti uno schema di dosaggio 
troppo elevato, perchè lascia l’individuo esposto ad elevato rischi secondari alla neutropenia. La 

linea rossa invece rappresenta un individuo che non sviluppa mai tossicità e per il quale è 
auspicabile un incremento di dose (rappresentato dalla linea tratteggiata), che probabilmente 

permetterà al protocollo di essere più efficace. La linea centrale azzurra invece, rappresenta la dose 
“giusta” o ideale, per la quale si osserva una tossicità lieve che non necessita di ritardi di 

somministrazione o di riduzioni di dose (da Gustafson 2013) 
 

1.2 Metodi di aggiustamento di dose 

Nel 1998, il Dott. Desoize considerava il dosaggio per superficie corporea una 

pratica così diffusa e radicata difficile da modificare (Desoize 1998). A circa 20 anni di 
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distanza la situazione ha subito un deciso cambiamento in medicina umana e la ricerca 

scientifica si è concentrata sulla personalizzazione del trattamento chemioterapico; 

tuttavia, in oncologia veterinaria ancora poco è stato fatto (nda). Nei primi anni ’80, alcuni 

autori dichiararono che “al momento è inconcepibile condurre studi di ricerca clinica sulla 

chemioterapia antitumorale senza la misurazione di dati di farmacocinetica adeguati”; 

questo assunto appare ancora più forte oggigiorno (Donelli 1984, Collins 2011). Gli 

obiettivi che al momento dovrebbero essere presi in considerazione nel contesto di trial 

clinici di fase I e II in oncologia umana sono: caratterizzazione iniziale del comportamento 

farmacocinetico dei nuovi farmaci oggetto di studio nell’uomo; valutare se il regime di 

somministrazione produce o meno un pattern efficace nel predire l’esposizione sistemica al 

farmaco; determinare il grado di variabilità inter e intraindividuale dei parametri 

farmacocinetici; valutare se alcune caratteristiche individuali influenzano la 

biodisponibilità del farmaco; stabilire correlazioni di previsione tra i parametri 

farmacocinetici e gli effetti biologici; determinare le interazioni farmaco-farmaco in 

protocolli polichemioterapici (Collins 2011). Solitamente è più facile dimostrare una 

correlazione tra tossicità di un protocollo e i parametri di farmacocinetica. Sebbene l’AUC, 

sia il parametro più spesso utilizzato per stimare la dose ottimale, alcuni lavori hanno 

osservato come anche la concentrazione massima (Cmax) e la durata di tempo della 

concentrazione plasmatica al di sopra di un livello ben preciso siano direttamente connesse 

con la tossicità (Gianni 1995). Ad oggi, il dosaggio individuale ha significativamente 

migliorato l’outcome e minimizzato la tossicità del metotressato nei bambini affetti da 

leucemia linfoblastica acuta B (Evans 1998; Collins 2011). 

Nei prossimi paragrafi verranno affrontati alcuni argomenti riguardanti i metodi di 

aggiustamento di dose sviluppati in medicina umana. 

• Metodo della dose test 
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E’ stato sviluppato un metodo per individuare la dose efficace e poco tossica di 

metotressato in bambini con osteosarcoma. Questo metodo prevede la somministrazione di 

50 mg di metotressato seguito da 9 prelievi nelle prime 30 ore post iniezione così da 

determinare la clearance del farmaco. Sapendo che la concentrazione plasmatica ottimale è 

10-5 mol/L per 36 h una semplice equazione permette di definire il dosaggio migliore. 

(Monjanel 1979, Stoller 1977, Evans 1986). Questo ha permesso di avere effetti avversi 

meno frequenti con range terapeutici elevati di 1-2 g/m2. Lo stesso metodo è stato usato 

per predire la dose di melfalan (Tranchand 1982) 

• Aggiustamento di dose durante somministrazione in infusione continua 

Questo procedimento necessita di pompe ad infusione per mantenere un flusso 

regolare e della conoscenza del tempo necessario a raggiungere la Css. Con questo metodo 

sono stati sviluppati dei protocolli di aggiustamento di dose per il fluorouracile, cisplatino 

ed etoposide. (Desoize 1991, Santini 1989) 

• Aggiustamento di dose su studi di popolazione e Limited sampling strategies 

La AUC è un parametro farmacocinetico importante, che riesce a misurare 

l’esposizione sistemica dell’organismo al farmaco. Per misurare la AUC di un farmaco in 

un individuo è necessario valutare le concentrazioni seriali, plasmatiche e/o nei fluidi 

biologici (urine, feci), a specifici time point. Una volta misurate le concentrazioni 

dell’analita in oggetto viene costruita una curva concentrazione-tempo (Fig. 1.4) (Reed 

1999).  
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Figura 1.4. Grafico concentrazione-tempo semi-logaritmica costruito con 12 misurazioni. In 

ordinata il logaritmo delle concentrazioni plasmatiche del farmaco; in ascissa il tempo in ore. (Da 
Reed 1999) 

 

L’AUC è intesa come l’area al di sotto della curva nel grafico concentrazione-

tempo. Naturalmente non potendo misurare la concentrazione in modo continuo, 

utilizzando quindi infiniti time point, la curva della AUC risulta essere la curva che meglio 

descrive, in termini probabilistici e secondo modelli matematici, le misurazioni osservate. 

Risulta chiaro quindi che ove più misurazioni sono disponibili, maggiore è il grado di 

accuratezza della AUC stimata (Reed 1999). Purtroppo un numero elevato di 

campionamenti non è sempre applicabile nella pratica clinica per diversi motivi: elevati 

costi, conflitti etici, numero di campionamenti e quantità di sangue da prelevare. Per questi 

motivi sono stati sviluppati dei metodi di approssimazione della AUC che prevedono 

campionamenti limitati (Fig. 1.5) (Long 1987, Drusano 1988, Drusano 1994, Kashuba 

1996). 
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Figura 1.5. Stesso grafico concentrazione-tempo semilogaritmico di Fig. 1, ma costruito con 

metodo di campionamento limitato. In questo caso la curva è descritta da soli sei misurazioni. In 
ordinata il logaritmo delle concentrazioni plasmatiche del farmaco; in ascissa il tempo in ore. (Da 

Reed 1999). 
 

Le strategie di campionamento ottimale prevedono dei modelli matematici che sono 

capaci di individuare il numero minimo di campionamenti da effettuare, a specifici time 

point, con l’obiettivo di restituire la AUC più “verosimile”, in termini probabilistici, 

possibile. Questo modello richiede tuttavia, una descrizione della farmacocinetica di un 

farmaco su larga scala, sulla quale sia possibile estrapolare questi dati (Reed 1999). E con 

il passare del tempo e l’aumentare dei dati di farmacocinetica disponibili in letteratura, 

aumentano l’accuratezza di questa procedura. Non solo ma questa metodica può tenere di 

conto di molte altre variabili come il peso, l’età, l’altezza, il sesso, ecc... Solitamente 

questo metodo integra al suo interno il metodo Bayesiano, come modello matematico di 

stima della AUC, a partire da un database ricco di dati di farmacocinetica per una 

determinata molecola, ma difficili da confrontare tra loro (Thompson 1992, Ette 1993, 

Samara 1997, Dodge 1993). 

Sono stati proposti dei metodi di stima della cinetica di popolazione come la stima 

bayesiana per numerosi farmaci e il relativo metodo di campionamento minimo (Tab. 1.6). 
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Tabella 1.6. Farmaci per i quali è stato determinato un metodo di campionamento minimo o una 
stima Bayesiana 

Farmaco Bibliografia 
Ciclofosfamide Egorin 1989 
Thiotepa Ackland 1988 
Cisplatino Favre 1982 
Carboplatino Sorensen 1993 
Metotressato Iliadis 1985 
Fluorouracile Santini 1989 
Doxorubicina Ratain 1991b 
Epirubicina Jakobsen 1991  
Etoposide Sorensen 1993 
Vinblastina Ratain 1987 
 

Un altro metodo di stima della AUC viene definito come limited sampling 

strategies (LSS) o strategia di campionamento limitato. Questo metodo, più semplice del 

modello Bayesiano, assume che la AUC possa essere stimata tramite la costante “k” 

(intercetta nella curva del grafico concentrazione-tempo) conoscendo la concentrazione ad 

ogni time point. In alcuni lavori si sono usati da un minimo di 15 a un massimo di 29 

pazienti per predire la AUC (Ratain 1987, ratain 1991b, Egorin 1989). Il LSS porta alla 

stima della AUC senza la necessità di eseguire numerosi prelievi, ma misurando la 

concentrazione del farmaco dopo la somministrazione da uno a tre time point ben definiti. 

Dopo aver collezionato i campioni si misura la AUC e poi tramite una regressione lineare 

si correla la AUC ad ogni singola concentrazione. La concentrazione corrispondente al 

time point con il più alto coefficiente di correlazione viene usato per la stima della AUC 

(Van Warmerdan 1994). Successivamente possono essere aggiunti altri time point per 

migliorare l’accuratezza della correlazione.  

Una fase importante è poi la validazione del metodo applicandolo ad un’altra serie 

di pazienti. Per i quali viene sempre misurata la AUC e correlata con le precedenti. 

Tuttavia con lo studio della correlazione non è possibile mettere in evidenza alcuni errori 

provocati dalla stima stessa. Per questo sono stati introdotti i concetti di errore di 
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predizione medio (MPE, mean prediction error) e scarto quadratico medio dell’errore di 

predizione (RMSE, Root mean square prediction error) e le relative formule matematiche 

per il loro calcolo. Un modello di stima della AUC viene considerato buono se ha un 

RMSE <15%.  

Tuttavia il modello LSS ha dei limiti. Questo metodo dovrebbe essere usato solo 

per predire la AUC in una serie di casi con stesso regime di dose e stessa velocità di 

infusione. Inoltre questo metodo non tiene di conto delle alterazioni farmaco-farmaco e 

quindi la contemporanea somministrazione di altri farmaci non è consigliata. Ancora, il 

campionamento a determinati time point è cruciale. Lo scostamento anche di poco da 

quelli che sono i time point prefissati potrebbe modificare in modo essenziale la stima 

della AUC.  

In medicina umana LSS è stato sviluppato per diversi agenti antitumorali con un 

numero di campionamenti che variava da uno a 3 (Sorenson 1993, Egorin 1989, Ratain 

1991b, Moore 1993, Ratain 1987). Tuttavia nella maggior parte di questi studi veniva 

misurata la concentrazione della molecola d’origine senza considerare i suoi metaboliti, 

rendendo difficile una valutazione accurata della farmacocinetica e farmacodinamica del 

farmaco stesso. 

Nonostante la AUC possa aiutare il clinico ad ottenere regimi di dose 

personalizzati, esiste un potenziale problema nel predire la tossicità in una piccola parte di 

pazienti che presentano una differente sensibilità intrinseca degli organi sani (per es. 

midollo osseo) all’esposizione di alcuni farmaci. Per esempio Secondo Calvert et al., la 

AUC ottimale del carboplatino si riduceva di circa il 30% tra pazienti al primo trattamento 

e pazienti pretrattati (Calvert 1989).  
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Capitolo 2 Vinblastina. Generalità, utilizzo clinico nell’uomo e nel cane 

La vinblastina (Fig. 2.1) è una molecola di origine vegetale, ad azione antitumorale, 

appartenente alla categoria degli alcaloidi della vinca, all’interno del gruppo degli agenti 

antiblastici ad azione antimicrotubulari. È stata isolata per la prima volta da Robert Noble e 

Charles Thomas Beer dalla pianta di pervinca o Vinca rosea (Catharanthus roseus) del 

Madagascar nel 1958 (Fig. 2.2).  

 

Figura 1 Struttura molecolare della vinblastina (immagine da 
https://en.wikipedia.org/wiki/Vinblastine) 
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Figura 2.2 Pianta della pervinca del Madagascar, Catharanthus roseus (Da 
https://en.wikipedia.org/wiki/Catharanthus_roseus#/media/File:Catharanthus_roseus_001.jpg) 

 
La pervinca veniva usata inizialmente per il controllo delle emorragie, il 

trattamento dello scorbuto, del mal di denti, la guarigione delle ferite croniche e il 

trattamento del diabete. Per questi motivi, i primi studi sulle peculiarità della pervinca 

posero la loro attenzione sulle possibili proprietà ipoglicemizzanti di questo vegetale 

testandone gli estratti su conigli da laboratorio; in realtà, una volta iniettato l’estratto, gli 

animali tendevano a morire per setticemie, secondarie a gravi leucopenie e furono quindi 

scoperte le capacità antiblastiche oggi sfruttate nella lotta al cancro (Johnson 1968, 

Johnson 1963, Dancey 1995, Joel 1996, Gridelli 2002, Domenech 2001, Budman 1997), in 

particolare nel trattamento delle malattie linfoproliferative (Noble 1958, en.wikipedia.org).  

Gli alcaloidi della vinca sono costituiti da sostanze naturali, vinblastina (VBL) e 

vincristina (VCR), e da derivati semisintetici, vindesina (VDS), vinorelbina (VRL) e 

vinflunina (VFL) (Rowinsky 2011). Tutte queste sostanze sono composte da un dimero 

formato dalla vindolina (maggior alcaloide presente nella pervinca) e dalla catarantina 
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(Fig. 2.3). La VCR e la VBL condividono la stessa struttura di catarantina, e differiscono 

solo per un sostituente (R1) attaccato all’atomo di azoto della vindolina; mentre nella VCR 

abbiamo un gruppo formilico, nella VBL troviamo un gruppo metilico. Questa 

piccolissima differenza strutturale determina però enormi differenze di attività biologica. 

Le matrici semisintetiche invece possono differire dalle sostanze naturali non solo per i 

sostituenti della vindolina, ma anche per la struttura chimica della catarantina stessa 

(Rowinsky 2011).  

 

Figura 2.3 Differenze strutturali del nucleo di vindolina e della molecola di catarantina nei vari 
alcaloidi della vinca (immagine da Rowansky 2011) 

 
Gli alcaloidi della vinca inducono la loro tossicità cellulare interagendo con la 

tubulina e ostacolando la funzione dei microtubuli (Jordan 2004, Jordan 2007, Correja 

2001, Gascoigne 2009, Pellegrini 2005, Rowinsky 1992, Wilson 1994, Johnson 1968, 

,Johnson 1968, ,Budman 1997, Yun-San 2008, Jordan 2008, Bellmunt 2008, Bennouna 

2008, Toso 1993, Himes 1973, Tucker 1977). Inoltre, hanno anche altre azioni biologiche 
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che possono o meno essere correlate ai loro effetti sui microtubuli come il trasporto 

intracellulare di amminoacidi, sintesi di DNA, RNA e proteine, metabolismo lipidico, 

ossidazione del glutatione, glicolisi cellulare, rilascio di ormoni o altre sostanze chimiche 

(ADH, istamina, adrenalina) e integrità della membrana cellulare (Pellegrini 2005, Beck 

1984, Crossin 1981, Rowinsky 1992, Johnson 1968, Budman 1997). Tuttavia, questi ultimi 

meccanismi d’azione si osservano a concentrazioni non raggiungibili in vivo, mentre a 

concentrazioni nanomolari, più vicine a quelle che si ottengono nella pratica clinica, 

l’effetto è principalmente antimicrotubulare (Rowinsky 2011). 

