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Introduzione

Da oltre mezzo secolo, la terapia sistemica per i tumori € caratterizzata dalla somministrazione
dei farmaci chemioterapici. La maggior parte di questi ha lo scopo di inibire o eliminare le cellule in
rapida divisione.

Il razionale del ricorso a tali farmaci prevede di utilizzare la “dose massima tollerata” (MDT) dal
paziente al minimo intervallo possibile tra due somministrazioni. La durata di questo intervallo
dipende molto dal tipo di farmaco usato, dai tempi di recupero, dalla tossicita dei tessuti sani e
dalla reazione soggettiva del paziente al principio attivo.

Nonostante I'elevato numero di chemioterapici in uso e il gran numero di studi clinici
intrapresi, i progressi risultano limitati in termini di guarigione o di prolungamento significativo
dellintervallo libero da malattia. | farmaci antineoplastici, infatti, manifestano un’azione limitata
nel tempo a seguito dell’attivazione di meccanismi di farmacoresistenza con selezione di cloni
cellulari resistenti (instabilita genetica propria soprattutto del tumore ovarico), per cui € sovente
necessario ricorrere a ulteriori linee chemioterapiche.

Inoltre, i progressi osservati nel trattamento di alcuni tipi di neoplasia si accompagnano spesso
alla comparsa di effetti collaterali tossici, che limitano l'uso prolungato dei chemioterapici
tradizionali. Spesso, pertanto, vengono loro associati farmaci di supporto, fattori di crescita
ematopoietici e farmaci anti-nausea, somministrati per ridurre la tossicita indotta. Farmaci i quali,
oltre ad avere propri effetti collaterali, comportano un onere finanziario non indifferente.

Una possibile e gia sperimentata strategia terapeutica diversa nei confronti delle malattie
oncologiche é costituita dalla cosiddetta chemioterapia metronomica, il cui razionale consiste
nell’utilizzare dosi di farmaco nettamente inferiori al dosaggio standard, ma somministrate in
maniera continuativa nel tempo e non rispettando il break di 3-4 settimane richiesto per
somministrazioni a dosaggio pieno.

Questa modalita di somministrazione dei farmaci chemioterapici € denominata chemioterapia
continua a basse dosi, chemioterapia anti-angiogenica o chemioterapia metronomica, che attiene,
dunque, alla frequente, talvolta quotidiana, somministrazione di chemioterapici a dosi
significativamente al di sotto della MDT, senza interruzioni tra i vari cicli.

Questo regime terapeutico ha grandi vantaggi come il basso costo, la bassa tossicita e la
possibilita di essere attuato anche per via orale dagli stessi pazienti, senza bisogno di accessi

venosi o lunghe infusioni.



Simile strategia si fonda sul presupposto per cui i tumori solidi hanno continuo bisogno di
mantenere efficiente il microambiente che li circonda e, in particolare, di reclutare nuovi vasi
sanguigni in grado di garantire ossigeno e nutrienti essenziali alla cellula neoplastica. Per questo
motivo I'oncologia moderna spinge verso I'utilizzo di farmaci idonei a neutralizzare fattori di
crescita proangiogenici e di farmaci idonei a promuovere fattori inibitori dell’angiogenesi.

Di fatto molti dei comuni chemioterapici hanno insita la capacita antiangiogenica in quanto le
cellule endoteliali dei capillari che nutrono un tumore manifestano un rapido turnover mitotico. Il
problema & che in un regime a massima dose tollerata l'intervallo tra una dose e la successiva
permette al tumore di far ripartire il meccanismo di neovascolarizzazione. Il potenziale anti-
angiogenico viene tuttavia potenziato se si annullavano gli intervalli tra le varie dosi. Questo nuovo
tipo di target, riferito alle cellule endoteliali, ha diversi potenziali vantaggi: le cellule endoteliali
normali, infatti, hanno grande stabilita genetica rispetto alle cellule tumorali e difficilmente sono
in grado di indurre chemioresistenza.

La chemioterapia metronomica sembra inibire la crescita tumorale attraverso diversi
meccanismi:

1. Effetto citotossico diretto nei confronti delle cellule tumorali

2. Eradicazione e distruzione delle cellule staminali tumorali (CSCs)

3. Effetto citotossico nei confronti delle cellule endoteliali attraverso uno squilibrio tra fattori
proangiogenici e antiangiogenici a vantaggio di questi ultimi; stimolazione dei fattori
antiangiogenici (trombospondina 1 — TSP1) e soppressione dei fattori proangiogenici
(vascular endothelial growth factor — VEGF, platelet derived growth factor — PDGF, hipoxia
inducible factor 1 — HIF1). Questo effetto nei confronti delle cellule endoteliali avveniva gia
a dosaggi dell’ordine delle picomoli (gli stessi effetti tossici in cellule non endoteliali si
avevano con dosaggi da 10 a 100.000 volte superiori).

4. Blocco della mobilizzazione delle cellule progenitrici endoteliali del midollo osseo: sono
state identificate nel midollo osseo delle cellule progenitrici endoteliali capaci di migrare in
risposta a stimoli proangiogenici e di contribuire attivamente alla formazione di una
neovascolarizzazione. Queste cellule sono state quindi considerate un valido “target” per la
terapia antiangiogenica. Bisogna dire, pero, che queste cellule sarebbero sensibili anche a
un regime di massima dose tollerata. Il problema risiede tuttavia nel fenomeno di
“rebound” compensatorio durante la fase di break in cui tali cellule hanno tempo e risorse

per ripristinare il loro numero e le loro capacita. Questo rebound compensatorio appare



superabile, invece, riducendo, con un regime metronomico, gli intervalli di

somministrazione e intensificando, pertanto, I'esposizione delle cellule al farmaco.

5. Modificazione della risposta immunitaria in senso anti-neoplastico: la chemioterapia
metronomica aumenta I'immunogenicita del tumore (la maggior parte dei tumori sono
poco immunogenici o non immunogenici) attraverso diversi meccanismi di cui il piu
importante & la soppressione delle cellule T regolatorie (Treg) e I'attivazione delle cellule T
citotossiche e NK.

Lo studio intrapreso ai fini della problematica affrontata nel presente lavoro ha considerato
pazienti con neoplasia ginecologica (ovarica, endometriale e cervicale) trattate con Etoposide a
regime metronomico al fine di acquisire conoscenze sulle dinamiche evolutive della patologia
in esame e di ipotizzare miglioramenti nelle strategie terapeutiche soprattutto nelle fasi piu
avanzate di malattia laddove sussistono esigui spazi di cura.

A fronte del razionale sovraesposto, in letteratura non ci sono conferme cliniche
scientificamente provate. Si tratta infatti del primo studio sull’Etoposide somministrato a

regime metronomico nelle pazienti con neoplasia ginecologica.