Gli alcaloidi della vinca legano i microtubuli in due siti, denominati siti ad elevata o 

scarsa affinità. I primi sono localizzati nelle porzioni terminali dei microtubuli, mentre i 

secondi nella lunghezza del microtubulo (Jordan 2007, Gascoigne 2009, Himes 1991, 

Jordan 1986, Jordan 1990, Singer 1989). Il legame con i siti ad altà affinità avviene a 

concentrazioni inferiori a 1 millimolare, bloccando i processi dinamici dei microtubuli 

senza influenzare la massa totali di polimeri. In particolare attivano la porzione terminale a 

lento accrescimento, inibendo la parte terminale a rapido accrescimento, determinando così 

una situazione “stazionaria” che provoca un vero e proprio blocco della mitosi in metafase 

(Jordan 2004, Jordan 2007, Correia 2001, Himes 1991, Jordan 1986, Jordan 1990, Singer 

1989). Durante una normale mitosi, la fine di questo evento è associata a una rapida 

degradazione della ciclina B1. Tuttavia, se si dovessero instaurare “perturbazioni” che non 

permettano un’ottimale stabilità del fuso o che possano ridurre la tensione dello stesso, 

queste impedirebbero la progressione nel ciclo cellulare dalla metafase all’anafase, 

determinando l’attivazione dei meccanismi di morte cellulare programmata (Jordan 2004, 

Gascoigne 2009, Wilson 1999, Bhalla 2003, Zhai 1996, Yvon 1999). 

Tuttavia le concentrazioni di ciclina B1 possono, nonostante tutto, rimanere elevate 

e la cellula può passare alla successiva interfase con nuova decondensazione della 

cromatina e formazione di nuclei multilobati (Jordan 2004,Jordan 2007, Gascoigne 2009, 



	 34	

Jordan 1991). Inoltre, benché la cellula sia arrestata in metafase, non è detto che si attivi 

l’apoptosi. Quest’ultimo infatti, è un meccanismo regolato da un delicato equilibrio tra 

induzione di geni proapoptotici e soppressione di geni antiapoptotici. La proteina p53 

(proteina proapoptosi) sembra avere un ruolo chiave nell’attivazione dell’apoptosi nelle 

cellule in fase M bloccata per un periodo prolungato (Gascoigne 2009, Bhalla 2003, Fan 

1998, Blagosklonny 2000, Ngan 2001, Jordan 1992, Upreti 2006). Il legame, invece, nei 

siti a scarsa affinità con concentrazioni superiori a 1 millimolare determina 

depolimerizzazione della tubulina e quindi una riduzione della quantità totale di 

microtubuli. 

In ultimo gli alcaloidi della vinca mostrano attività antiangiogenetica in vitro a dosi 

molto basse (VBL 0,1-1 pmol/L), caratteristica ancora poco studiata in vivo (Ngan 2001, 

,Vacca 1999, Braguer 2008, Meissner 2008, Pasquier 2007, Pasquier 2016, Camerini 2015) 

Sebbene i vari alcaloidi della vinca mostrino differenti affinità di legame per i 

microtubuli (VCR > VBL > VRL > VFL) questa non influenza la loro attività 

farmacologica (Jordan 2008, Kruczynski 1998). Anzi, recentemente è stata dimostrata una 

maggior efficacia della VFL rispetto alla VCR su numerosi tumori murini e umani. Inoltre 

l’attività biologica delle varie sostanze potrebbe essere dettata anche dai differenti isotipi 

di microtubuli esistenti nei vari tessuti, dalla permeabilità e ritenzione cellulare, dalla 

concentrazione intracellulare delle proteine associate ai microtubuli (MAPs, Microtubule-

Associated Proteins) e dalle diverse modificazioni post-traduzionali determinando per 

questo differenti sensibilità tissutali alla loro esposizione (Beck 1984, Ngan 2001a, Lobert 

1996, Bowman 1988, Ferguson 1985, Lobert 2008, Bowman 1986, Gout 1984). Per 

esempio, in colture tissutali di cellule leucemiche umane, la VCR ha una ritenzione 

cellulare più elevata rispetto alla VBL, motivo per il quale si ipotizza la sua maggior 

efficacia nel breve periodo post trattamento (Bowman 1988, Ferguson 1984, Gout 1984).  
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Nonostante gli alcaloidi della vinca siano rapidamente captati dalle varie cellule la 

loro concentrazione all’equilibrio tra ambiente intra- ed extracellulare può variare da 5- a 

500-volte, dipendentemente dal tipo cellulare (Bowman 1988, Bleyer 1975, Bowman 

1986, Lengfeld 1982, Zhou 1994). La caratteristica più importante che determina 

accumulo intracellulare e ritenzione del farmaco è la lipofilia (Zhou 1994, Rahmani 1993), 

sebbene altri meccanismi, sconosciuti, intrinseci al tipo di tessuto cellulare potrebbero 

essere altrettanto importanti. Anche se la concentrazione del farmaco e la durata del 

trattamento sembrano essere decisivi per il suo accumulo intracellulare, la durata di 

esposizione al di sopra di uno specifico limite sembra la causa più importante di 

citotossicità di queste molecole (Ferguson 1984, Jackson 1979). A parità di durata di 

trattamento la concentrazione extracellulare di farmaco sembra direttamente proporzionale 

all’efficacia: per la VCR è dimostrata una capacità di inibizione del 50% con 

concentrazioni di 1-5 nmol/L (Jackson 1979). 

I meccanismi di resistenza sono essenzialmente due. Il primo è denominato 

multiresistenza (MDR, multidrug resistance), innata o acquisita. La maggior parte delle 

proteine che mediano questo meccanismo rientrano nella categoria delle proteine ABC 

trasportatrici, che hanno il compito di veicolare numerose sostanze attraverso la membrana 

cellulare (Inaba 1981, Greenberger 1987, Choi 1988, Peterson 1983, Pieters 1992, 

Cornwell 1987, Fojo 1987, Beck 1979, Lockart 2003, Fojo 2007, Kavallaris 2008). Le 

proteine maggiormente studiate sono la glicoproteina di permeabilità (Pgp, permeability 

glycoprotein) o proteina MDR1 (ABC sottofamiglia B1 o ABCB1) e la proteina MRP1. La 

MDR1 è una proteina di membrana di 170 kDa, considerata una pompa di efflusso di 

membrana che regola il trasporto extracellulare di un gran numero di sostanze dal citosol, 

portando ad un ridotto accumulo intracitoplasmatico. La Pgp è fisiologicamente 

sovraespressa in alcuni tessuti (epitelio tubulare renale, midollare surrenalica, mucosa del 
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colon e altri) ed è stata documentata la sua sovraespressione in molte condizioni tumorali 

in altri tessuti (linfomi, leucemie e mielomi multipli) (Rowinsky 2011).  

MPR1, è una proteina di circa 190 kDa, localizzata all’interno della membrana 

plasmatica e a livello del reticolo endoplasmatico, suggerendo un suo ruolo nel sequestro e 

trasporto extracellulare attraverso sistemi vescicolari (Lockhart 2003, Fojo 2007, 

Kavallaris 2008, Nooter 1995, Beck 1983, Bender 1982, Safa 1986, Grant 1994, Scheper 

1993, Etiévant 1998, Kruh 1995, Hifpner 1999, Zaman 1994). Tuttavia, questi meccanismi 

di resistenza sembrano essere reversibili in vitro, quando vengono utilizzati farmaci che 

legano MDR1 o MPR1 come farmaci bloccanti i canali del calcio, inibitori della 

calmodulina, ecc... (Betrand 1992, Pinkerton 1996, List 2004) In questo modo però 

aumenta anche la concentrazione del farmaco nelle cellule dei tessuti normali, 

aumentandone notevolmente la tossicità.  

Il secondo meccanismo è condizionato dagli isotipi di tubulina. Sappiamo che i 

mammiferi hanno sei isotipi di alfa-tubulina e 7 della beta. Modificazioni post-traduzionali 

o genetiche che portano a modifiche strutturali della tubulina sono state registrate in tumori 

resistenti agli alcaloidi della vinca (Raff 1993, Khan 2003, Toso 1993, Fojo 2007, 

Kavallaris 2008, Amos 1979, Rai 1998, Orr 2003, Hari 2003, Gan 2008, Minotti 1991, 

Cabral 1986, Cabral 1989, Cabral 1991). 

VCR e VBL possono andare incontro a degradazione molto facilmente e i prodotti 

di degradazione possono essere misurati con HPLC (Sethi 1985). Le tecniche di RIA e 

ELISA che sono state sviluppate non permettevano comunque di poter distinguere le 

molecole madri dai derivati. (Castle 1976, Bender 1977, Culp 1977, Owellen 1977, 

Owellen 1977a, Jackson 1978) La spettrometria di massa tandem con HPLC ha aumentato 

la sensibilità delle metodiche di misurazione molecolare (Ramirez 1997, Van Tellingen 

1991, Ylinen 1990, Rahmani 1987). 
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Gli alcaloidi della vinca vengono somministrati prevalentemente endovena tramite 

bolo rapido. Solitamente le caratteristiche farmacocinetiche degli alcaloidi della vinca 

esibiscono una distribuzione trifasica (Rowinsky 1992). Le caratteristiche includono un 

grande volume di distribuzione, una clearance trifasica dal plasma subito dopo la 

somministrazione con una clearance iniziale molto rapida seguita poi da un tempo di 

emivita più prolungato e eliminazione dei principali metaboliti tramite metabolismo 

epatico ed escrezione biliare. Nell’uomo, alla normale dose utilizzata nell’adulto il picco di 

concentrazione plasmatico varia da 100 a 500 nmol, persiste per pochi minuti ma 

comunque i livelli rimangono al di sopra di 1-2 nmol per una durata piuttosto prolungata 

(Rowinsky 1992, Owellen 1977, Owellen 1977a, Jackson 1978, Nelson 1980, Rahmani 

1993, Leveque 2007). E’ stata documentata un’ampia variabilità interindividuale e 

intraindividuale del comportamento farmacologico, attribuibile a molti fattori, come il 

legame con le proteine plasmatiche, metabolismo epatico e clearance biliare. Nell’uomo la 

VBL ha la più elevata clearance e il tempo di emivita terminale più breve (Fig. 2.4). 

 

Figura 2.4 Parametri farmacocinetici degli alcaloidi della vinca (immagine da Rowansky 2011) 
 

La VBL è stata riportata avere un legame con le proteine plasmatiche 

tendenzialmente superiore al 90% (Rowinsky 1992, Owellen 1977, Nelson 1980, Rahmani 

1993, Steele 1983, Hebden 1970, Creasey 1975). Dopo circa 20 minuti dalla 

somministrazione circa il 50% della VBL risulta legata alle piastrine, globuli rossi e 

globuli bianchi (Steele 1983, Hebden 1970, Creasey 1975). Il rapido calo di 
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concentrazione plasmatica (t1/2<5 min) è giustificato dall’elevata e rapida distribuzione 

tissutale (Owellen 1977).  

La VBL viene ampiamente sequestrata a livello tissutale tanto da avere una 

ritenzione del 73% dopo 6 giorni di somministrazione (Owellen 1977). La principale via 

metabolica è epatica e l’escrezione biliare (Rowinsky 1992, Owellen 1977, Nelson 1980, 

Rahmani 1993, Leveque 2007, Creasey 1975, Zhou-Pan 1993). Nelle feci si riescono a 

rilevare solo piccole quantità della molecola madre a giustificazione dell’intenso 

metabolismo epatico. Almeno un metabolita, la desacetilvinblastina è stata identificata nel 

cane e nell’uomo come metabolita attivo della VBL, e piccole quantità sono state ritrovate 

nelle urine e nelle feci (Hamscher 2010)  

2.1 Utilizzo clinico in oncologia umana 

La posologia della VBL è di 6 mg/m2/giorno, ma la dose iniziale di solito prevede 

di iniziare con 2,5-3,7 mg/m2, seguita da dose esclation con 1,8-1,25 mg/m2 ogni settimana 

fino a raggiungere la dose limite di 12,5-18,5 mg/m2. La tossicità varia ampiamente da 

individuo a individuo (Rowansky 2011) 

In umana, la VBL viene impiegata come componente di protocolli 

polichemioterapici come il PVB (cisplatino-VBL-bleomicina) nel trattamento dei tumori 

delle cellule germinali e il ABVD (doxorubicina, bleomicina, VBL-dacarbazina) nel 

linfoma di Hodgkin, oltrechè nel sarcoma di Kaposi, carcinomi della vescica, mammari e 

polmonari (Rowansky 2011). 

I profili di tossicità degli alcaloidi della vinca sono differenti tra loro nonostante le 

loro similitudini strutturali e farmacologiche. La VCR è la molecola a maggior tossicità 

neurologica periferica, mentre la VBL, VRL e VFL sono a maggior tossicità midollare 

(Rowansky 2011). La neutropenia è la tossicità principale e dose-limitante, mentre la 

trombocitopenia e l’anemia sono meno comuni e meno gravi. Il nadir neutropenico si ha 

tra i 7 e gli 11 giorni e solitamente si ha un recupero completo in 2-3 settimane (Rowansky 
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2011). La VCR può aumentare la conta piastrinica come risultato di endoreplicazione 

megacariocitaria (Bunn 1975). Costipazioni e ileo paralitico sono spesso frequenti con la 

VCR probabilmente come espressione di neuropatia (Sharma 1988). Le mucositi, stomatiti 

e faringiti sono più comuni con VBL che con VRL e rare con VCR. Nausea vomito e 

diarrea sono poco comuni (Rowansky 2011). La pancreatite è stata riportata con la VRL 

(Tester 1997). 

La VBL è riportata poter dare iper e ipotensioni, soprattutto quando associata a sali 

del platino e bleomicina (Hirvonen 1988, Gottlieb 1971, Carmichael 1970). La VBL è 

associata a frequenti fenomeni di Reynaud sintomatici (fenomeni di vasocostrizione 

periferica grave associata a stimoli freddi) che migliorano con l’uso di farmaci bloccanti i 

canali del calcio (Hansen 1989, Hantel 1988). Sono riportati anche ischemie miocardiche e 

infarti. 

Gli alcaloidi della vinca sono potenti vescicanti e possono causare gravi danni in 

caso di stravaso. Eritema e dolore sono i segni più comuni. Irritazioni locali e segni di 

flebite possono ritrovarsi lungo il tragitto della vena dove è stata somministrato il farmaco 

come segno di sclerosi. Il rischio di flebite aumenta se il lavaggio con soluzione salina 

successivo al trattamento non è sufficiente (Hohneker 1994, Dorr 1985, Bellone 1990, 

Pattison 2002, Goolsby 2006). La VBL, inoltre, può causare irritazione corneale e 

fotosensibilizzazione (Rowansky 2011). 

2.2 Utilizzo clinico in oncologia veterinaria 

Nel cane la VBL è considerato il farmaco di prima scelta per il trattamento del 

mastocitoma, in regime di single-agent o in associazione ad altri farmaci come prednisone, 

ciclofosfamide, lomustina e toceranib. Anche se ancora poco studiata, la VBL sembra 

avere un ruolo anche nel trattamento del carcinoma a cellule transizionali della vescica e 

nel linfoma ad alto grado. 
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La VBL viene somministrata endovena in boli rapidi ad un dosaggio variabile da 2 

a 3,5 mg/m2 ad intervalli settimanali o più prolungati anche fino a ogni 4 settimane a 

seconda del protocollo di trattamento.  

La tossicità midollare della VBL è considerata dose limitante e si presenta con 

frequenze ed intensità variabili indipendentemente dalla dose utilizzata. Quando si parla di 

tossicità midollare facciamo riferimento alla valutazione di tre caratteristiche fondamentali 

dell’emogramma: la conta neutrofilica, la conta piastrinica e la presenza o meno di anemia. 

Dato che i pochi studi che hanno osservato la tossicità piastrinica ed eritrocitaria riportano 

eventi rari e di lieve entità, da questo punto in avanti per tossicità midollare o ematologica 

si intenderà neutropenia. Sfortunatamente, non tutti i lavori pubblicati riportano la 

frequenza di tossicità basata sul numero di eventi per il numero totale di dosi 

somministrate, ma più spesso abbiamo dei dati parziali con la sola valutazione del numero 

dei soggetti che sviluppavano un certo grado di tossicità. Queste informazioni mancanti 

potrebbero essere alla base di errate valutazioni durante la discussione dei seguenti trial 

clinici. Quando somministrata a 2 mg/m2 in regimi di monochemioterapia associata o 

meno a prednisone, che tendenzialmente prevedono una somministrazione settimanale per 

quattro volte e poi per altre quattro volte a settimane alterne, la tossicità midollare della 

VBL viene riportata essere poco frequente e di lieve entità (Tab. 2.1). 

 

Tabella 2.1 Frequenza e gravità di tossicità midollare osservata in cani trattati con 2 
mg/m2 di VBL endovenosa somministrata in bolo rapido 

Pololazione N. cani con tossicità 
(%) 

N. cani con tossicità 
G3-4 (%) 

Bibliografia 

61 8 (13.0) 4 (6.5) Thamm 2006 
41 8 (19.5) 2 (4.8) Thamm 1999 
24 0 (0.0) 0 (0.0) Vickery 2008 
25 5 (20.0) 0 (0.0) Rassnick 2008 
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Inoltre, un lavoro del 2004, osservava tossicità ematologica solo nell’11% dei 

trattamenti, su 206 trattamenti totali, e con tossicità grave solo nel 1% (Davies 2004).  

Quando utilizzata in regimi di polichemioterapia sempre a 2 mg/m2 con intervalli 

intersomministrazione di 3-4 settimane la tossicità midollare riportata diventa difficile da 

valutare per la possibile interazione con gli altri farmaci. Tuttavia anche in questi casi 

viene considerata infrequente e lieve (Tab. 2.2) 

 

Tabella 2.2 Frequenza e gravità di tossicità midollare osservata in cani trattati con 2 
mg/m2 di VBL endovenosa somministrata in bolo rapido in protocolli di 

polichemioterapia 

Pololazione N. cani con tossicità 
(%) 

N. cani con tossicità 
G3-4 (%) 

Bibliografia 

35 5 (14.3) 0 (0.0) Camps-Palau 2007 
57 8 (14.0) 0 (0.0) Cooper 2009 
21 NR 0 (0.0) Lejeune 2013 

 

Vickery et al., in uno studio del 2008, hanno riportato le tossicità della VBL quando 

questa veniva utilizzata in regime di dose escalation. L’incidenza della tossicità 

ematologica lieve variava da 8.3%, 29.2%, 14.3% e 17.7% rispettivamente a 2, 2.33, 2.67 e 

3 mg/m2 rispettivamente. Mentre la tossicità grave si osservava solo con dosi di 2.67 e 3 

mg/m2, rispettivamente nel 9.5 e 5.9% dei casi.  

Un altro lavoro del 2008, valutava la tossicità di due gruppi di cani trattati 

rispettivamente con 2 mg/m2 a schema 4+4 come riportato sopra oppure con 3.5 mg/m2 a 

settimane alterne. Quest’ultimo gruppo sviluppava numerosi eventi di tossicità grave in 14 

(54%) di 26 cani, con un totale di eventi avversi neutropenici di 22/26 (85%) cani, mentre 

nel gruppo a basse dosi non si evidenziava mai tossicità grave (Rassnick 2008).  

Un lavoro sempre del 2008, ha infine tentato di valutare la massima dose tollerata 

della VBL utilizzando uno schema di valutazione della tossicità che includeva tre cani alla 

volta, e definiva come MDT la dose immediatamente più bassa a quella che determina 
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tossicità ematologica dose limitante in 2 cani su 3. Per questo erano stati arruolati prima 3 

cani trattati a 3 mg/m2, i quali avevano sviluppato solo in 2 casi tossicità di grado lieve, poi 

16 cani trattati con 3.5 mg/m2 che avevano sviluppato in 7 casi tossicità lieve e in 4 

tossicità grave, e come dose eccessiva è stata considerato il trattamento con 4 mg/m2 che 

ha portato in 2 casi su 4 a tossicità di grado grave (Bailey 2008).  

Sulla base di questi risultati la MDT di 3.5 mg/m2 è stata poi utilizzata in un regime 

di polichemioterapia che comprendeva anche prednisone e lomustina somministrata a 70 

mg/m2. Il protocollo prevedeva cicli di 3 settimane in cui si somministrava la VBL il 

giorno 1 e la lomustina il giorno 14 per 6 mesi. Sorprendentemente la stessa quota di cani 

sviluppava tossicità ematologica di grado 1 e 4, precisamente il 29%, mentre il 22% non 

sviluppava tossicità (Rassnick 2010). 

Tuttavia, recentemente la tossicità della VBL è risultata scarsamente tollerata alla 

dose di 3 mg/m2 ogni due settimane, in cani affetti da TCC, con solo il 33% dei pazienti 

che riusciva a proseguire il protocollo senza riduzione di dose per il sopraggiungere di 

tossicità ematologica grave (Arnold 2011). 

La tossicità gastroenterica viene considerata prevalentemente come calo 

dell’appetito (anoressia), vomito o diarrea ed anche questa viene riportata essere lieve 

(grado 1-2) e poco frequente (<20%) in corso di trattamento con VBL (Rassnick 2008, 

Rassnick 2010).   

Altri tipi di tossicità come neuropatie periferiche e vasosclerosi sono segnalati 

essere rari (Camps-Palau 2007, Robat 2012), tuttavia la loro reale incidenza rimane 

sconosciuta per l’oggettiva difficoltà che ha il clinico nel riconoscerle se non in stadi gravi 

(nda).
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Capitolo 3 Individualizzazione di dose e limited sampling strategies: applicazioni 

cliniche in medicina umana e veterinaria 

In ambito oncologico, l’utilizzo di regimi chemioterapici basati sulla 

somministrazione della MTD, porta con sé la difficoltà di stabilire una correlazione tra la 

reale concentrazione plasmatica di farmaco nell’individuo e la risposta antitumorale o la 

tossicità, aspetto che sarebbe essenziale per il clinico per personalizzare il protocollo 

chemioterapico (de Jonge 2005). 

La misurazione della risposta antitumorale non è semplice da interpretare, perchè 

influenzata da una serie di variabili indipendenti intrinseche al tumore stesso, come la 

chemioresistenza, disomogenea vascolarizzazione intratumorale, differenti tempi di 

risposta delle cellule neoplastiche, (Moore 1987) oppure dovute allo schema terapeutico, 

soprattutto nei protocolli polichemioterapici, dove dovremmo tenere di conto del peso di 

ogni farmaco e dell’interazione farmaco-farmaco. Se è vero che la risposta antitumorale è 

difficile da interpretare, la tossicità da chemioterapia, principalmente quella ematologica, si 

riesce a misurare in modo più oggettivo, tendenzialmente è riproducibile e solitamente si 

sviluppa con delle tempistiche note (nadir) (nda). Per questo negli ultimi 30 anni sono stati 

pubblicati numerosi lavori che hanno dimostrato una certa correlazione tra la 

farmacocinetica/farmacodinamica di numerosi chemioterapici antiblastici e lo sviluppo di 

effetti collaterali (Ratain 1990, Van Den Bongard 2000, Evans 1989, Galpin 1993, Masson 

1997). Visto che in oncologia, si utilizza la massima dose di chemioterapia tollerata dal 

paziente, per il principio del “more is better” (Hryniuk 1988), rimane logico pensare che 

utilizzare come target la tossicità, possa portare ad ottimizzare il regime di dosaggio.  

I modelli di ottimizzazione di dose di alcuni chemioterapici, come carboplatino, 

busulfan, metotressato, fluorouracile e etoposide sono stati ampiamente valutati, anche in 

studi prospettici, e sono entrati a far parte dei moderni schemi di dosaggio (de Jonge 2005). 

Così per esempio, negli ultimi 15 anni numerosi lavori hanno rivolto l’attenzione 
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all’ottimizzazione di dose del 5-fluorouracile, dato che è un farmaco a degradazione 

enzimatica e che l’espressione enzimatica è estremamente variabile da individuo a 

individuo nella popolazione umana. Inizialmente, per ridurre i costi e il disagio dei pazienti 

a sottoporsi a numerosi prelievi ematici, è stato sviluppato un sistema LSS, tramite un 

metodo Bayesiano (Climente-Marti 2003).  

Successivamente, alcuni autori hanno osservato una riduzione di tossicità da 

chemioterapia e una miglior efficacia in pazienti trattati con individualizzazione di dose 

rispetto al dosaggio standard basato su BSA. Un lavoro, ad esempio, riporta i risultati di 

uno studio prospettico e randomizzato in pazienti con carcinoma colon-rettale metastatici 

suddivisi in due gruppi di regime di dosaggio (Gamelin 2008). Il gruppo di controllo 

riceveva 5-fluorouracile a 1500 mg/m2/settimana mentre il gruppo sperimentale dopo aver 

ricevuto la prima dose come il gruppo di controllo le successive venivano “aggiustate” in 

base a modelli matematici nel tentativo di mantenere la concentrazione plasmatica 

all’interno di un range definito efficace e poco tossico (Fig 3.1) 

 

Figura 3.1 Schema di aggiustamento di dose del 5-fluorouracile sulla base dei risultati di 
concentrazione plasmatica rilevati dopo il primo ciclo di chemioterapia (modificato da Gamelin 

2008) 
 

Gli autori osservarono che il gruppo sperimentale nonostante ricevesse in media 

una dose maggiore rispetto al gruppo di controllo (1790 mg/m2/settimana Vs 1500 

mg/m2/settimana), sviluppava minori eventi di tossicità e migliori tassi di risposta. Ma il 
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dato più interessante è l’estrema eterogeneità dei dosaggi da somministrare ad ogni 

paziente per ottenere la concentrazione di fluorouracile all’interno del range terapeutico nel 

gruppo sperimentale (Fig. 3.2) e il fatto che solo 4 di 49 pazienti del gruppo di controllo 

avesse concentrazioni plasmatiche di fluorouracile all’interno dello stesso range. 

 

Figura 3.2 Rappresentazione grafico della distribuzione dei dosaggi nei 2 gruppi. Arm A (colonne 
blu) rappresenta il gruppo di controllo con dosaggio standard basato sulla superficie corporea. Arm 
B (colonne gialle) rappresenta il gruppo sperimentale con l’adattamento di dose basato sulla AUC. 

(modificato da Gamelin 2008) 
 

Questi dati sono stati confermati anche più recentemente in uno studio condotto da 

un gruppo di medici americani (Kline 2014) (Fig. 3.3, 3.4)
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Figure 3.3 Tassi di tossicità di grado 3 sviluppati dai pazienti trattati con dose standard (BSA 
Method) e pazienti trattati con aggiustamento di dose (PK Monitoring). (modificato da Kline 2014) 

 

 

Figura 3.4 Curve di sopravvivenza dei pazienti trattati con dosaggio standard di fluorouracile 
(BSA, linea blu) e trattati con aggiustamento di dose (PK, linea viola) (modificato da Kline 2014) 

 

Non solo l’utilizzo di un monitoraggio farmacocinetico permette di migliorare 

l’esposizione individuale al chemioterapico raggiungendo i target terapeutici prefissati, in 
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alcuni lavori è stato addirittura osservato che aumentando il numero di aggiustamenti di 

dose per individuo si aumenta la possibilità di far rientrare lo stesso individuo all’interno 

del range di concentrazione plasmatica prefissato (de Jonge 2005). Così come alcuni autori 

avevano osservato che l’aggiustamento di dose dopo il secondo ciclo di trattamento con 

busulfan riusciva a portare tutti i pazienti all’interno del range terapeutico, mentre solo il 

54% raggiungeva tale obiettivo con l’individualizzazione di dose dopo il primo ciclo, più 

recentemente altri autori hanno osservato che riuscivano a rendere più omogenea la 

distribuzione dei target terapeutici ottenuti solo dopo quattro osservazioni 

farmacocinetiche con un errore inferiore al 20% e limitando al minimo l’esposizione di 

alcuni soggetti a dosi estremamente troppo alte o troppo basse di chemioterapico (Fig 3.5). 

(Bolinger 1999, Saam 2011)  

 

Figura 3.5 Aggiustamenti di dose ripetuti in un gruppo di pazienti trattati con fluorouracile. Si può 
osservare come l’AUC media rientri nel range terapeutico dopo la 4° valutazione e come la 

devizione standard e il range si riducno, migliorando la precisione della misurazione. Inoltre si 
osserva come si riducano sensibilmente i pazienti esposti a dosaggi troppo elevati (modificato da 

saam 2011) 
 

Riguardo alla VBL, vista l’elevata variabilità farmacocinetica interindividuale di 

questa, nel tempo sono stati proposti protocolli di dosaggio differenti volti ad 

individualizzare la dose, cercando di minimizzare la tossicità e ottimizzando i tassi di 

risposta. 
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Uno studio, per esempio, ha valutato se l’infusione continua di VBL potesse 

migliorare e “stabilizzare” la quota di farmaco libero in circolo e quindi disponibile per le 

cellule tumorali, rispetto a somministrazioni in bolo (Lu 1983). Questo studio infatti, si 

prefiggeva di mantenere la Css elevata; dato che la VBL presenta un’elevata clearance e un 

grande volume di distribuzione per l’elevata affinità alla tubulina tissutale, in questo modo 

si pensava di poter saturare i legami extravascolari aumentando la concentrazione di 

farmaco libera in circolo (Owellen 1975). Paragonando quindi una modalità di infusione di 

1-2 mg/m2/die per cinque giorni consecutivi con un bolo rapido di 7,5 mg/m2, si osservava 

che i pazienti con infusione continua avevano una emivita di farmaco più lunga, e una 

clearance più lenta nonostante una elevata variabilità interindividuale (Fig. 3.6). 