CAPITOLO |
ETOPOSIDE FOSFATO

L'Etoposide fosfato (VP-16) & un inibitore dell’enzima Topoisomerasi Il; & utilizzato come
antineoplastico, spesso in combinazione con altri farmaci, in patologie quali il sarcoma di Ewing, il
carcinoma polmonare a piccole cellule, il carcinoma embrionale del testicolo, il linfoma maligno e
la leucemia acuta. L’Etoposide e utilizzato inoltre durante il regime di condizionamento prima di
un trapianto di cellule staminali emopoietiche *.

I suo principio attivo, la podofillotossina, & ricavato dalla pianta della mandragola
Podophyllum peltatum (Fig. 1) Essa veniva utilizzata dagli Indiani d’America per i suoi effetti

emetici, catartici ed antielmintici.

Fig. 1 Podophyllum peltatum

Sono stati sviluppati due glicosidi semisintetici del principio attivo denominati Etoposide e

Teniposide (Fig. 2) 2.

Fig. 2 Struttura chimica Etoposide e Teniposide



1. MECCANISMO D’AZIONE

L'Etoposide provoca il blocco del ciclo cellulare in due specifici punti: arresta il passaggio tra
I"'ultima divisione e I'inizio della replicazione del DNA (fase G1) e inibisce la replicazione del DNA
(fase S). Funziona inibendo la topoisomerasi Il, enzima necessario nella fase di replicazione del
DNA. Quando I'enzima e bloccato dall’Etoposide, il DNA della cellula resta in forma superavvolta
cosicché non pud piu fungere da stampo per la sintesi dei neofilamenti 3.

La podofillotossina, il principio attivo da cui sono derivati i glicosidi Etoposide e Teniposide, si
lega alla tubulina in regioni diverse da quelle utilizzate dagli alcaloidi della vinca. Etoposide e
Teniposide non hanno effetti sulla struttura o funzione dei microtubuli ma formano un complesso
ternario con la topoisomerasi Il e il DNA. La formazione del complesso provoca la rottura del DNA;
il passaggio e la richiusura della catena che normalmente fa seguito al legame della topoisomerasi
al DNA sono inibiti dal farmaco. L’enzima resta legato all’estremita libera del DNA tagliato con
accumulo dei frammenti di DNA e morte cellulare programmata 4.

Il suo principale effetto sembra manifestarsi durante la fase G1 del ciclo cellulare. Si possono
manifestare due effetti dose dipendenti; a concentrazioni elevate (pari o superiori a 10 g/ml) si
nota una lisi delle cellule che iniziano la mitosi; a basse concentrazioni (0,3-10 g/ml) & inibita la
profase cellulare. L’effetto macromolecolare predominante sembra essere I'inibizione della sintesi

del DNA (Fig. 3).

Normal catalytic cycle Etoposide leads to double-
of topoisomerase strand breaks in DNA
Topolsomerase Il
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Fig. 3 Meccanismo d’azione dell’Etoposide



2. ASSORBIMENTO/DISTRIBUZIONE

Somministrato per via endovenosa, I'eliminazione di Etoposide & un processo bifasico con
un’emivita di distribuzione di circa 1,5 ore e un’emivita d’eliminazione terminale compresa tra 4 e
11 ore. | valori di clearance totale sono compresi tra 33 e 48 ml/minuto cosi come I'emivita
d’eliminazione terminale sono indipendenti dalla dose. L’area sottesa alle curve di concentrazione
plasmatica — tempo (AUC) e i valori di concentrazione massima nel plasma (Cmax) aumentano
linearmente con lI'aumentare della dose. L’Etoposide non si accumula nel plasma dopo
somministrazione endovenosa giornaliera di 100 mg/m2 per 4-5 giorni. Dopo infusione
endovenosa i valori di Cmax e AUC presentano una marcata variabilita fra soggetti e nell’ambito
del medesimo soggetto.

| volumi medi di distribuzione in condizioni di steady-state sono compresi tra 18 e 29 litri.
Sebbene I'Etoposide sia rilevabile a livello del liquor cerebrospinale e nei tumori intracerebrali, le
concentrazioni raggiunte in queste sedi sono inferiori a quelle rilevabili nei tumori extracerebrali e
nel plasma. Le concentrazioni di Etoposide sono maggiori nel polmone normale rispetto alle
metastasi polmonari e sono simili nei tumori primari e nei tessuti normali del miometrio. In vitro
I’'Etoposide ha un elevato legame (97%) con le proteine plasmatiche. Nei bambini & stata

evidenziata una relazione inversa fra i livelli di albumina del plasma e la clearance renale °.

3. METABOLISMO/ESCREZIONE

Meno del 50% di una dose endovenosa di Etoposide & escreta nell’urina come Etoposide con
una media di recupero della dose del 35% entro le 24 ore (circa 55% nei bambini). Per dosi
comprese tra 80 e 600 mg/m2 la clearance renale media varia fra 7 e 10 ml/minuto/m2 ed é di
circa il 35% della clearance totale. L’Etoposide e eliminato sia per via renale che per via non renale
cioé per metabolismo epatico con escrezione biliare.

Solo il 6% o meno di una dose endovenosa di Etoposide si ritrova invariata nella bile. La
maggior parte della clearance non renale & determinata dal metabolismo epatico. Il principale
metabolita urinario e I'idrossiacido. Il 5-22% della dose somministrata di Etoposide e escreta nelle
urine sotto forma coniugata a glucoronide o solfato.

Negli adulti la clearance totale di Etoposide & correlata alla clearance della creatinina, alla



concentrazione dell’albumina plasmatica e alla clearance non renale. Nei bambini, livelli elevati di
ALT nel siero sono associati a una ridotta clearance totale del farmaco. Nei bambini un precedente

trattamento con Cisplatino pud causare una riduzione della clearance totale di Etoposide °.

4. SOMMINISTRAZIONE

L’Etoposide viene somministrato per via endovenosa o per via orale (sotto forma di capsule
disponibili da 50 e da 100 mg). Se somministrato per via orale produce un assorbimento
corrispondente a circa il 50% della dose somministrata. Se somministrato per via endovenosa
viene utilizzata un’infusione lenta (30-60 minuti); I'iniezione rapida provoca infatti ipotensione e

broncospasmo.

5. EFFETTI INDESIDERATI

Le reazioni alla chemioterapia variano da individuo a individuo e possono variare se il
trattamento & effettuato con una combinazione di chemioterapici anziché con un solo farmaco.

Effetti collaterali:

- Tossicita ematologica (leucopenia, anemia, trombocitopenia, fino ad arrivare alle leucemie)
L’Etoposide pud causare anemia, tendenza a sviluppare ecchimosi o emorragie e infezioni.
La ridotta funzionalita del midollo osseo puo manifestarsi circa sette giorni dopo la
somministrazione del farmaco, raggiungendo usualmente i valori minimi 10-14 giorni dopo
la chemioterapia. Quindi il conteggio delle cellule ematiche ricomincia a salire
costantemente e di solito si normalizza entro 21-28 giorni.