 

Figure 3.6. Confronto dei parametri di farmacocinetica nei 2 gruppi di pazienti trattati con VBL ad 
infusione continua o con bolo rapido (da Lu 1983) 

 
Inoltre, all’interno del gruppo con infusione continua, si ottenevano tassi di risposta 

migliori in pazienti con AUC maggiore e clearance inferiore, mentre il volume di 

distribuzione non sembrava avere nessuna influenza (Fig. 3.7). 
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Figure 3.7. Confronto dei parametri di farmacocinetica nei pazienti divisi per gruppi di risposta 
clinica (da Lu 1983) 

 
Uno studio successivo (Ratain 1986) ha osservato la tossicità in pazienti trattati con 

infusioni continue permanenti con sistemi di erogazioni a flusso costante sottocutanee, 

cercando di mantenere la concentrazione plasmatica citotossica superiore a 1 ng/ml così 

come dimostrato in vitro (Ludwig 1984). Lo studio si prefiggeva di trovare la MTD e la 

correlazione con la Css di VBL. Per questo i pazienti venivano trattati con dosi crescenti di 

VBL da 0,5 a 0,7 mg/m2/die e rivalutati ogni 2-3 settimane. Gli autori ottennero dei dati 

molto interessanti, trovando una Css media di VBL significativamente più alta nel gruppo 

di pazienti che sviluppava tossicità (1,99 ng/ml Vs 1,00 ng/ml). Inoltre cinque di 6 pazienti 

con Css superiore a 2 ng/ml sviluppava leucopenia grave contro 1 paziente su 15 che 

invece la sviluppava a concentrazioni inferiori a 1,45 ng/ml (Fig 3.8). 
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Fig 3.8 Comparazione delle Css di VBL tra i due gruppi di pazienti trattati. Si osserva come la Css 
media (linea tratteggiata) risultasse superiore nel gruppo dei pazienti con episodi di tossicità 

(gruppo “Toxic”) (da Ratain 1986) 
 

L’anno successivo, gli stessi autori sviluppavano e validavano un modello di 

limited sampling strategies, riducendo da 16 a soli due campionamenti ematici i time point 

necessari a predire la farmacocinetica della VBL nell’uomo (r=0,94, p<0,0001) (Ratain 

1987). 

Nonostante in letteratura si possano trovare numerose pubblicazioni relative la 

ricerca di individualizzare la dose di VBL nel paziente oncologico, nessun dato 

attualmente è disponibile riguardo l’applicabilità clinica né riguardo correlazioni tra 

parametri farmacocinetici e osservazioni di tossicità o efficacia in studi prospettici o caso 

controllo. 

Ad oggi in oncologia veterinaria, esistono solo sporadiche segnalazioni riguardo i 

parametri di farmacocinetica/farmacodinamica per l’esposizione ai chemioterapici nei cani 

in chemioterapia, in particolare sono studi che riguardano la farmacocinetica della 

doxorubicina (Selting 2006, Wittenburg 2014). Più spesso, la ricerca della dose “giusta” 

passa da trial di dose-escalation di farmaco. Con questa modalità piccoli gruppi di cani 
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(solitamente costituiti da almeno tre soggetti), vengono trattati con dosi crescenti di 

chemioterapico fino a che una certa dose è considerata eccessivamente tossica. A questo 

punto una più ampia popolazione viene trattata con la dose immediatamente inferiore a 

quella considerata eccessiva. Se i profili di tossicità ottenuti su quest’ultima popolazione 

vengono considerati “sicuri”, quel dosaggio di farmaco viene considerato come MTD. Si 

intuisce quindi come l’aggiustamento di dose venga eseguito a posteriori sulla base di 

profili di tossicità studiati su popolazioni, spesso numericamente piccole, e che non 

necessariamente si finalizza con l’individualizzazione del regime di dosaggio per quello 

specifico soggetto (Bailey 2008).
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Capitolo 4 - Scopo del lavoro 

Sin dagli anni 40-50 del XX secolo, quando venne proposto l’utilizzo della BSA 

in sostituzione al peso corporeo nella formulazione di dosaggi farmacologici in 

pediatria oncologica, la maggior parte dei chemioterapici in oncologia umana e 

veterinaria vengono dosati per unità di BSA (Dawson 1940, Pinkel 1958, Gustafson 

2013, Collins 2011). Tuttavia, ad oggi, non esiste una documentazione chiara riguardo 

la correlazione tra i parametri di farmacocinetica e il dosaggio per unità di BSA, 

rendendo quest’ultimo metodo spesso fallace, e in alcuni casi contraddittorio, nel 

predire efficacia e tossicità di un determinato trattamento (Desoize 1994, Reilly 1993, 

Powis 1987, Rodvold 1988). 

Anche in Medicina Veterinaria, per esempio, è stata osservata maggior tossicità 

nei cani di taglia piccola rispetto ai cani grandi con melfalan, cisplatino, carboplatino e 

doxorubicina, se i farmaci venivano dosati per unità di BSA (Price 1998).  

Per questi motivi, nelle ultime decadi del ‘900, molta ricerca in campo 

oncologico si è focalizzata sullo studio di modelli che riuscissero a predire con una 

buona approssimazione il comportamento farmacocinetico delle molecole più 

comunemente utilizzate con l’obiettivo di affinare i protocolli chemioterapici, non solo 

per categorie tumorali ma anche per classi di individui. L’uso della concentrazione 

plasmatica post somministrazione, e relativo calcolo dell’AUC o Cmax, è sembrato 

essere il metodo più realistico nel determinare la farmacocinetica di un chemioterapico 

(Evans 1989, Robert 1993). Tuttavia, alcuni lavori hanno dimostrato una variabilità 

dell’AUC fino a 10 volte tra i pazienti sottoposti allo stesso regime di dose di 

chemioterapico, rendendo assai complicato lo sviluppo di un metodo di dosaggio 

efficace e sicuro per una intera popolazione di soggetti (Eksborg 1990, Ratain 1987, 

Ratain 1991b). Di conseguenza, la ricerca ha spostato il proprio target sullo sviluppo di 
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modelli matematici che riuscissero a predire, con un certo grado di accuratezza, la dose 

ottimale di farmaco individuo per individuo (Collins 2011). Questa nuova concezione di 

farmacoterapia, prevede nella maggior parte dei casi, di studiare alcuni parametri di 

farmacocinetica ben precisi (AUC, Cmax, Css), paziente per paziente,  dopo la prima 

somministrazione di chemioterapia. Questi parametri verranno poi comparati con dati di 

farmacocinetica definiti “ideali”, perché considerati efficaci e poco tossici, così da 

modificare i dosaggi successivi e personalizzare quindi il protocollo chemioterapico 

(Long 1987, Drusano 1988, Drusano 1994, Kashuba 1996).  

Per superare gli svantaggi di questa procedura, che richiedendo numerosi 

prelievi ematici viene considerata poco applicabile nella pratica clinica sia per i costi 

che per il disagio arrecato al paziente, sono stati studiati e validati dei metodi di 

campionamento limitato (limited sampling strategies) che, con la misurazione delle 

concentrazioni plasmatiche a soli 2-3 time point prefissati, riescono a fornire 

informazioni di farmacocinetica con approssimazioni superiori all’80% (Van 

Warderman 1994). L’applicazione clinica in oncologia umana, di questi nuovi metodi 

di “individualizzazione” del dosaggio chemioterapico hanno prodotto risultati 

sorprendenti nel ridurre la tossicità da chemioterapia, talvolta riuscendo a migliorare 

l’efficacia del trattamento stesso (Gamelin 2008, Kline 2014, Saam 2011). 

Nel cane la VBL è considerato il farmaco di prima scelta per il trattamento del 

mastocitoma, e viene utilizzata in regimi mono o polichemioterapici. Le pubblicazioni 

scientifiche riportano tossicità estremamente variabili all’interno delle varie popolazioni 

in studio, che fa presupporre un comportamento farmacocinetico molto differente da 

cane a cane, così come dimostrato nell’uomo (Arnold 2011, Rassnick 2008, Bailey 

2008, Lu 1983, Ratain 1986). 
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L’obiettivo di questo studio è quello di studiare la farmacocinetica della VBL 

alla prima somministrazione in cani affetti da mastocitoma cutaneo e sviluppare una 

limited sampling strategy per predirne l’esposizione. Il secondo obiettivo del lavoro è 

quello di valutare se esiste un’associazione tra i valori di AUC individuali e la presenza 

di tossicità indotta da chemioterapia, principalmente ematologica e gastroenterica e i 

tassi di risposta tumorale. 
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Capitolo 5 Materiali e metodi 

In questo lavoro sono stati inclusi tutti i cani di proprietà afferiti all’Ospedale 

Didattico Veterinario “M. Modenato” dell’Università di Pisa, nel periodo compreso tra 

Novembre 2013 e Maggio 2016, con diagnosi di mastocitoma cutaneo, sottoposti a 

trattamento chemioterapico con VBL, i cui proprietari hanno acconsentito alla 

partecipazione allo studio. 

I cani venivano arruolati previa sottoscrizione da parte dei proprietari di un 

consenso informato concernente i rischi derivanti dal trattamento chemioterapico e dalle 

procedure eseguite in questo studio sperimentale. 

Venivano esclusi quei pazienti che, per indole aggressiva o per eccessivo stress 

emotivo, richiedessero sedazioni, dato che la durata della procedura era stimata essere 

di circa 6 ore. Venivano inoltre cani con comorbilità (es. insufficienza epatica, 

insufficienza renale) che potessero influenzare la AUC di vinblastina. 

La parte sperimentale è stata condotta seguendo le procedure di tutela del 

benessere e della salute animale (approvazione Organismo per il Benessere Animale, 

Università di Pisa, Prot. 9777) 

5.1 Locali di svolgimento delle attività cliniche e di laboratorio 

La parte di studio analitico della spettrometria di massa/HPLC per la ricerca di 

VBL nel siero canino si è svolta presso i laboratori del Dipartimento di Patologia 

Chirurgica, Medica, Molecolare e dell'Area Critica, dell’Università di Pisa in 

collaborazione con il Dott. Saba. 

La parte di raccolta dei campioni ematici, somministrazione di chemioterapia, 

stoccaggio dei campioni e gestione a lungo termine dei casi si è svolta presso 

l’Ospedale Didattico Veterinario “M. Modenato”, del Dipartimento di Scienze 

Veterinarie, dell’Università di Pisa. 
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5.2 Ottimizzazione e validazione della metodica spettrometria di massa/HPLC 

per la ricerca di VBL nel siero canino 

La metodica di spettrometria di massa è stata basata sulla quantificazione di 

molecole di transizione per la VBL e per la vinorelbina considerata come standard 

interno (SI). Le transizioni monitorate erano 406,2 --> 376,2, 406,2 --> 271,6, 406,2 --> 

255,2 per la VBL e 390,3 --> 122,2 m/z, 390,3 --> 658,1, 390,3 --> 357,1 m/z per la 

vinorelbina. La fase mobile era costituita da una miscela di acido formico 0,1 % in 

acetonitrile/metanolo 80/20 v/v e acido formico 0,1% in acqua. La velocità di flusso era 

di 0,5 mL/min attraverso una colonna C18 1,7 µm 2,1 x 50 mm. Per la quantificazione 

delle concentrazioni di VBL venivano utilizzati i rapporti di aree dei picchi della VBL e 

del SI. La validazione del metodo è stata eseguita secondo le linee guida dell’European 

Medicines Agency (EMA 2011). Per questo sono state valutati il limite di 

quantificazione (LOQ), la ripetibilità intra-day e inter-day, effetto in matrice, tasso di 

recupero e la stabilità in matrice per i campioni congelati. La stabilità al congelamento è 

stata valutata a 1, 3, 9, e 14 mesi dal prelievo del campione. 

• Tecnica di estrazione 

La tecnica di estrazione in fase liquida prevedeva l’uso di diclorometano (VWR 

Prolabo®, Milano, Italia) come descritto precedentemente (Hamsher 2010). Un mL di 

acqua distillata addizionata con VBL (Vinblastina Teva°, Tevaitalia, Milano, Italia) e 

standard interno (vinorelbina, Navelbine, Pierre Fabre Pharma, Milano, Italia) a 

concentrazioni note veniva mescolato per 1 minuto con 1,2 mL di soluzione tampone 

(Na2HPO4 0,1 M, pH 9,5). Venivano quindi aggiunti 6 mL di diclorometano e 

mescolato intensivamente per un minuto. Successivamente la soluzione veniva posta in 

un agitatore per 15 minuti e successivamente centrifugata a 1000 g (3300 rpm) per 10 

minuti. La fase organica veniva separata e trasferita in tubi di vetro. La metodica veniva 
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ripetuta con altri 6 mL di diclorometano. Successivamente tutta la fase organica 

recuperata veniva evaporata e portata a secco con N2 a 30-40°C. Dopo alcuni tentativi 

di estrazione con la metodica descritta abbiamo deciso di ridurre il volume di 

diclorometano da 6 mL a 3 mL e di aggiungere dell’alcol 2-isopropilico (VWR 

Prolabo®, Milano, Italia) in rapporto 1:6 v/v per ridurre la formazione di emulsione 

durante l’agitazione dei campioni e ottimizzare la metodica. La fase organica veniva poi 

prelevata al di sotto del menisco di separazione per un totale di 3 mL a fine delle 2 

estrazioni. Il residuo secco veniva quindi recuperato con 200 µL di una soluzione di 

ammonio acetato 5 mM, metanolo e acetonitrile (2:1:1 v/v/v). Infine il campione veniva 

trasferito in piastre da autocampionamento per la spettrometria di massa e stoccate a 

15°C in attesa di essere analizzati. Tutti i campioni venivano analizzati entro 6 ore dalla 

preparazione.  

I campioni di plasma dei cani oggetto di studio venivano costituiti in questo 

modo: 0,5 mL di plasma, una volta scongelato, veniva addizionato con 0,5 mL di SI alla 

concentrazione di 25 ng/mL. Successivamente i campioni venivano trattati con la 

metodica di estrazione sopradescritta, portati a secco, risospesi con soluzione di 

ammonio acetato, acetonitrile e metanolo e analizzati. La concentrazione finale di VBL 

in ogni campione veniva estrapolata tramite la curva di calibrazione e le aree dei picchi 

misurate. 

• Curva di calibrazione 

Per la curva di calibrazione venivano allestiti campioni in triplo a 

concentrazione nota di VBL da 0,39 ng/mL a 50 ng/mL (0,39 - 0,78 - 1,56 - 3,12 - 6,25 

- 12,5 - 25 - 50) con 12,5 ng/mL di SI in plasma di cani sani, non sottoposti ad alcun 

trattamento farmacologico. Questi campioni venivano trattati con la metodica di 

estrazione ed iniettati allo stesso modo dei campioni di plasma dei cani trattati e inclusi 
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nello studio. 

5.3 Preparazione del paziente, somministrazione chemioterapica e prelievi 

ematici. 

Il giorno del primo trattamento chemioterapico ai cani, previa tosatura di aree di 

pelo localizzate in prossimità di almeno due vene periferiche di facile accesso e 

seguendo le comuni procedure di disinfezione locali, venivano applicati due cateteri 

venosi temporanei di dimensioni idonee alla taglia del paziente. Uno dei due cateteri 

veniva utilizzato per la somministrazione di chemioterapia e identificato con una lettera 

“C” posta a pennarello indelebile sul nastro adesivo utilizzato per fissare e bloccare 

l’accesso venoso. L’altro catetere invece veniva utilizzato per l’esecuzione dei prelievi 

ematici. 

Tutti i cani venivano pretrattati con Maropitant (Cerenia®, Zoetis, Louvain-la-

Neuve, Belgio) alla dose di 1 mg/kg sottocute oppure alla dose di 2 mg/kg per os. 

Il trattamento chemioterapico prevedeva l’utilizzo di VBL (Vinblastina Teva®, 

Tevaitalia, Milano, Italia) somministrata a 2 mg/m2 endovena in bolo rapido (circa 30-

60’’). La dose necessaria di chemioterapico veniva preparata sotto cappa di aspirazione 

biologica di II tipo a flusso di aspirazione verticale, presso l’edificio preposto ai 

trattamenti chemioterapici del Dipartimento di Scienze Veterinarie dell’Università di 

Pisa. Per la preparazione e somministrazione di farmaci antiblastici venivano utilizzati 

sistemi chiusi (Teva®, Milano, Italia) e i necessari dispositivi di sicurezza individuale 

come richiesto dalle attuali linee guida per la manipolazione di farmaci antitumorali a 

potenziale rischio cancerogeno (ECVIM 2007). 

Subito prima del trattamento chemioterapico veniva collezionato un campione di 

sangue venoso e suddiviso in un’ aliquota da 1 mL in provette contenenti EDTA e in 

un’altra da 2,5 mL in provette contenenti litio eparina. Il primo campione veniva 
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utilizzato per eseguire un profilo ematologico completo pretrattamento mediante 

IDEXX Procyte Dx©, valutazione morfologica e conta differenziale dello striscio 

ematico. 

Il secondo campione veniva conservato a temperatura ambiente in attesa del 

collezionamento dei campioni successivi. In ogni soggetto, venivano poi prelevati 2,5 

mL di sangue venoso a 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 360 minuti dopo la 

somministrazione di VBL e collezionati in provette contenenti litio eparina. Tutti i 

campioni ematici eparinizzati venivano poi centrifugati a 3000 rpm per 4 minuti, e la 

quota di surnatante separata e trasferita in eppendorf da 1,5 mL, identificate mediante la 

trascrizione della data di campionamento, numero di cartella clinica del paziente e una 

sigla costituita dalla lettera “T” riferita alla variabile “tempo”, seguita da un numero tra 

0, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 360, riferito al momento di prelievo di sangue. “T0” 

veniva considerato il campione di plasma pretrattamento.  

Le aliquote di plasma ottenute venivano poi congelate e stoccate a -80° per un 

massimo di 14 mesi. 

Subito dopo l’ultimo prelievo ematico, entrambi i cateteri venosi venivano poi 

rimossi, avendo cura di ridurre al minimo le possibili contaminazioni ambientali 

mediante l’utilizzo di ipoclorito di sodio al 10% come inattivante chimico. 

5.4 Raccolta dati, valutazione di efficacia e tossicità del trattamento 

chemioterapico 

Dei pazienti arruolati venivano raccolti il segnalamento, il peso, il grado 

istologico e lo stadio clinico del mastocitoma classificato secondo lo scoring proposto 

da World Health Organization (Owen 1980) (Tab. 5.1).  

 

Tabella 5.1 Stadiazione clinica mastocitoma canino 
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 Descrizione 
Stadio I Tumore unico confinato nel derma, senza interessamento dei 

linfonodi regionali. 
Stadio II Tumore unico confinato nel derma, con interessamento dei 

linfonodi regionali. 
Stadio III Tumori dermici multipli o grosso tumore infiltrante, con o 

senza interessamento dei linfonodi regionali. 
Stadio IV Qualsiasi tumore con metastasi a distanza o recidiva con 

metastasi (incluso l’interessamento del sangue periferico e 
del midollo osseo). 

Per ogni stadio esiste un sottostadio “a” o “b” in base alla assenza o presenza 
di sintomi sistemici, rispettivamente. 

 

Per quanto riguarda la tossicità indotta dal trattamento chemioterapico i cani 

sono stati monitorati nei primi 7 giorni mediante contatti telefonici con i proprietari e 

raccogliendo informazioni riguardanti gli effetti collaterali associati all’impiego di 

VBL. Veniva posta attenzione al sito di inoculo per tossicità da stravaso o flebite; 

venivano poste domande riguardo la presenza o meno di modificazioni nelle normali 

abitudini di vita quotidiana del cane con particolare attenzione all’interazione sociale e 

all’affaticabilità e nelle grandi funzioni organiche intese come appetito e sete, 

defecazione e urinazione. Inoltre veniva raccolta qualsiasi altra informazione che 

poteva essere correlata con il trattamento chemioterapico. 

La presenza e gravità delle tossicità veniva classificata secondo le linee guida 

pubblicate dal Veterinary Cooperative Oncology Group (VCOG 2011) (Tab 5.2).
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Tabella 5.2 Stadiazione delle tossicità secondo la classificazione del Veterinary Cooperative Oncology Group. In questa tabella sono riportate e 
riassunte solo le categorie di tossicità più frequenti riportate con l’impiego di VBL (modificata da VCOG 2011) 

Effetto 
collaterale 

Grado di tossicità 

1 2 3 4 5 

Reazione locale Indolenzimento 
Eritema con segni di 

flebite 
Ulcerazione/necrosi C.R.V. Morte 

Anoressia 
Cambiamento di dieta 

per manetenere 
appetito 

Assunzione 
giornaliera ridotta per 

<3 giorni 

Durata >3 giorni con 
dimagrimento del 10% 

C.R.V. Morte 

Diarrea 
>2 defecazioni/die 

oltre il normale o calo 
consistenza 

3-6 defecazioni/die 
oltre il normale 

>6 defecazioni/die 
oltre il normale 

C.R.V. Morte 

Vomito <3 episodi in 24h 
3-10 episodi in 24h, 
<5/die, massimo per 

48h 

Episodi multipli o della 
durata >48h 

C.R.V. Morte 

Nausea Ridotto appetito 
Salivazione o 

masticazioni a vuoto 
<3 giorni 

Salivazione o 
masticazioni a vuoto 3-

5 giorni 

Salivazione o 
masticazioni a vuoto 

>5 giorni 
Morte 

Abbattimento 
- 
 

Sonnolenza che non 
modifica abitudini 

quotidiane 

Ottundimento del 
sensorio, stupor 

Coma Morte 

Neuropatia 
periferica 

Asintomatica 
Debolezza sintomatica 

che non modifica 
abitudini quotidiane 

Debolezza che 
modifica abitudini 

quotidiane 
Paralisi Morte 

n= numero assoluto di cellule; L.I.= limite inferiore di riferimento del laboratorio; C.R.V.: Complicazione a Rischio di Vita 
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A 7 giorni dalla somministrazione di chemioterapia, veniva eseguito il primo 

controllo clinico e ripetuto un’esame ematologico per valutare la tossicità ematologica. 

La presenza e gravità della tossicità ematologica veniva indicate come riportato in 

Tabella 5.3. 
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Tabella 5.3 Stadiazione della tossicità ematologica secondo la classificazione del Veterinary Cooperative Oncology Group (modificata da VCOG 
2011) 

Effetto 
collaterale 

Grado di tossicità 

1 2 3 4 5 

HGB (g/dL) 10 - L.I 10 - 8 8 - 6,5 <6,5 Morte 
HCT (%) 30 - L.I 20 - 29,9 15 - 19,9 <15 Morte 

NEU.filia (K/µL) - 50 - 100 >100 
Segni clinici da 

leucostasi 
Morte 

NEU.penia (n/µL) 1500 - L.I. 1000 - 1499 999 - 500 <500 Morte 
PLT (K/µL) 100 - L.I. 50 - 99 25 - 49 <25 Morte 
HGB: emoglobina; HCT: ematocrtito; NEU: neutrofili; PLT: piastrine; n: numero assoluto di cellule; L.I.: limite inferiore 
di riferimento del laboratorio 
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In caso di malattia macroscopica, il tumore primario veniva misurato il giorno 

del trattamento chemioterapico nonchè nei successivi 7 e 28 giorni. L’efficacia veniva 

valutata e classificata secondo le recenti linee guida pubblicate dal Veterinary 

Cooperative Oncology Group (Nguyen 2013) (Tab. 5.4) 

 

Tabella 5.4 Valutazione della risposta tumorale alla terapia oncologica secondo la 
classificazione del Veterinary Cooperative Oncology Group (modificata da Nguyen 2013) 

Dimensioni massa 
primaria 

Nuove lesioni Risposta 

Non misurabile Assenti CR 
Ridotto >30% Assenti PR 
Ridotto <30% 

Aumentato <20% 
Assenti SD 

Aumento >20% Assenti/Presenti PD 
Qualsiasi Presenti PD 

CR: Remissione completa. PR: Remissione Parziale. SD: Malattia stabile. 
PD: Malattia progressiva 

 

Per risposta completa (CR, Complete remission) si intende la completa 

scomparsa clinica o mediante tecniche strumentali della lesione tumorale target 

associata all’assenza di nuove lesioni o metastasi regionali o a distanza. Per remissione 

parziale (PR, Partial Remission) si intende la riduzione del volume o diametro della 

lesione target di almeno il 30% in assenza di nuove lesioni o metastasi regionali o a 

distanza. Per malattia stabile (SD, Stable Disease) si intende la riduzione del tumore 

inferiore al 30% del volume/diametro iniziale o un aumento delle dimensioni inferiore 

al 20% in assenza di nuove lesioni o metastasi regionali o a distanza. Per malattia 

progressiva (PD, Progressive Disease) si intende l’aumento di dimensioni tumorali di 

almeno il 20% o la presenza di nuove lesioni o metastasi regionali o a distanza. 

Venivano inoltre raccolti i dati riguardanti lo sviluppo di tossicità croniche/tardive 

seguendo i pazienti con follow-up clinici trimestrali ed eseguendo esami 

ematobiochimici e/o di diagnostica per immagini periodici. I controlli venivano eseguiti 
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durante le 12 settimane di trattamento chemioterapico e poi a 1, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 mesi 

dalla fine del trattamento e poi ogni 6 mesi, seguendo le linee guida recentemente 

pubblicate sulla gestione del mastocitoma canino (Blackwood 2012). Infine, venivano 

valutati i tempi di sopravvivenza mediani (MST, Median survival Time) e i tempi di 

malattia libera (DFI, Disease Free Interval) o tempo di progressione tumorale (TTP, 

Tumor Time Progression). MST è stato considerato il tempo dal giorno della diagnosi 

di mastocitoma al giorno della morte dell’animale. DFI è stato considerato come il 

tempo intercorso dall’escissione chirurgica allo sviluppo di recidiva o metastasi. Infine, 

TTP è stato considerato come il tempo intercorso tra il momento dell’inizio del 

trattamento su malattia macroscopica e la progressione della malattia. 

5.5 Elaborazione dei dati raccolti 

I dati relativi ai rapporti tra le aree del picco di VBL e di standard interno sia 

delle soluzioni usate per la curva di calibrazione che per i campioni sono stati analizzati 

mediante l’analisi della regressione lineare pesata 1/x. La AUC della VBL (AUCm, 

AUC misurata) è stata calcolata in ogni paziente tramite il metodo trapezoidale 

mediante il programma WinNonlin v. 5.3 per dati di plasma iniettati in bolo 

endovenoso con modello di analisi non compartimentale (NCA Model 201). La AUCm 

veniva calcolata con almeno 4 punti. 

Mediante una regressione lineare multipla è stato calcolato un metodo di limited 

sampling strategies. Sono stati inseriti nel modello tutte le possibili terzine di time point 

per ogni singolo caso, e infine è stata considerata la terzina con il valore di R2 superiore 

associato a una significatività p<0,05. Il modello di regressione multipla restituiva poi, 

una formula in grado di predire la AUC (AUCp, AUC predetta) dalla valutazione della 

concentrazione plasmatica a quei precisi time point: 

AUCp (min*ng/mL)= a + b*CTx + c*CTy + d*CTz 
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dove “a”, “b”, “c” e “d” sono coefficienti resi dal modello, e C è la concentrazione 

plasmatica di VBL misurata ad ogni time point (Tx, Ty, Tz). 

In seguito mediante il test di correlazione di Spearman è stata correlata la AUCp 

alla AUCm. 

I cani sono stati separati in due gruppi in base alla tossicità ematologica, in cani 

con effetti collaterali e cani senza effetti collaterali. I cani con malattia misurabile sono 

stati divisi in pazienti con risposta clinica evidente a 7 e 28 giorni se la risposta 

prevedeva PR o CR, in caso di SD o PD i soggetti rientravano nel gruppo con assenza 

di risposta misurata a 7 e 28 giorni dal trattamento. Il Mann-Whitney U test per 

campioni indipendenti è stato utilizzato per valutare l’associazione tra il peso e lo 

sviluppo di tossicità ematologica. Lo stesso test è stato utilizzato per valutare 

l’associazione tra la AUCm e la tossicità ematologica e risposta clinica a 7 e 28 giorni 

dal trattamento nei rispettivi gruppi. Per la tossicità acuta ematologica, il test Wilcoxon 

per dati appaiati è stato utilizzato per confrontare i valori di globuli bianchi totali 

(WBC, white blood cell), neutrofili assoluti (NEUT), piastrine (PLT, platelet) prima e 7 

giorni dopo il trattamento chemioterapico. Per la tossicità cronica ematologica e 

organica, il test Friedman è stato utilizzato per confrontare le modificazioni nel tempo 

delle variabili emoglobina (HGB), ematocrito (HCT), fosfatasi alcalina (ALP), alanino 

transaminasi (ALT), gamma-glutamiltransferasi (GGT), bilirubina totale (BILT), 

creatinina (CREA) e urea (U). 