- Tossicita gastrointestinale
La nausea e il vomito sono facilmente contrastabili con I'utilizzo di antiemetici.

- Stomatite/mucosite

- Disfunzione epatica

- Alopecia
| capelli cominciano a cadere di solito dopo tre-quattro settimane dall’inizio della terapia,

ma la caduta pud evidenziarsi anche prima. | capelli possono diradarsi o cadere
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completamente, anche le sopracciglia, le ciglia e gli altri peli corporei si diradano e quindi
cadono. Si tratta di un effetto collaterale temporaneo: i capelli ricresceranno una volta che
il trattamento si sara concluso.

- Dermatologici
L’orticaria con o senza prurito.

- Neurotossicita
Una depressione del sistema nervoso centrale € stata osservata in pazienti che ricevono
dosi piu alte di quelle raccomandate.

- Ipotensione
Ipotensione transitoria soprattutto dopo somministrazione endovenosa di Etoposide.

Morte improvvisa a causa di aritmia.

Effetti collaterali meno frequenti:

- Dolore e ulcere del cavo orale
A causa di una maggiore sensibilita delle mucose ai processi infiammatori e infettivi.
- Diarrea
A causa dell’interferenza con il normale processo mitotico degli enterociti e atrofia dei villi.
- Modificazioni della cute
L'Etoposide pud causare un rash cutaneo, che puo dare anche prurito. Le aree
precedentemente irradiate possono irritarsi e risultare dolenti. La cute pud scurirsi per
I’eccessiva produzione di pigmento. La cute tornera normale nel giro di qualche mese dalla
fine del trattamento.
- Insonnia, cefalea e stato confusionale
Si tratta di effetti collaterali molto rari, che si verificano solo se il dosaggio € molto elevato.
- Reazioni allergiche
Segni di reazione allergica sono lo sviluppo di un’eruzione cutanea accompagnata da
prurito, rialzo termico, brividi, rossore localizzato al volto, senso di vertigini, cefalea,
mancanza di respiro, ansia e aumento della minzione.

- Dolore o bruciore nell’area di somministrazione intravenosa ’
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CAPITOLO I
TOPOISOMERASI

L'integrita fisica e l'organizzazione del DNA devono essere mantenute per assicurare la
sopravvivenza delle cellule. Processi vitali quali la replicazione, la trascrizione, la ricombinazione,
I’associazione del duplex con gli istoni e con altre proteine portano il DNA a superavvolgersi. In
particolare, la separazione dei due filamenti dell’elica genera tensioni ed altri effetti topologici che
devono essere risolti, affinche i processi metabolici del DNA possano essere completati. Tali
problemi sono superati grazie ad una serie di enzimi ubiquitari che prendono il nome di DNA

topoisomerasi.

1. LATOPOLOGIA DEL DNA

In vivo I'asse dell’elica di DNA é solitamente incurvato, in modo che molecole di DNA, di
lunghezza compresa tra pochi millimetri e diversi centimetri, possano essere contenute in cellule,
le cui dimensioni sono dell’ordine dei micrometri. Nelle cellule eucariotiche il DNA si avvolge
intorno a strutture proteiche chiamate istoni, mentre nei procarioti I'intero genoma, solitamente
di struttura circolare, esiste in una forma estremamente compatta, nella quale I'asse dell’elica non
giace sul piano. Questo “impacchettamento” determina un aumento dell’energia della molecola,
la quale pu0 essere successivamente utilizzata in processi di srotolamento della doppia elica,
durante la replicazione e la trascrizione.

Un eccesso di energia immagazzinata sotto questa forma non ¢, pero, vantaggioso in quanto il
DNA diventa soggetto a notevoli forze di stiramento e deformazione. In natura tale problema
viene superato mediante il superavvolgimento della molecola di DNA, in altre parole I'asse
dell’elica si curva in una spirale. Il superavvolgimento non & casuale, ma e finemente regolato dalla
cellula, in particolare ogni cellula esibisce un proprio caratteristico grado di superavvolgimento.

La tipologia e il livello di superavvolgimento nelle molecole di DNA circolare possono essere
descritti dall’equazione:

Lk = Tw + Wr

Lk o “linking number” indica il numero totale di volte in cui i due scheletri fosfodiesterici della
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doppia elica di DNA si avvolgono l'uno intorno all’altro. Caratteristica del linking number & di
essere un’invariante topologica, ossia non pu0 cambiare qualunque sia la conformazione
topoisomerica della molecola, a meno che, la stessa, non sia tagliata e risaldata. | topoisomeri
sono, infatti, isomeri topologici, ovvero molecole identiche, che differiscono esclusivamente per il
proprio stato di superavvolgimento. Il linking number & sempre un numero intero, in quanto i due
filamenti devono passare I"'uno intorno all’altro un numero intero di volte, prima della saldatura
delle due estremita per formare la molecola circolante.

Tw o “twisting number” € una proprieta della doppia elica e rappresenta la rotazione di una
catena sull’altra, corrisponde al numero dei giri d’elica del duplex ed & determinato dal numero
delle coppie di basi per giro.

Wr o “writhing number” indica le volte in cui I'asse dell’elica del DNA gira attorno all’asse della
superelica.

Il twisting number e il writhing number non sono necessariamente numeri interi, ma la lo &
sempre la loro somma, essendo questa il linking number.

Se potessimo srotolare e allineare il DNA contenuto in una sola nostra cellula, otterremmo un
filamento lungo circa 2 metri. || DNA & pero ripiegato su se stesso in modo cosi efficiente da
occupare uno spazio un milione di volte piu piccolo, il nucleo della cellula, che ha un diametro di
circa 2 micron.

Il DNA & costituito da due filamenti avvolti su se stessi per formare una struttura chiamata
doppia elica che deve essere svolta per rendere disponibili le informazioni genetiche. Le cellule
sintetizzano una serie di enzimi diversi chiamati topoisomerasi che srotolano e rilassano i filamenti
di DNA.

Le topoisomerasi sono una categoria di enzimi appartenenti alla classe delle isomerasi che
regolano il metabolismo del DNA. In particolare determinano un aumento o una diminuzione del
grado di superavvolgimento. Tali enzimi svolgono un ruolo fondamentale nell'impacchettamento e
nella replicazione del DNA. Pil in dettaglio, essi sono in grado di introdurre una rottura del singolo

o del doppio filamento di DNA in modo temporaneo.
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2. CLASSIFICAZIONE

Esistono due classi di topoisomerasi:

1. Le topoisomerasi | (0 DNA topoisomerasi propriamente dette) rompono transitoriamente
una sola delle catene del DNA, la ruotano attorno a quella integra e infine riuniscono le estremita
interrotte, modificando il numero di legame Lk (linking number, ossia il numero di volte che la
seconda catena del DNA ruota attorno alla prima perforandone la superficie immaginaria) con
incrementi positivi di 1. Dal momento che il DNA e superavvolto in senso destrogiro, un
incremento positivo di Lk porta in effetti ad un rilassamento della propria elica, un processo
termodinamicamente favorevole. Il cambiamento del numero di legame topologico € di un’unita
per volta.

Le topoisomerasi di classe | risolvono il problema della tensione causato dall’avvolgimento e
dallo svolgimento del DNA. Questo enzima si avvolge attorno al DNA e fa un taglio in uno dei due
filamenti. Poi, mentre resta aggrappato al punto appena tagliato, I'enzima permette all’elica di
girare, per svolgere gli avvolgimenti in eccesso o in difetto. Quando il DNA si é rilassato, la
topoisomerasi riconnette il filamento rotto, ripristinando il DNA a doppia elica.

La topoisomerasi | € quindi un monomero in grado di tagliare un singolo filamento del duplex

di DNA e non richiede cofattori energetici.

2. Le topoisomerasi Il (DNA topoisomerasi idrolizzanti I’ATP), invece, rompono entrambe le
catene di DNA e modificano Lk con incremento negativo di 2; dal momento che introduce un
ulteriore stress topologico nella doppia elica, questa reazione necessita di energia, prodotta
attraverso l'idrolisi di una molecola di ATP. Esse permettono di cambiare il numero di legami
topologici di due unita per volta 8.

Le topoisomerasi Il sono quindi specializzate nel districare il DNA nel nucleo. Per esempio,
guando una cellula si sta dividendo, ha bisogno di separare le due copie di ciascun cromosoma.
Durante questo processo, porzioni dei due cromosomi omologhi si possono attorcigliare tra loro,
attaccandosi insieme e ostacolando la separazione. La topoisomerasi Il risolve questo problema
permettendo ad un’elica di DNA di passare attraverso I'altra. Taglia entrambi i filamenti di un DNA
a doppia elica, mantenendo una presa fissa su entrambe le meta. Poi, passa 'altro filamento di
DNA attraverso I'apertura, risolvendo il groviglio. Infine, riduce insieme i terminali che aveva

tagliato, ripristinando il DNA.
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La topoisomerasi Il, al contrario della topoisomerasi |, agisce come dimero, taglia entrambi i

filamenti del DNA ed e ATP dipendente (Fig. 4).
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Fig. 4 Meccanismo d’azione delle topoisomerasi

3. INIBITORI DELLE TOPOISOMERASI

Questi processi di rilassamento e districamento sono essenziali per la corretta manutenzione
del DNA, quindi le topoisomerasi sono obiettivi ideali per i farmaci antitumorali. Se le
topoisomerasi vengono bloccate, la cellula incontra dei problemi durante la trascrizione del DNA e
durante la divisione cellulare.

La chemioterapia sfrutta questo fatto, usando farmaci che bloccano le topoisomerasi per
uccidere le cellule cancerose che si dividono rapidamente.

Tra i farmaci antineoplastici piu utilizzati rientrano tutta una serie di composti in grado di
formare un complesso ternario con il DNA e la topoisomerasi (stabilizzando quindi il cosiddetto
“cleavable complex”) e di ostacolare una fase specifica del processo catalitico che consiste nella
rigiunzione del DNA precedentemente tagliato.

| composti che inibiscono la topoisomerasi | agiscono principalmente durante la fase replicativa
del ciclo cellulare (fase S), invece le lesioni causate dagli inibitori della topoisomerasi Il sono

associate alla fase di trascrizione dellRNA ed avvengono quindi durante quasi tutto il ciclo
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cellulare (fase G2/M).

Nelle cellule umane i due enzimi non sono espressi allo stesso modo: la topoisomerasi | &
molto abbondante nei tessuti tumorali del colon, invece la topoisomerasi Il predomina a livello
della mammella e delle ovaie.

Le topoisomerasi esplicano la loro azione mediante un residuo tirosinico che da attacco
nucleofilo ad un fosfato della catena desossiribonucleica; il filamento di DNA resta ancorato
alll’enzima mediante legame fosfotirosinico fin quando, eliminata la tensione dovuta ai
superavvolgimenti, una reazione inversa alla precedente ristabilira il legame fosfodiesterico e

liberera I’enzima.

Inibitori della topoisomerasi |:

- NSC 314622: rimasto nel campo di ricerca di laboratorio

- Necatorone: efficace in alcuni sarcomi

- Camptotecina e i suoi derivati (Topotecano, Irinotecano, Gimatecano): usati correntemente
della terapia di alcuni carcinomi umani (in particolare il carcinoma del colon-retto e
dell’ovaio) e di certi linfomi; l'ultimo derivato chiamato Edotecarin sembra dare risultati

promettenti nei tumori epatici, della laringe, della prostata, dello stomaco e del polmone.

Inibitori della topoisomerasi Il:

Lucantone: e stato usato per i tumori maligni del sangue

- Actinomicina D: antitumorale usato soprattutto in passato, ora soppiantato da farmaci piu
efficaci

- Adriamicina: uno dei farmaci antitumorali piu usati negli schemi di chemioterapia per i
tumori solidi (in particolare il carcinoma della mammella e i sarcomi) ed ematologici
(leucemie mieloidi, sarcomi)

- Mitoxantrone: antrachinonico efficace nelle emopatie maligne e sensibilizzante agli effetti
delle radiazioni

- | derivati della epipodofillotossina Etoposide (VP-16) e Teniposide (VM-26): diffusamente

usati per la cura dei carcinomi

- Amsacrina: usata nelle leucemie refrattarie alla terapia convenzionale
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CAPITOLO 1l
ANGIOGENESI

| vasi ematici si formano durante lo sviluppo embrionale per vasculogenesi, durante la quale
viene costituita una rete vascolare primitiva a partire dai precursori delle cellule endoteliali detti
angioblasti. Il processo di formazione dei vasi sanguigni nell’adulto &€ noto come angiogenesi o
neovascolarizzazione e, fino a poco tempo fa, si pensava dipendesse solo dalla ramificazione e
dall’estensione dei vasi preesistenti. Recenti lavori hanno dimostrato che |’angiogenesi puo
verificarsi anche tramite il reclutamento dei precursori delle cellule endoteliali (Endothelial

Progenitor Cells, EPC) dal midollo osseo ° (Fig. 5).
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Fig. 5 Gli EPC vengono mobilizzati dal midollo osseo e possono migrare verso la sede di una lesione o di un tumore
in crescita. In tali sedi gli EPC si differenziano e formano una rete ben organizzata legandosi con i vasi esistenti.
Nell’angiogenesi che avviene a partire da vasi preesistenti le cellule endoteliali presenti in questi vasi diventano
mobili e proliferano per formare abbozzi di capillari.