E’ stata infine misurata la correlazione tra il peso degli animali e lo sviluppo di 

tossicità mediante la correlazione per dati non parametrici di Spearman. 
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Capitolo 6 Risultati 

Tra novembre 2013 e maggio 2016, presso l’Ospedale Didattico Veterinario M. 

Modenato dell’Università di Pisa sono stati trattati con VBL 13 cani. A tutti i 

proprietari è stato offerto di poter essere inclusi in questo studio sperimentale ma in due 

occasioni i proprietari non hanno accettato di parteciparvi e per questo motivo in totale 

ne sono stati inclusi undici cani. 

Degli undici cani inclusi nello studio nove erano cani di razza pura (2 golden 

retriever, 2 boxer, 1 alaskan malamute, 1 setter inglese, 1 labrador, 1 barboncino, 1 

springer spaniel) e due erano meticci. I cani avevano un’età media di 9,8 anni (range: 

5,4-11,2 anni); sette erano maschi, di cui 6 interi, e 4 erano femmine, di cui 3 

sterilizzate. Il peso medio dei cani era di 30,2 kg (range: 5-54 kg) (Tab 6.1).  

Sei cani avevano una diagnosi istologica mentre in 5 casi era disponibile solo la 

diagnosi citologica. In tutti e sei i casi erano di grado istologico 2. Tre cani erano 

classificati in stadio clinico I, uno in II, 6 in III, e un cane aveva metastasi viscerali 

(stadio IV).   

Tutti i cani ricevevano una dose di VBL di 2 mg/m2. Al momento della 

somministrazione di chemioterapia, nove cani su 11 erano in terapia con antiistaminici 

(ranitidina 2 mg/kg, BID, PO e ciproeptadina 0,3 mg/kg, BID, PO, in  tutti i casi) e 2 

cani erano anche in terapia con corticosteroidi (metilprednisolone o prednisone 1-1,5 

mg/kg/die PO). 

 

Tabella 6.1 Dati demografici dei cani dei cani inclusi nello studio 

Caso 
Età 

(anni) 
Peso 
(kg) 

Farmaci 
(P, A) 

Grado 
istologico 

Stadio 
clinico 

1 9,2 54 no 2 1 
2 12,2 14 (A) 2 1 
3 5,4 20 (A) 2 1 
4 12,6 34 (P, A) cito 3 
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5 11,2 38 (A) cito 3 
6 6,8 46 no 2 2 
7 8,1 35 (A) 2 3 
8 10,6 29 (A) cito 4 
9 11,8 37 (P, A) cito 3 

10 8,3 20 (A) 2 3 
11 12 5 (A) cito 3 

P: prednisone; A:antistaminici 
 

6.1 Validazione del metodo 

L’accuratezza e la precisione intraday per campioni iniettati 3 volte dalle ore 

8:00 alle ore 22:00 nello stesso giorno e l’accuratezza e la precisione interday misurata 

3 volte nell’arco di 14 mesi erano superiori al 80% per il campione con concentrazione 

al LOQ e superiori all’85% per i campioni con concentrazione superiori (Tab 6.2). Il 

LOQ è stato di 0,5 ng/mL. 

 

Tabella 6.2 Valutazione della precisione e della accuratezza intra- ed interday nella 
misurazione strumentale della vinblastina con la metodica di spettrometria di massa 

 CONCENTRAZIONE 
NOMINALE 

CONCENTRAZIONE 
OSSERVATA 

PRECISIONE 
(%) 

ACCURATEZZA 
(%) 

IN
TR

A
D

A
Y

 

0,5 0,53 ± 0,05 9,34 94,3 
2 1,96 ± 0,08 4,25 98,0 

10 10,14 ± 0,76 7,50 98,6 
50 52,91 ± 1,36 2,57 94,5 

IN
TE

R
D

A
Y

 

0,5 0,49 ± 0,07 15,17 98,1 
2 2,07 ± 0,12 5,83 96,6 

10 11,71 ± 0,61 5,20 85,4 
50 53,59 ± 1,46 2,72 93,3 

 

L’effetto matrice calcolato era del 61,2% ± 6,7% per la VBL e 72,3% ± 4,5% 

per la vinorelbina (Tab 6.3). La capacità di recupero medio era 67,5% ± 4,4% per la 

VBL e 69,2% ± 3,4% per la vinorelbina.  
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Tabella 6.3 Misurazione dell’effetto matrice  della capacità di recupero della vinblastina e 
vinorelbina con la metodica di estrazione utilizzata nel presente studio e misurazione analitica 

con spettrometria di massa 

 
VINBLASTINA 

(%) 
VINORELBINA 

(%) 
Effetto matrice 61,2 ± 6,7 72,3 ± 4,5 

Capacità di recupero 67,5 ± 4,4 69,2 ± 3,4 
 

6.2 Valutazione di tossicità e risposta a breve e lungo termine 

I dati riguardanti i parametri ematologici pretrattamento e 7 giorni dopo sono 

stati riassunti nella tabella 6.4. 

Nessun cane presentava leucopenia, neutropenia, piastrinopenia o ipoprotidemia 

a T0. Sei di 11 cani (54,5 %) sviluppavano neutropenia (4 di grado 1, 2 di grado 2) sette 

giorni dopo la somministrazione. In tutti i casi la neutropenia era asintomatica e non 

necessitava alcun tipo di trattamento. Nessun cane sviluppava piastrinopenia. Non è 

stata trovata associazione tra il peso corporeo e lo sviluppo di effetti collaterali (Mann-

Whitney test). Non è stata trovata alcuna associazione tra lo sviluppo di tossicità e i 

valori di globuli bianchi, neutrofili, piastrine e proteine totali a T0 (test Mann-Whitney). 

Non è stata trovata associazione tra l’uso di cortisone e lo sviluppo di tossicità (test 

esatto di Fisher). Prima del trattamento il numero di globuli bianchi, neutrofili e 

piastrine erano in media 11,57 ± 5,8 k/µL, 9,04 ± 5,6 k/µL e 378 ± 162 k/µL, 

rispettivamente. Dopo il trattamento risultavano 6,16 ± 2,7 k/µL, 3,90 ± 2,2 k/µL e 376 

± 202 k/µL, rispettivamente. E’ stata trovata una differenza significativa tra il numero 

di globuli bianchi e di neutrofili prima e dopo la somministrazione di chemioterapia (p= 

0,001 e p= 0,002 rispettivamente, test Wilcoxon per dati appaiati) (Fig. 6.1 e 6.2). 
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Tabella 6.4 Dati ematologici dei cani prima e dopo la chemioterapia (VBL 2 mg/m2 endovenosa in bolo rapido). In azzurro i casi che sviluppavano 
tossicità ematologica  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Caso 
N.o dosi 

VBL 
GB-T0 
(K/µL) 

NEUT-T0 
(K/µL) 

PLT-T0 
(K/µL) 

Ptot-T0 
(g/dL) 

WBC-T1 
(K/µL) 

NEUT-T1 
(K/µL) 

PLT-T1 
(K/µL) 

1 8 12,53 8,02 305 7,8 6,25 3,00 371 
2 8 6,33 4,66 323 6,8 3,47 2,29 427 
3 8 12,85 11,01 504 7,5 4,69 2,99 440 
4 4 24,83 22,32 815 7,0 6,82 5,43 892 
5 6 6,02 3,90 291 6,7 5,58 4,58 238 
6 8 10,00 8,25 307 6,8 4,81 1,43 325 
7 3 6,19 3,29 438 7,0 4,26 1,98 445 
8 8 6,39 4,60 271 6,8 2,17 1,00 348 
9 8 17,81 14,96 255 6,9 9,21 7,29 176* 

10 2 12,42 8,93 314 8,4 10,9 6,26 362 
11 3 11,87 9,52 335 5,8 9,64 6,68 115* 

WBC: Globuli bianchi; NEUT: Neutrofili; PLT: Piastrine; Ptot: proteine totali; T0: tempo zero (pretrattamento); T1: 
dopo 7 giorni; *:parametri confermati essere sottostimati per presenza di aggregati piastrinici 
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Figura 6.1 Rappresentazione grafica della differenza significativa tra i valori di globuli bianchi 
totali (WBC) prima (T0) e dopo (T1) la somministrazione di chemioterapia (test Wilcoxon per 

dati appaiati) 
 

Figura 6.2 Rappresentazione grafica della differenza significativa tra i valori di neutrofili 
(NEUT) prima (T0) e dopo (T1) la somministrazione di chemioterapia (test Wilcoxon per dati 

appaiati) 

Solo due cani sviluppavano tossicità gastroenterica, in entrambi i casi 

considerata di grado 1. Un cane presentava conati non produttivi senza alterazione 

dell’appetito per una durata inferiore alle 48 ore, l’altro mostrava feci molli a due 

defecazioni consecutive entro 24 ore con risoluzione spontanea della sintomatologia. 

Nessun cane sviluppava tossicità d’organo o cronica, direttamente correlabile 

all’impiego di VBL, durante il periodo di follow-up (mediana 425 giorni; range 33-
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1156 giorni). Un cane sviluppava tossicità renale di grado 2 (creatinina 2.3 mg/dL) 15 

mesi dopo il trattamento chemioterapico. Un altro sviluppava tossicità epatica 

asintomatica di grado 2 con incremento di fosfatasi alcalina, alanino transaminasi e 

gamma-glutamiltransferasi entro il primo mese di terapia che si risolse con terapia di 

supporto. Infine un cane sviluppava ipertrigliceridemia persistente 18 mesi dopo il 

protocollo.  

La risposta clinica era valutabile in otto (72,7%) soggetti su 11 dopo 7 giorni 

(R7) e 7 di 11 dopo 28 giorni (R28). In tre casi la risposta clinica non era valutabile per 

l’impiego della chemioterapia successivamente ad un’escissione completa del tumore. 

Un cane non poteva essere monitorato dopo 28 giorni perchè il proprietario decideva di 

uscire dal protocollo dopo 14 giorni dall’inizio del trattamento e veniva perso il follow-

up. Di 8 cani 4 avevano una risposta clinica a 7 giorni per un tasso di risposta del 50%, 

in particolare si osservavano 3 remissioni parziali e una remissione completa. Dopo 28 

giorni il tasso di risposta era del 57% con 3 cani in malattia progressiva. I tassi di 

risposta sono stati riassunti in tabella 6.5. 

 

Tabella 6.5 Tasso di risposta a 7 e 28 giorni dall’inizio del trattamento chemioterapico 

Caso R7 R28 

1 NV* NV* 
2 PR PD 
3 SD PR 
4 PR PR 
5 SD PD 
6 SD PR 
7 SD NV• 
8 PR PD 
9 CR CR 
10 NV* NV* 
11 NV* NV* 

R: Risposta; CR: Remissione completa; 
PR: Remissione parziale; SD; malattia 
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stabile; PD: malattia progressiva; NV: 
non valutabile; *: risposta non valutabile 
per chemioterapia adiuvante su malattia 
microscopica; •: risposta non valutabile 
per perdita follow-up 

 

Nessuna associazione è stata trovata tra i cani con risposta clinica e la presenza o 

meno di tossicità ematologica o gastroenterica (test esatto di Fisher). 

Sei di 11 cani hanno completato il trattamento con 8 somministrazioni di VBL, 

per un totale di 66 trattamenti. Tre cani hanno interrotto il trattamento prima del termine 

per malattia progressiva. Un cane ha interrotto il protocollo su decisione dei proprietari 

per insorgenza di tossicità gastroenterica lieve dopo la sesta somministrazione. In un 

caso invece è stato interrotto il protocollo dopo due somministrazioni per decisione dei 

proprietari in assenza di effetti collaterali. I cani sono stati seguiti con un follow-up 

mediano di 425 giorni (range 33-1156 giorni). Sei cani erano morti alla fine dello studio 

con un tempo mediano di sopravvivenza di 172 giorni (range 33-560). Il mastocitoma è 

stato la causa di morte in quattro dei sei casi, mentre negli altri due casi i cani avevano 

sviluppato altre neoplasie. Un cane aveva sviluppato una neoplasia orale non indagata 

ulteriormente, mentre un cane aveva sviluppato un sarcoma retroperitoneale, un 

chemodectoma e un nuovo mastocitoma 14 mesi dopo la diagnosi. Questi ultimi due 

cani erano stati trattati in regime neoadiuvante e non mostravano segni di progressione 

della malattia il giorno della morte. In un caso è stato perso il follow-up dopo 126 

giorni, mentre 4 cani erano vivi alla conclusione dello studio con tempi di follow-up 

mediani di 1030 giorni (range 798-1156 giorni). Il DFI dei 3 cani trattati con 

chemioterapia adiuvante era di 923, 1137 e 1156 giorni e tutti i cani erano vivi e in 

remissione completa al termine dello studio. I cani trattati con chemioterapia 

neoadiuvante avevano un TTP mediano di 86 giorni (range 28-923 giorni) e tutti i cani 

erano morti al termine dello studio.  
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6.3 Concentrazioni plasmatiche di vinblastina, AUC e limited sampling 

strategies 

Complessivamente sono stati raccolti 110 campioni di plasma. Dal rapporto dei 

picchi di aree di VBL e di standard interno, tramite la curva di calibrazione sono state 

calcolate le concentrazioni di VBL ai vari time point (Tab 6.6, Fig 6.3) 

 

Tabella 6.6 Dati riguardanti le concentrazioni di vinblastina medie e le rispettive deviazioni 
standard ai vari time point 

Tempo 
(min) 

Concentrazione 
VBL media 

(ng/mL) 
DS 

(ng/mL) 
5 4,48 1,62 

15 2,58 0,89 
30 1,62 0,52 
45 1,56 0,50 
60 1,24 0,52 
90 1,25 0,52 

120 1,19 0,56 
180 1,00 0,47 
360 0,55 0,11 

VBL: vinblastina; DS: deviazione standard 
 

 

Figura 6.3 Il grafico rappresenta il logaritmo della concentrazione media di VBL in funzione 
del tempo. Le barre rappresentano l’intervallo di confidenza al 95%. 
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La AUCm media è stata 282,1 ± 91,7 min*ng/mL. La AUCm media del gruppo 

di cani che sviluppava effetti collaterali è risultata tendenzialmente superiore al gruppo 

di controllo, ma non statisticamente significativo (305,2 ± 113,4 min*ng/mL e 254,4 ± 

56,4 min*ng/mL, rispettivamente; Mann-Whitney U test) (Tab. 6.7).  

 

Tabella 6.7 AUCm dei singoli casi associati a effetti collaterali e risposte cliniche. 