L'angiogenesi e essenziale nel caso di inflammazione cronica e fibrosi, nella crescita tumorale e
nella vascolarizzazione dei tessuti ischemici. Pertanto, sono stati compiuti grandi sforzi per
comprendere i meccanismi angiogenici e per scoprire i potenziali effetti terapeutici associati agli
agenti proangiogenici (per aumentare i vasi sanguigni, quando necessario) e antiangiogenici (per

arrestare I'angiogenesi patologica) °.
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1. ANGIOGENESI DERIVANTE DAI VASI PREESISTENTI

In questo tipo di angiogenesi vi sono vasodilatazione e aumento della permeabilita dei vasi
esistenti, degradazione della matrice extracellulare e migrazione delle cellule endoteliali.

| passaggi principali sono i seguenti:

- vasodilatazione in risposta a ossido nitrico e aumento della permeabilita dei vasi
preesistenti indotta dal VEGF

- degradazione proteolitica della membrana basale del vaso preesistente a opera delle
metalloproteinasi e distruzione dei contatti tra le cellule endoteliali del vaso da parte
dell’attivatore del plasminogeno

- migrazione delle cellule endoteliali verso lo stimolo angiogenico

- proliferazione delle cellule endoteliali, subito di seguito al fronte delle cellule migranti

- maturazione delle cellule endoteliali, che comprende l'inibizione della crescita e il
rimodellamento dei capillari

- reclutamento di cellule periendoteliali (compresi i periciti per piccoli capillari e le cellule
muscolari lisce per i vasi piu grandi) allo scopo di fornire il sostegno alle strutture

endoteliali e formare i vasi maturi 11

2. ANGIOGENESI DERIVANTE DAI PRECURSORI DELLE CELLULE ENDOTELIALI

Le formazioni dei sistemi emopoietico e vascolare sono strettamente correlate durante lo
sviluppo embrionale 2. | due sistemi condividono un comune precursore, I'emangioblasto, che
puo generare cellule staminali emopoietiche e angioblasti, le cellule che danno vita al sistema
vascolare 13,

Gli angioblasti proliferano, migrano verso siti periferici e si differenziano in cellule endoteliali
che formano le arterie, le vene e i vasi linfatici 4. Possono anche generare i periciti e le cellule
muscolari lisce della parete vascolare (cellule periendoteliali). | precursori delle cellule endoteliali
(EPC) si riscontrano nel midollo osseo degli organismi adulti e possono essere reclutate nei tessuti
per dare inizio all’angiogenesi '°. La natura del meccanismo di homing & incerta 6. Angioblasti
circolanti e derivanti dal midollo, o cellule EPC negli adulti, esprimono i marcatori delle cellule

staminali emopoietiche, nonché specifici marcatori endoteliali quali caderine endoteliali vascolari,
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E-selectine e il recettore Tie2. Le EPC partecipano alla sostituzione delle cellule endoteliali perse,
alla rienditelizzazione di strutture vascolari, alla neovascolarizzazione di strutture vascolari e alla

neovascolarizzazione di organi ischemici, ferite cutanee e tumori (Fig. 6)

Normale

Fig. 6 Rispetto ai normali vasi ematici (a sinistra), i vasi del tumore sono tortuosi e di forma irregolare. Il sistema
vascolare del tumore & formato da precursori di cellule endoteliali circolanti e da vasi esistenti dell’ospite. Al
contrario della rete stabile di vasi del tessuto normale, le reti vascolari formate dai vasi tumorali sono instabili e
mal definite. Mentre arteriole, capillari e vene sono chiaramente distinguibili nel sistema vascolare normale in un
tumore i vasi sono disorganizzati e non identificabili.

3. ANGIOGENESI TUMORALE

L'angiogenesi risulta di fondamentale importanza durante lo sviluppo embrionale e la crescita
di un individuo. Nell’adulto, in condizioni normali, il sistema microvascolare & quiescente e puo
tuttavia essere rapidamente attivato per brevi periodi in risposta a determinate esigenze
dell’'organismo. L’'angiogenesi pu0 essere osservata in numerose affezioni oftalmologiche
(retinopatia diabetica proliferativa), dermatologiche (psoriasi), immunologiche e infiammatorie
(artrite reumatoide) o degenerative (placche aterosclerotiche) 7.

L'angiogenesi piu intensa e significativa e quella che riguarda la neovascolarizzazione tumorale,
dal momento che essa e di fondamentale importanza per la sopravvivenza stessa della massa
tumorale e per la sua attivita metastatica. Nel 1984 Folkman scriveva “una volta che il tumore si é
sviluppato, ogni aumento della popolazione cellulare tumorale puo essere preceduto da un
incremento nel numero di nuovi capillari che si dirigono verso il tumore”; espressione che riassume
perfettamente la diretta dipendenza della crescita tumorale dall’angiogenesi 8.

L'angiogenesi € inoltre necessaria sia all’inizio che alla fine dello sviluppo di una metastasi.

Infatti, nel tumore primario durante il processo di formazione della nuova rete vascolare, le pareti
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delle neovenule risultano altamente permeabili, il che facilita il passaggio in circolo di cellule
metastatiche.

Una efficace attivita angiogenica & poi indispensabile a livello del focolaio metastatico la cui
crescita si arresterebbe ad un volume massimo di 2 mm, dal momento che la massima distanza tra
una cellula tumorale ed il letto capillare neoformato puo essere 150/200 um, distanza che
permette ancora la diffusione dell’ossigeno *°. Il limite di 2 mm rappresenta la massima distanza
attraverso la quale 'ossigeno e le sostanze nutritive possono diffondere dai vasi ematici. Oltre
qguesto limite il tumore non riesce ad aumentare di volume senza vascolarizzazione a causa della
morte cellulare indotta dall’ipossia. La neovascolarizzazione ha un effetto duplice sulla crescita
tumorale: la perfusione fornisce sostanza nutritive e ossigeno e le cellule endoteliali neoformatesi
stimolano la crescita delle cellule tumorali adiacenti secernendo fattori di crescita polipeptidici,
come i fattori di crescita insulino-simili e PDGF %°. L’angiogenesi & anche un requisito necessario
per la formazione delle metastasi. Senza I'accesso ai vasi, le cellule tumorali non potrebbero
facilmente diffondere a distanza.

Sebbene un’aumentata produzione di fattori angiogenici sia necessaria, essa non é tuttavia
sufficiente a far acquisire al tumore un fenotipo angiogenico. Contemporaneamente, infatti, si
deve avere una diminuzione dei fattori che modulano negativamente la sintesi di nuovi vasi.

L'angiogenesi tumorale & stata quindi considerata come un target promettente per la terapia
anticancro 2!, La modalita d’azione sembra spiegarsi dall’interazione degli agenti chemioterapici

con la proliferazione delle cellule endoteliali nel processo di angiogenesi tumorale 22 (Fig. 7).

Stadio Iniziale

Crescita dei metastasi

vasi sanguigni
linfonodi

Fig. 7 Fasi dell’angiogenesi tumorale
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4. FATTORI DI MODULAZIONE DELL’ANGIOGENESI: PROTEINE DELLA MATRICE EXTRACELLULARE

| meccanismi coinvolti nell’acquisizione dell’attivita angiogenica di una neoplasia sono
molteplici e tuttora non ben conosciuti, diversi tipi di fattori sono infatti in grado di modulare tale
processo. Componenti chiave dell’angiogenesi sono la mobilita e la migrazione delle cellule
endoteliali necessarie per la formazione dei nuovi vasi sanguigni. Questi processi sono controllati
da varie classi di proteine 23:

- le integrine, essenziali per la formazione e il mantenimento dei vasi sanguigni neoformati
24_

- le proteine matricellulari, comprese la trombospondina 1 2°, SPARC e la tenascina C che
destabilizzano le interazioni tra cellula e matrice promuovendo cosi I'angiogenesi %6, La
sintesi della trombospondina & alterata durante il processo di crescita tumorale %’. Infatti,
quando le cellule tumorali diventano angiogeniche, esse producono solo il 4-5% della
trombospondina prodotta dai tessuti normali da cui originano %2. Nei fibroblasti umani
guesto inibitore dell’angiogenesi € normalmente sotto il controllo dell’antioncogene p53.
Recentemente & stato caratterizzato un nuovo fattore antiangiogenico, I’angiostatina,
inibitore specifico della proliferazione delle cellule endoteliali, che si accumula in circolo in
presenza di un tumore primario e scompare quando il tumore & rimosso 2°.

- le proteasi, come gli attivatori del plasminogeno e le metalloproteasi della matrice,
importanti nel rimodellamento dei tessuti durante l'invasione endoteliale. Le proteasi
possono anche rilasciare inibitori come I'endostatina, un piccolo frammento del collagene

che inibisce la proliferazione endoteliale e I’angiogenesi 3°,

5. FATTORI DI MODULAZIONE DELL’ANGIOGENESI: FATTORI DI CRESCITA E RECETTORI

Fra essi sono compresi fattori di crescita, quali il Transforming Growth Factor beta (TGFb), il
Platelet Derived Growth Factor (PDGF), il Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) e i due
Fibroblast Growth Factors (FGF), acido e basico, o possono esserci peptidi a basso peso
molecolare, quali I'angiogenina 3.

Il VEGF viene secreto da molte cellule mesenchimali e stromali, mentre VEGFR-2, il recettore

(tirosina-chinasico) piu importante nell’angiogenesi, & strettamente circoscritto alle cellule
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endoteliali e ai loro precursori. Nell’angiogenesi che deriva dai precursori delle cellule endoteliali,
il VEGF, che agisce tramite VEGFR-2, stimola la mobilizzazione dei precursori delle cellule
endoteliali dal midollo osseo e facilita la proliferazione cellulare e il differenziamento di queste
cellule nella sede dell’angiogenesi. Le cellule endoteliali derivate da questi progenitori inizialmente
formano un delicato plesso capillare, che evolve poi in una rete capillare matura. Nell’angiogenesi
che origina da vasi locali preesistenti, il VEGF stimola sia la proliferazione sia la mobilita delle
cellule endoteliali, iniziando quindi a dar vita a nuovi capillari. La proliferazione, il
differenziamento e la migrazione delle cellule endoteliali possono essere incrementati da FGF 32,

Indipendentemente dal processo che porta alla formazione del capillare, i vasi di recente
formazione sono fragili e necessitano di una maggiore “stabilita”. La stabilizzazione richiede il
reclutamento di periciti e cellule muscolari lisce, nonché la deposizione delle proteine della
matrice extracellulare. Le Angiopoietine 1 e 2 (Angl e Ang2), il PDGF e il TGFb partecipano al
processo di stabilizzazione. Angl interagisce con un recettore posto sulla superficie delle cellule
endoteliali detto Tie2 per reclutare le cellule periendoteliali. || PDGF partecipa al reclutamento
delle cellule muscolari lisce, mentre il TGFb stabilizza i vasi di recente formazione incrementando
la produzione delle proteine della ECM. L'interazione Angl/Tie2 media la maturazione dei vasi a
partire dalle strutture endoteliali semplici fino alle strutture vascolari piu elaborate e aiuta a
mantenere quiescenti le cellule endoteliali. Ang2, al contrario, interagendo anche con Tie2, svolge
I'effetto opposto, rendendo piu labili le cellule endoteliali che diventano cosi piu sensibili alla
stimolazione dei fattori di crescita come il VEGF e che, in assenza di VEGF, diventano piu sensibili
agli inibitori dell’angiogenesi. Il fenotipo angiogenico compare quando accanto all’aumentata
produzione di questi fattori, si osserva una diminuzione dei modulatori negativi 33.

La maggior parte dei tumori solidi umani sono caratterizzati da una prima fase non
vascolarizzata, durante la quale il numero di cellule & troppo piccolo perché il tumore possa essere
evidenziato, né sono presenti metastasi. Vi € poi la seconda fase, quella vascolare, generalmente
accompagnata da una rapida crescita del tumore primario e regolata da molteplici meccanismi
biochimici e genetici. Non solo le cellule neoplastiche producono peptidi angiogenici, ma anche le
cellule endoteliali possono produrre fattori di crescita e citochine che stimolano le cellule tumorali
a proliferare. Inoltre, i macrofagi presenti nella massa tumorale, attivati dalle stesse cellule
neoplastiche, secernono fattori capaci di stimolare I'angiogenesi in vitro e in vivo. Infine, la
liberazione di alcuni enzimi da parte delle cellule tumorali permette la liberazione dalla matrice di

fattori di crescita per le cellule endoteliali 34.
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CAPITOLO IV

SISTEMA IMMUNITARIO E TUMORI

| tumori originano dalla proliferazione incontrollata di cloni di cellule trasformate e dalla loro

diffusione (metastatizzazione) nell’organismo. La crescita dei tumori maligni € condizionata in

larga misura dalla capacita delle cellule tumorali di proliferare e invadere i tessuti dell’ospite

metastatizzando in siti distanti dal luogo di origine; le neoplasie maligne sembrano inoltre in grado

di sfuggire ai meccanismi di difesa dell’ospite. La possibilita di ottenere |'eradicazione dei tumori

tramite risposte immunitarie specifiche ha dato origine a una branca a sé stante dell'immunologia,

I'immunologia dei tumori. Il concetto di immunosorveglianza proposto da Burnet negli anni '50

prevede che una delle funzioni fisiologiche del sistema immunitario sia quella di riconoscere e

distruggere i cloni di cellule trasformate prima che esse possano crescere e formare tumori,

nonché di uccidere i tumori una volta che essi si siano generati (Fig. 8)3° 3°.
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Fig. 8 Topi a cui é stato asportato un tumore indotto chimicamente rigettano il successivo trapianto dello stesso
tumore. Il tumore trapiantato in un topo normale cresce. Il tumore viene rigettato da topi normali a cui sono stati
trasferiti linfociti T del topo da cui é stato prelevato il tumore.
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1. CARATTERISTICHE GENERALI DELL'IMMUNITA’ Al TUMORI

| tumori esprimono antigeni riconosciuti come estranei dal sistema immunitario del
paziente portatore di neoplasia. | tumori, pur originando dalle cellule dell’ospite, sono in
grado di evocare una risposta immunitaria.