Caso 
AUCm 

(min*ng/mL) 
Effetti 

collaterali R7 R28 

1 343,0 SÌ NV NV 
2 357,7 SÌ PR PD 
3 76,9 SÌ SD PR 
4 298,5 NO PR PR 
5 248,7 NO SD PD 
6 324,0 SÌ SD PR 
7 367,1 SÌ SD NV 
8 364,6 SÌ PR PD 
9 294,0 NO CR CR 
10 159,5 NO NV NV 
11 272,0 NO NV NV 

R: Risposta; CR: Remissione completa; PR: 
Remissione parziale; SD; malattia stabile; PD: 
malattia progressiva; NV: non valutabile 

 

Nei gruppi di cani suddivisi in base alla risposta a 7 e 28 giorni la AUCm media 

non risultava differente. Nei gruppi con risposta clinica a 7 e 28 giorni la AUCm media 

era 328,3 ± 37,4 min*ng/mL e 248,0 ± 115,4 min*ng/mL, rispettivamente. Nei gruppi 

dove non si osservava risposta invece era 253,8 ± 128,3 min*ng/mL a 7 giorni e 323,0 

± 65,1 min*ng/mL a 28 giorni. (Tab 6.8).  

 

Tabella 6.8 AUCm media dei cani suddivisi in gruppi per presenza o assenza di effetti 
collaterali e risposta clinica. 
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Effetti collaterali Risposta 7 giorni Risposta 28 giorni 
SI NO SI NO SI NO 

AUCm 
media ± DS 

(min*ng/mL) 

305,2 ± 
113,4 

254,4 ± 
56,4 

328,3 ± 
37,4 

253,8 ± 
128,3 

248,0 ± 
115,4 

323,0 ± 
65,1 

DS: deviazione standard 
 

Per lo sviluppo di un limited sampling strategy (LSS), la terzina costituita da 

T15, T30 e T60 è risultata la terzina con il più alto fattore di regressione (R2 

aggiustato= 0,8577; p= 0,0018). La formula resa dal modello ci ha permesso di 

calcolare la AUCp e corrispondeva a: 

AUCp (min*ng/mL)= 25,01+10,96*(ConcT15)+110,09*(ConcT30)+50,39*(ConcT60) 

La AUCp media calcolata era 281,7 ± 89,1 min*ng/mL. La correlazione tra 

AUCm e AUCp per ogni singolo caso risultava essere buona (R2= 0,9227) (Fig. 6.4). 

Figura 6.4. Correlazione tra AUCp calcolata mediante la formula ricavata con i tre time point 
selezionati (T15, T30 e T60) e la AUCm. 
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Capitolo 7 Discussioni 

In oncologia umana, l’impiego di modelli di dosaggio chemioterapico 

“individualizzato” ha prodotto risultati sorprendenti nel migliorare la qualità di vita dei 

pazienti in terapia. Diversi autori, a tal proposito, ne hanno riportato la capacità di 

ridurre il numero di eventi di tossicità associati a chemioterapia e la loro gravità (de 

Jonge 2005). Tuttavia, questa nuova metodica deve attraversare diverse fasi 

sperimentali con l’obiettivo iniziale di conoscere a fondo le proprietà farmacocinetiche 

e farmacodinamiche degli agenti antitumorali nell’uomo ed in seguito di sviluppare dei 

protocolli applicabili nella pratica clinica quotidiana. La prima fase ha come limite il 

fatto di necessitare di numerosi prelievi ematici, aumentando il disagio del paziente e i 

costi per il sistema sanitario (Climente-Marti 2003). La seconda fase ha come obiettivo 

quello di sviluppare dei modelli matematici che possano predire l’esposizione 

individuale ai farmaci tramite pochi prelievi ematici a dei prestabiliti time points (Van 

Warmerdan 1994). Uno di questi modelli viene definito limited sampling strategy 

(LSS). 

In medicina veterinaria, l’impiego di dosaggi basati sulla BSA è dibattuto, per 

l’enorme eterogeneità della popolazione canina che passa da animali molto piccoli che 

possono pesare anche poche unità di kg fino ad animali considerati giganti che possono 

raggiungere diverse decine di kg, basti pensare all’enorme differenza morfologica tra un 

pincher nano e un alaskan malamute. Alcuni autori infatti, hanno messo in dubbio la 

capacità del BSA di riuscire a predire e uniformare la tossicità da chemioterapia, non 

tenendo di conto, ad esempio, delle differenze farmacocinetiche e farmacodinamiche di 

queste molecole tra le varie razze (Price 1998). Per questo motivo ad oggi alcuni 

chemioterapici possono ancora essere dosati su unità di peso corporeo (es. 

clorambucile, melfalan) mentre altri ancora cambiano regime di dosaggio in base a 
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valori soglia di peso corporeo (es. doxorubicina). Se, infine, ci soffermiamo a 

considerare che nell’uomo è stato ampiamente documentato che le differenze 

farmacocinetiche tra individuo e individuo possono influenzare notevolmente lo 

sviluppo di tossicità da chemioterapia (Van Den Bongard 2000), si intuisce come sia 

ancora più necessario calzare ad hoc i protocolli antitumorali cane per cane (nda).  

Per quanto riguarda la valutazione della tossicità da chemioterapia in base 

all’esposizione al farmaco, ad oggi in medicina veterinaria, esiste scarsa letteratura. A 

conoscenza dell’autore, è stato riportato un modello predittivo di esposizione alla 

doxorubicina nel cane, tramite LSS (Wittenburg 2014), mentre è stato riportato 

l’andamento delle concentrazioni plasmatiche della VBL in sei cani (Achanta 2013). In 

entrambi i casi, tuttavia, non sono state valutate le implicazioni cliniche associate agli 

aspetti farmacocinetici, come tossicità ed efficacia. 

7.1 Concentrazioni plasmatiche e AUC di vinblastina 

Nel presente studio è stata valutata l’esposizione della VBL in cani affetti da 

mastocitoma tramite la misurazione dell’AUC del farmaco nelle 6 ore successive la sua 

somministrazione endovenosa in bolo ad una dose di 2 mg/m2. Confrontando i risultati 

del nostro studio con quelli disponibili in letteratura osserviamo come la concentrazione 

massima riscontrata nel nostro lavoro sia circa 10 volte inferiori rispetto a quella 

riportata nel 2013 da Achanta e coll. Questa differenza in concentrazione massimale 

può trovare diverse motivazioni. Per prima cosa, lo studio di riferimento utilizzava delle 

dosi di chemioterapia differenti dal nostro studio. Mentre i cani venivano 

precedentemente trattati con 0,075 mg/kg di VBL, il nostro protocollo prevedeva 2 

mg/m2. Provando a comparare i due protocolli, possiamo evincere che, se 

standardizzato per BSA, il trattamento adottato nel precedente studio variava da 2,8 

mg/m2 nel cane più grande a 1,18 mg/m2 nel più piccolo, rendendo molto complicato 
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fare una comparazione diretta tra i risultati dei due studi. Inoltre gli autori riportano solo 

il valore di concentrazione massima non caratterizzando in quale dei soggetti sia stata 

ritrovata né a quale time point corrispondeva. Un secondo motivo potrebbe essere 

l’impiego di differenti time points. È noto, come generalmente dopo la 

somministrazione endovenosa in bolo di un farmaco, la sua concentrazione plasmatica 

abbia un repentino abbassamento nei primi minuti, principalmente, per la distribuzione 

nei vari tessuti (Riviere 2011). Per esempio, valutando i nostri dati possiamo evincere 

già come tra i primi due prelievi ci sia quasi un dimezzamento della concentrazione 

plasmatica di VBL. Considerando quindi che la velocità di diminuzione della 

concentrazione di farmaco è massima immediatamente dopo la somministrazione per 

poi ridursi gradualmente, è ipotizzabile che nel nostro caso l’assenza di campioni 

prelevati dopo solo 2 minuti, così come avvenuto nel precedente studio, possa rendere 

questi dati scarsamente paragonabili. Un’altra giustificazione può essere che l’elevata 

variabilità interindividuale dimostrata nell’uomo (Lu 1983), possa essere presente anche 

nel cane, determinando semplicemente una difficoltà oggettiva nel paragonare risultati 

riportati da studi preliminari con una popolazione ridotta che potrebbero non 

rappresentare effettivamente la popolazione in toto. Nello studio sopracitato, ad 

esempio, l’AUC di VBL somministrata in bolo rapido nell’uomo variava di circa 3 

volte da soggetto a soggetto (Lu 1983). In ultimo, questa differenza tra i nostri risultati 

e quelli riportati in precedenza, potrebbe essere dovuto alla differente metodica di 

estrazione utilizzata e alle differenze di strumentazioni. Nel precedente lavoro, infatti, 

l’estrazione della VBL veniva eseguita in fase solida (Achanta 2013), mentre nel nostro 

in fase liquida con diclorometano. C’è da sottolineare tuttavia che i tassi di recupero per 

le due metodiche sono risultati similari e che l’utilizzo dello standard interno in 

entrambi i casi rende questa ipotesi poco probabile. 
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Il suddetto lavoro ha riportato l’andamento nell’arco di 24 ore delle 

concentrazioni plasmatiche della VBL. Tuttavia gli autori non hanno riportato dati 

relativi all’AUC. A conoscenza dell’autore, il presente studio è il primo a valutare 

l’AUC della VBL in cani affetti da mastocitoma.  

7.2 AUC di vinblastina e effetti collaterali acuti 

In medicina umana, lo schema di dosaggio di alcuni agenti antitumorali si è 

modificato negli ultimi decenni passando dal principio del “more is better”, sfruttando 

la MDT del farmaco, al principio di ottimizzazione della dose e “individualizzazione” 

del protocollo chemioterapico (Hryniuk 1988, de Jonge 2005). Questa nuova 

concezione ha l’obiettivo di somministrare la MDT calcolata per ogni singolo individuo 

e non una MDT media stabilita su una larga popolazione. Lo scopo è quello di andare a 

“proteggere” quegli individui che potrebbero risentire di un sovraddosaggio con effetti 

collaterali eccessivi, i quali potrebbero compromettere la buona riuscita del protocollo o 

addirittura influenzare negativamente le sopravvivenze. Secondariamente andare a 

“soddisfare” e raggiungere quella dose minima ritenuta efficace in quei soggetti, dove 

per esempio, per aumentata clearance, il farmaco potrebbe avere una cinetica 

insufficiente per il trattamento di quello specifico tumore. Con questo scopo, nell’uomo, 

numerosi studi hanno focalizzato l’attenzione su alcuni parametri farmacocinetici 

individuali come AUC, clearance plasmatica e Css per valutare l’esposizione sistemica 

individuale ad un farmaco e per calcolare dei cut-off ritenuti “ideali” per tossicità ed 

efficacia (Evans 1989, Ratain 1986). Nella pratica questo si è tradotto in schemi 

chemioterapici meno tossici anche se non sempre più efficaci rispetto ai tradizionali 

(Patel 2015). Per esempio, è stato osservato che il dosaggio di 5-fluorouracile basato 

sulla valutazione dell’AUC si è dimostrato più efficace e meno tossico rispetto ad uno 

schema di dosaggio per superficie corporea (Gamelin 2008, Kline 2014). Allo stesso 
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modo l’ottimizzazione della dose del metotressato è risultata essere, rispettivamente, 

più efficace e meno tossica in bambini con leucemia linfoblastica acuta e in adolescenti 

con osteosarcoma (Evans 1998, Crews 2004).  

Nel presente lavoro l’AUC media di VBL nel gruppo dei pazienti che hanno 

sviluppato effetti collaterali era superiore, ma non differiva significativamente dal 

gruppo che non ne sviluppava. Le motivazioni per questo risultato e possono essere 

molteplici. L’elevata variabilità individuale all’esposizione di VBL, così come riportata 

nell’uomo (Lu 1983), e lo scarso numero di soggetti nei due gruppi possa aver inciso 

nel non riuscire ad ottenere un risultato statisticamente significativo. Alcuni autori, 

hanno inoltre notato che l’infusione continua (5 giorni) sembrava incrementare l’AUC e 

ridurre la clearance di VBL nell’uomo, probabilmente per la capacità di questo schema 

di somministrazione di aumentare la quota di farmaco libera, saturando i legami 

extravascolari dovuti all’elevata affinità della VBL per la tubulina tissutale (Owellen 

1975, Lu 1983); ciò suggerisce quindi uno schema di somministrazione completamente 

differente rispetto a quello attualmente adottato nel cane. Un lavoro successivo, invece, 

ha osservato che la Css potrebbe essere uno dei parametri più importanti da prendere in 

considerazione nel predire la tossicità da VBL, se impiegata in protocolli terapeutici 

con infusioni continue e prolungate (superiori alle 2 settimane) (Ratain 1986). 

7.3 AUC di vinblastina e risposta clinica 

Il trattamento di prima scelta in corso di mastocitoma cutaneo canino è la 

chirurgia. La radioterapia e la chemioterapia vengono più spesso impiegate in corso di 

mastocitoma ad alto rischio o metastatico (Sledge 2016, Blackwood 2012). Nel presente 

studio i cani trattati con chemioterapia adiuvante hanno avuto le sopravvivenze più 

lunghe (> 2 anni) ed erano ancora vivi al termine dello studio. I cani in cui la 

chemioterapia è stata impiegata come neoadiuvante invece, hanno avuto sopravvivenze 



	 82	

e tempi di progressione della malattia molto variabili. Nel presente lavoro l’AUC media 

non era differente tra il gruppo di cani che mostravano o meno un’oggettiva risposta 

antitumorale sia a 7 che a 28 giorni. E’ interessante osservare che le recidive e le 

metastasi si sono verificate entro i 3 mesi dall’inizio del protocollo chemioterapico, 

mentre i cani che hanno avuto risposte prolungate non hanno avuto riprese della 

malattia oltre 14 mesi dal trattamento.  

Questo divario di sopravvivenze e scarsa capacità dell’AUC nel predire una 

risposta potrebbe essere giustificato da vari fattori intrinseci ed estrinseci il tumore 

stesso. Per quanto riguarda i fattori intrinseci c’è da dire che, a parità di concentrazione 

plasmatica di farmaco raggiunta, la concentrazione di chemioterapico intratumorale è 

dipendente dalla vascolarizzazione del tumore stesso e dalla capacità del farmaco di 

penetrare la membrana cellulare e permanere all’interno della cellula neoplastica 

(Desoize 1994). E’ noto che i tumori solitamente sono strutturalmente eterogenei con 

aree ipervascolarizzate e aree scarsamente irrorate oltre ad aree necrotiche, più estese 

nei tumori più aggressivi (Desoize 1994). E’ inoltre noto che i meccanismi di resistenza 

delle cellule tumorali per alcuni farmaci chemioterapici, tra cui la VBL, sono la 

sovraespressione di proteine di membrana che fungono da proteine di efflusso 

dall’ambiente intracitoplasmatico a quello extracellulare (Evans 1989, Robert 1993). 

Queste eterogeneità potrebbero quindi, giustificare la variabilità di risposta alla 

chemioterapia. Tra i fattori estrinseci al tumore invece c’è da tenere di conto della 

variabilità farmacocinetica e farmacodinamica individuale che può portare a differenti 

concentrazioni plasmatiche e tissutali di chemioterapico, complicando ulteriormente la 

valutazione dell’efficacia sul breve e lungo periodo. Infatti, anche se un lavoro 

sull’uomo aveva riportato che una maggiore AUC e una clearance ridotta erano 

associate a una miglior risposta antitumorale, il differente schema di somministrazione 
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rispetto al nostro studio (infusione continua per 5 giorni consecutivi verso infusione in 

bolo rapida), non ne permette una comparazione diretta (Ratain 1986).  