Le risposte immunitarie spesso non riescono a prevenire la crescita dei tumori. | motivi per
cui il sistema immunitario non & capace di eliminare le cellule trasformate possono essere
molteplici.

In primo luogo, le cellule tumorali derivano da cellule normali dell’ospite e somigliano
quindi ad esse sotto molti aspetti: la maggior parte dei tumori esprime solo pochi antigeni
riconoscibili come non-self e tende quindi ad essere scarsamente immunogenica. In
generale, i tumori che evocano una vigorosa risposta immunitaria sono quelli che
esprimono antigeni estranei o forme mutate di proteine autologhe.

In secondo luogo, la rapida crescita e diffusione del tumore puod travolgere le capacita di
difesa del sistema immunitario: il controllo di un tumore richiede infatti che tutte le cellule
neoplastiche vengano eliminate.

Infine, molti tumori manifestano una singolare capacita di sfuggire alla risposta
immunitaria dell’ospite.

Il sistema immunitario pud essere stimolato in modo tale da divenire capace di uccidere
efficacemente le cellule neoplastiche ed eradicare il tumore. Questo concetto ha aperto
nuovi orizzonti terapeutici, il cui obiettivo & il potenziamento della risposta immunitaria

dell’ospite verso gli antigeni espressi dal tumore 3.

2. ANTIGENI TUMORALI

Nelll'uomo sono stati identificati molti antigeni tumorali, riconosciuti da linfociti T e B. Gli

antigeni espressi su cellule tumorali e non su cellule normali vengono chiamati antigeni tumore-

specifici (TSA); gli antigeni tumorali espressi anche su cellule normali vengono chiamati tumore-

associati (TAA) 38.
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Esistono diverse classi di antigeni tumorali (Fig. 9):

- Prodotti di oncogeni e di geni oncosoppressori mutati

Alcuni antigeni tumorali sono prodotti da forme oncogene mutate di normali geni cellulari.
Molti tumori esprimono geni necessari per la trasformazione maligna o per il
mantenimento del fenotipo neoplastico; questi geni vengono spesso prodotti a seguito di
mutazioni puntiformi, delezioni, traslocazioni cromosomiche o inserzione di geni virali a
carico di proto-oncogeni o di geni oncosoppressori, dando cosi origine a geni oncogeni il
cui prodotto possiede un’attivita trasformante.

- Prodotti di altri geni mutati

Antigeni tumorali possono derivare dalla mutazione di geni il cui prodotto non é correlato
al fenotipo trasformato e la cui funzione & sconosciuta.

- Proteine cellulari normali espresse in maniera aberrante

Gli antigeni tumorali possono essere rappresentati da proteine cellulari normali espresse
sulle cellule tumorali in maniera eccessiva o aberrante. Alcuni antigeni tumorali sono in
realta proteine prodotte dalle cellule normali a livello molto basso ed iperespresse nelle
cellule tumorali. Altri antigeni tumorali possono derivare da geni non espressi nei tessuti
normali, o espressi solo nelle prime fasi dello sviluppo e poi deregolati a seguito della
trasformazione maligna della cellula. La trasformazione neoplastica si pud accompagnare a
un’espressione genica aberrante: geni normali vengono cosi espressi in tessuti in cui non
dovrebbero essere espressi, o in un momento in cui dovrebbero essere silenti.

- Antigeni tumorali codificati dal genoma di virus oncogeni

| prodotti di virus oncogeni si comportano da antigeni tumorali ed evocano una risposta T
specifica che puo servire all’eradicazione del tumore.

- Antigeni oncofetali

Gli antigeni oncofetali sono proteine espresse a livelli elevati su cellule tumorali e su tessuti
normali durante la loro ontogenesi, ma non nell’eta adulta. | due antigeni oncofetali meglio
caratterizzati sono il CEA e I’AFP.

- Antigeni glicolipidici e glicoproteici alterati

La maggior parte dei tumori esprime livelli maggiori del normale di alcune glicoproteine o
glicolipidi di superficie, che possono essere sfruttati come marcatori diagnostici o bersagli

dell'immunoterapia.
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- Antigeni tessuto-specifici di differenziamento

| tumori esprimono molecole normalmente presenti sulle cellule da cui essi derivano. Tali
antigeni sono definiti “antigeni di differenziamento” in quanto specifici di particolari stipiti

o di un certo stadio di differenziamento 3°.
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Fig. 9 Antigeni associati a tumori

3. RISPOSTE IMMUNITARIE Al TUMORI

Linfociti T

Il principale meccanismo di immunita ai tumori & rappresentato dall’uccisione delle cellule
neoplastiche da parte dei CTL CD8 (linfociti T citotossici). Il ruolo svolto dai linfociti T helper CD4
nell'immunita antitumorale € invece meno chiaro; & possibile che essi siano coinvolti nella risposta
contro i tumori producendo citochine in grado di permettere lo sviluppo di effettori CTL. | linfociti
T helper specifici per gli antigeni tumorali possono inoltre secernere citochine, quali TNF e INF-
gamma, capaci di potenziare I'espressione di molecole MHC da parte delle cellule tumorali, e
quindi la loro sensibilita alla lisi da parte dei CTL.

E’ verosimile che le cellule tumorali siano catturate dalle APC dell’ospite e che gli antigeni
tumorali vadano a processazione all'interno di queste ultime: i peptidi da essi derivati verrebbero
cosli presentati in associazione a molecole MHC di classe I, permettendone il riconoscimento da

parte delle cellule T CD8 (Fig. 10).
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Fig. 10 La risposta dei linfociti T CD8 ai tumori puo essere indotta attraverso un meccanismo di cross-priming (cross-
presentazione), in cui le cellule tumorali o antigeni del tumore sono internalizzati, processati e presentati alle
cellule T dalle cellule presentanti I’antigene (APC). Le APC possono anche stimolare i linfociti T CD4 che forniscono
segnali per lo sviluppo dei CTL

Anticorpi

Individui portatori di tumore possono produrre anticorpi contro vari antigeni tumorali. Tali
anticorpi possono uccidere le cellule tumorali attivando il complemento o grazie a un fenomeno di
citotossicita cellulare mediata da anticorpi (ADCC), sfruttando il legame della porzione Fc degli

anticorpi ai relativi recettori espressi da macrofagi o cellule NK.