7.4 LSS per la vinblastina 

Il limite maggiore nello studio della farmacocinetica individuale di un farmaco 

risiede nella necessità di numerosi prelievi ematici entro le prime ore dalla 

somministrazione, aumentando i costi per il servizio sanitario e il disagio per il paziente 

e rendendo tale procedura scarsamente applicabile nella routine clinica. Per questo si è 

reso necessario lo sviluppo di LSS con l’obiettivo di fornire informazioni di 

farmacocinetica con approssimazioni superiori all’80% (Van Warden 1994). In 

medicina umana è stato sviluppato un LSS per la VBL che prevedeva solo due prelievi 

a 10 e 36 ore dopo la somministrazione con una stima dell’AUC superiore all’85% 

(Ratain 1987). In medicina veterinaria non sono disponibili dati relativi un LSS in grado 

di predire l’esposizione alla VBL nei cani. Solo recentemente è stato sviluppato un 

modello predittivo per l’esposizione alla doxorubicina in cani con linfoma (Wittenburg 

2014). Il presente studio ha calcolato un modello di LSS per predire l’esposizione alla 

VBL con 3 campionamenti 15, 30 e 60 minuti dopo la somministrazione. Un limite al 

modello qui proposto, sta nel fatto che sarebbe necessaria una validazione utilizzando 

un nuovo set di soggetti indipendenti dalla matrice originale e quindi non utilizzati per 

calcolare il modello di LSS. Questo nuovo metodo di LSS, successivamente ad una 

ulteriore validazione, potrebbe migliorare la capacità del medico oncologo di adattare il 

protocollo chemioterapico ad ogni singolo paziente riducendo gli episodi di tossicità e 

migliorando, dove possibile, l’efficacia antitumorale. 

7.5 Tossicità acuta del protocollo chemioterapico 

Nel presente studio più della metà dei cani sviluppava tossicità ematologica 

dopo la somministrazione di VBL e si osservava una significativa differenza tra la conta 
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leucocitaria e neutrofilica prima e dopo la somministrazione di chemioterapia. Tale 

tossicità si osservava solo a carico della conta dei neutrofili e veniva classificata di 

grado 1 in 4 casi, di grado 2 e di grado 3 negli altri due cani. Se comparata con i dati 

disponibili in letteratura, la tossicità ematologica osservata nel nostro studio sembra 

avere un’incidenza piuttosto alta seppur nella maggior parte dei casi di grado lieve 

(Thamm 2006, Rassnick 2008). Un’ipotesi, per un’incidenza così alta potrebbe risiedere 

nella grande variabilità di risposta individuale che si può osservare dopo la 

somministrazione di questo farmaco, così come dimostrato nell’uomo (Lu 1983). Ma se 

valutiamo gli studi di fase 2 e 3 relativi all’uso della VBL nel cane, emergono dei 

risultati conflittuali e poco proporzionali con il dosaggio chemioterapico impiegato. 

Ritroviamo per esempio tossicità midollari in circa il 20% dei cani trattati con 2 mg/m2, 

e per lo più lieve (Thamm 2006, Rassnick 2008) e tossicità sempre in circa il 20% dei 

soggetti nonostante un aumento di dose del 150% (Vickery 2008). Tuttavia un lavoro 

piuttosto recente ha osservato una scarsa tollerabilità dei cani alla VBL impiegata a 

questo dosaggio (Arnold 2011). Gli episodi di tossicità sembrano, invece, aumentare 

drasticamente quando la VBL viene somministrata a dosi di almeno 3,5 mg/m2 (175% 

maggiore della dose impiegata in questo lavoro) con il 50-80% di incidenza (Bailey 

2008, Rassnick 2010). E’ opinione dell’autore che vista la differente tossicità riportata 

per questo farmaco, i nostri risultati possano essere influenzati dalla variabilità 

campionaria dovuta allo scarso numero di pazienti inclusi nello studio. Non per ultimo, 

l’elevata differenza individuale allo sviluppo di tossicità potrebbe indicare un’oggettiva 

necessità di ricercare un LSS che possa predire l’esposizione al farmaco alla prima 

somministrazione così da poter ottimizzare il dosaggio paziente per paziente. Un altro 

motivo per il quale la neutropenia è stata osservata frequentemente, potrebbe essere 

secondario al fatto che 9 di 11 soggetti nel nostro studio hanno cominciato il protocollo 



	 85	

di chemioterapia senza concomitante somministrazione di prednisone. In entrambi i casi 

in cui i pazienti erano in terapia con cortisonici abbiamo osservato il più alto numero di 

neutrofili alla diagnosi e nessuna tossicità midollare dopo 7 giorni. Anche nei risultati di 

tossicità pubblicati spesso venivano utilizzati cortisonici in associazione alla VBL 

(Davies 2004, Hayes 2007). E’ noto che l’impiego di cortisonici, in particolar modo a 

dosaggi elevati, possa provocare demarginalizzazione dei neutrofili circolanti, 

inibizione della diapedesi dal torrente circolatorio ai tessuti e aumentato rilascio di 

neutrofili maturi dal midollo osseo con conseguente aumento della conta neutrofilica 

assoluta (Schultze 2010). Dal secondo trattamento in poi, che coincideva con l’inizio di 

terapia cortisonica, nessun cane ha sviluppato nuove neutropenie. E’ opinione 

dell’autore che il concomitante utilizzo di cortisonici a dosaggi immunosoppressivi, 

come richiesto dal protocollo chemioterapico per il mastocitoma, potrebbe far 

sottostimare all’oncologo medico la tossicità midollare soprattutto nelle prime 

settimane di trattamento a causa di una sovrastima dei neutrofili circolanti. Tuttavia nel 

nostro caso il paziente che aveva sviluppato tossicità ematologica di grado 3, riceveva 

una dose ridotta del 15% di VBL ai cicli successivi. 

Nel cane, l’azione citotossica della VBL sulla trombopoiesi ad oggi risulta 

essere trascurabile. Nonostante le piastrine siano ricche di tubulina, la loro conta può 

aumentare, probabilmente per aumentata megacariopoiesi, con la somministrazione 

degli alcaloidi della vinca (Romanowsky 2011, Stokol 2010). In questo studio non sono 

state osservate tossicità a carico delle piastrine, analogamente a quanto riportato in 

letteratura. 

Nel cane la tossicità acuta gastroenterica da VBL è riportata essere infrequente e 

di scarsa gravità (Rassnick 2008, Rassnick 2010). Nausea e vomito sembrano essere i 

sintomi gastroenterici più frequentemente associati a tossicità gastroenterica da 



	 86	

chemioterapia, seguiti da anoressia, e dismotilità intestinale. L’emesi indotta da 

chemioterapia viene divisa in tre tipi. L’emesi acuta, la più comune, viene indotta entro 

le 24 dalla somministrazione di chemio. L’emesi ritardata si può osservare fino a 5 

giorni dalla somministrazione, e l’emesi da condizionamento, che solitamente si osserva 

in quei pazienti che hanno sviluppato nausea o vomito nei cicli precedenti, e che 

sviluppano emesi anticipata come risposta condizionata (Olver 2011). In medicina 

umana, lo studio dei meccanismi dell’emesi indotta da chemioterapia ha portato allo 

sviluppo di farmaci antiemetici di nuova generazione con l’obiettivo di migliorare la 

qualità di vita del paziente oncologico, come i farmaci antagonisti del recettore 5-

idrossitriptamina 3 (5-HT3) e antagonisti del recettore neurochinina 1 (NK1). Inoltre, 

questa attenzione verso l’emesi, ha portato a suddividere i farmaci antitumorali in 4 

categorie in base al potenziale emetico dimostrato, e la VBL insieme agli altri alcaloidi 

della vinca è stata classificata con minimo rischio di emesi (<10%) (Olver 2011). Anche 

in medicina veterinaria, con lo stesso principio, sono stati sviluppati farmaci antagonisti 

NK1 e ad oggi il maropitant sembra essere il farmaco di prima scelta nel controllo 

preventivo dell’emesi indotta da chemioterapia (Gustafson 2013). Tuttavia, uno studio 

prospettico randomizzato ha riportato che l’uso di maropitant sembra ininfluente nel 

ridurre il tasso di tossicità gastroenterica in cani trattati con vincristina (Mason 2014). 

Nel nostro studio la tossicità gastroenterica è stata lieve con solo due episodi, in cani 

diversi, e risolta in 48 ore spontaneamente. I nostri risultati supportano che l’uso 

profilattico di maropitant potrebbe essere richiesto solo in casi selezionati. 

7.6 Tossicità cronica del protocollo chemioterapico 

Alcuni chemioterapici di comune utilizzo nel cane, sono stati segnalati per la 

loro capacità di indurre danni organici se utilizzati per lunghi periodi o se utilizzati in 

soggetti con danni organici preesistenti (Gustafson 2013). L’impiego di questi farmaci 
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necessita attenti monitoraggi degli organi target per anticipare la sospensione del 

trattamento evitando l’insorgenza di danni persistenti e che in alcuni casi potrebbero 

inficiare la qualità di vita e il tempo di sopravvivenza del paziente. Per la VBL non 

sono state riconosciute particolari tossicità organiche, anche se tuttavia sono state 

segnalate sporadicamente neuropatie periferiche e vasosclerosi (Palau 2007, Robat 

2012). Nel nostro studio è stato osservata epatotossicità con aumento della fosfatasi 

alcalina, alanino transaminasi e gamma-glutamiltransferasi. I cortisonici sono 

riconosciuti avere la capacità di dare danno epatico colestatico ed epatocellulare con 

induzione e quindi incremento delle transaminasi e della fosfatasi alcalina (Stockham 

2008). Anche se non si può escludere una tossicità da VBL, è opinione dell’autore che 

questa tossicità possa esser dovuta principalmente all’impiego di cortisonici. Questo 

aumento enzimatico si è osservato nella prima settimana dopo l’inizio di prednisone e è 

andato a risolversi in circa un mese utilizzando terapia di supporto e scalando la dose di 

steroidi, nonostante il protocollo chemioterapico sia proseguito. Un cane ha sviluppato 

tossicità renale di grado 2 a 15 mesi dalla somministrazione di chemioterapia. Questo 

cane tuttavia, era in terapia da circa 2 mesi con masitinib mesilato, un farmaco della 

famiglia degli inibitori tirosinchinasici, riconosciuti poter essere nefrotossici 

(Smrkovski 2015). Infine, un cane sviluppava ipertrigliceridemia idiopatica persistente 

a 18 mesi dal trattamento. In questo caso vista la scarsa incidenza di questa patologia 

nel cane, e la scarsa bibliografia a riguardo potrebbe essere da non trascurare questa 

segnalazione come tossicità tardiva. Tuttavia c’è da dire, che questo paziente aveva 

fatto anche altre terapie successive all’impiego di VBL come cortisonici per lunghi 

periodi e masitinib che potrebbero aver avuto un ruolo nella patogenesi di questa 

patologia. 

7.7 Risposta clinica al protocollo chemioterapico 
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In questo studio il tasso di risposta antitumorale è stato del 50% a 7 giorni e del 

57% dopo 28 giorni. Verificando i dati disponibili in letteratura rimane difficile 

comparare i risultati del presente studio con quelli pubblicati precedentemente. Il primo 

motivo è dovuto al fatto che in molti studi la VBL veniva associata al concomitante 

utilizzo di cortisonici. L’uso neoadiuvante di prednisone nel mastocitoma canino è stato 

riportato avere un tasso di risposta dal 20 al 70%, influenzando notevolmente 

l’interpretazione dei risultati ottenuti con l’uso combinato VBL-prednisone (Stanclift 

2008, MacCaw 1994). Questa elevata variabilità nella risposta agli steroidi sembra 

essere dovuta all’elevata variabilità di espressione cellulare di recettori per i 

glucocorticoidi nel mastocitoma del cane (Matsuda 2011). In un lavoro del 2008, l’uso 

di VBL a 2 mg/m2 aveva dato risultato insoddisfacenti con solo il 12% di tasso di 

risposta. Nel nostro caso due di cinque cani nei quali era stata ottenuta una risposta 

oggettiva erano stati trattati con protocollo combinato, e questo potrebbe aver 

sovrastimato la risposta ottenuta. Un altro motivo per il quale è complicato paragonare i 

nostri risultati con quelli in letteratura è dovuto ad altri fattori di confondimento, come 

differenti dosaggi di VBL (Vickery 2008), uso di protocolli polichemioterapici con 

lomustina o ciclofosfamide (Cooper 2009, Camps-Palau 2007) e l’uso di sistemi di 

controllo della risposta differenti da quelli utilizzati in questo studio (Thamm 1999).  E’ 

comunque interessante osservare che in 5 casi su 8 la risposta a 28 giorni era differente 

rispetto alla risposta a 7 giorni. Nello specifico, due cani sviluppavano malattia 

progressiva dopo una risposta parziale a 7 giorni, uno sviluppava malattia progressiva 

dopo malattia stabile, e due cani sviluppavano remissione parziale dopo malattia stabile. 

Questo risultato conferma la necessità di valutare la risposta clinica alla chemioterapia a 

distanza di 6-8 settimane dall’inizio del trattamento prima di interpretare i risultati ed 

eventualmente modificare il protocollo terapico, a meno che, non si abbia una malattia 
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progressiva prima di tale scadenza (Nguyen 2013).
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Capitolo 8 Conclusioni 

Il presente studio ha dimostrato la possibilità di rilevare, tramite la metodica di 

spettrometria di massa/HPLC, la concentrazione di vinblastina fino a 6 ore post 

somministrazione, nel plasma di cani in trattamento chemioterapico. La misurazione 

della AUC nei cani inclusi in questo studio ha mostrato un’elevata variabilità 

interindividuale, giustificando l’elevata incertezza nel predire lo sviluppo di effetti 

collaterali secondari al trattamento riportata in studi precedenti. Nel presente studio la 

AUC di VBL non era associata allo sviluppo di effetti collaterali acuti e tardivi, né al 

tasso di risposta tumorale a 7 e 28 giorni dal trattamento. Inoltre, il presente studio ha 

riportato un modello di campionamento limitato con soli tre campionamenti ematici 

eseguiti entro un’ora dalla somministrazione, in grado di predire in modo accurato la 

AUC, considerata reale, misurata con 9 prelievi ematici in 6 ore. Questo nuovo metodo 

di campionamento potrebbe essere utile per ridurre il disagio al paziente e i costi totali 

della procedura analitica. Ulteriori studi si rendono necessari, al fine di validare il 

metodo di campionamento limitato e al fine di valutare l’associazione tra AUC e 

sviluppo di effetti collaterale e risposta clinica su un numero di soggetti più ampio. 
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