Cellule NK
Le cellule NK uccidono un’ampia gamma di cellule tumorali, in particolare cellule con ridotta
espressione di molecole MHC di classe | che possono sfuggire alla lisi mediata da CTL. La capacita

tumoricida delle cellule NK & potenziata da citochine quali gli interferoni, I'lL-1 e I'lL-12.

Macrofagi

Il ruolo svolto dai macrofagi nell'immunita antitumorale & in gran parte suggerito dal fatto che i
macrofagi attivati sono capaci di uccidere in vitro molti tipi di cellule tumorali con efficienza molto
maggiore di quanto essi non siano capaci di uccidere cellule normali: non & tuttavia noto come i
macrofagi possano essere attivati dai tumori. | macrofagi possono uccidere un bersaglio tumorale
mediante la liberazione di enzimi lisosomiali, di intermedi reattivi dell’ossigeno e di ossido nitrico.

Producono anche TNF che & in grado di uccidere cellule tumorali, ma non cellule normali #*
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4. EVASIONE DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA DA PARTE DEI TUMORI

| tumori maligni possono sviluppare meccanismi che consentono loro di sfuggire o resistere alla
risposta immunitaria dell’ospite. Uno dei principali obiettivi dell'immunologia dei tumori & quello
di comprendere le vie attraverso cui le cellule tumorali riescono a sottrarsi alla distruzione da
parte del sistema immunitario, nella speranza di individuare strategie atte ad aumentare
I'immunogenicita dei tumori e la risposta dell’ospite. |l processo di evasione della risposta

immunitaria puo essere il risultato di numerosi meccanismi 4:

L'espressione delle molecole MHC di classe | pu0 essere diminuita sulle cellule tumorali ,

cosi da precluderne il riconoscimento da parte dei CTL.

- ltumori perdono I'espressione degli antigeni in grado di evocare risposte immunitarie.

- | tumori possono non riuscire a evocare una risposta CTL, dato che la maggior parte delle
cellule tumorali non esprime costimolatori o molecole MHC di classe Il.

- Fattori prodotti dalle cellule tumorali possono sopprimere le risposte immunitarie dirette

contro le neoplasie (IL-10, VEGF, TGFbeta, PGE2)

- Gli antigeni tumorali possono indurre una tolleranza immunologica specifica (Fig. 11)* 44,
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Fig. 11 Evasione della risposta immunitaria
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Esistono almeno tre traguardi che devono essere raggiunti spontaneamente o con una terapia
per avere una risposta immune efficiente contro il tumore:

- Presentazione degli antigeni tumorali da parte delle cellule dendritiche

- Promuovere un’adeguata risposta delle cellule T protettive (CD8 con attivita citotossica)

- Superare I'immunosoppressione indotta dal tumore (Fig. 12)
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Fig. 12 Sistema immunitario e tumori

5. LA CHEMIOTERAPIA METRONOMICA

| protocolli standard di chemioterapia si basano sulla massima dose di farmaco tollerata dal
paziente. Necessitano quindi di un certo tempo tra un ciclo e I'altro per permettere ai tessuti sani
di recuperare dall’effetto citotossico.

La chemioterapia basata sulla massima dose tollerata € caratterizzata da alta tossicita (anche
sui tessuti sani), da effetti collaterali importanti che possono influenzare la vita del paziente e,
spesso, e seguita dallo sviluppo di resistenza verso il farmaco utilizzato. Nel caso dei tumori solidi
essa e in grado di uccidere le cellule tumorali sensibili lasciando le cellule chemioresistenti pronte

a ricolonizzare poi il letto tumorale. Per far fronte a cid, una strategia & stata quella di sviluppare
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dei regimi terapeutici aggressivi caratterizzati dalla combinazione di piu farmaci, nella speranza di
eradicare piu cellule tumorali possibili (secondo la filosofia del more must be better).

Negli ultimi anni, gli studi non hanno piu avuto come obiettivo la citotossicita del farmaco
bensi la modificazione del microambiente tumorale. Hanno puntato quindi a una risposta
prolungata piuttosto che a una regressione tumorale a breve termine, che non si traduce
necessariamente in un aumento della sopravvivenza del paziente.

Una possibile e gia sperimentata strategia terapeutica diversa nei confronti delle malattie
oncologiche & costituita dalla cosiddetta chemioterapia metronomica *> %6, il cui razionale consiste
nell’utilizzare dosi di farmaco nettamente inferiori al dosaggio standard 47 8 4°, ma somministrate
in maniera continuativa nel tempo e non rispettando il break di 3-4 settimane richiesto per

somministrazioni a dosaggio pieno (Fig. 13) >0 >152 53,
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Fig. 13 Studi sulla chemioterapia metronomica dal 2002 all’aprile 2012 per anno (A), per nazione (B) e per 10 milioni
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Questa modalita di somministrazione dei farmaci chemioterapici & denominata chemioterapia
continua a basse dosi, chemioterapia anti-angiogenica o chemioterapia metronomica, che attiene,
dunque, alla frequente, talvolta quotidiana, somministrazione di chemioterapici a dosi
significativamente al di sotto della MDT °* >°, senza interruzioni tra i vari cicli > >7 8,

Questo regime terapeutico ha grandi vantaggi come il basso costo, la bassa tossicita e la
possibilita di essere attuato anche per via orale dagli stessi pazienti®°, senza bisogno di accessi
venosi o lunghe infusioni 0 61,

Simile strategia si fonda sul presupposto per cui tumori solidi hanno continuo bisogno di
mantenere efficiente il microambiente che li circonda e, in particolare, di reclutare nuovi vasi
sanguigni in grado di garantire ossigeno e nutrienti essenziali alla cellula neoplastica 2. Il tumore &

infatti composto sia dalle cellule tumorali che dal suo microambiente costituito dalle cellule
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endoteliali tumore associate, dalle cellule stromali (fibroblasti, periciti e cellule infiammatorie) e
dalle cellule immunitarie. Attaccare le cellule del microambiente tumorale sembra quindi essere la
strategia migliore a lungo termine.

Per questo motivo I'oncologia moderna spinge verso I'utilizzo di farmaci idonei a neutralizzare
fattori di crescita proangiogenici e di farmaci idonei a promuovere fattori inibitori dell’angiogenesi
63 64 Di fatto molti dei comuni chemioterapici hanno insita la capacita antiangiogenica in quanto le
cellule endoteliali dei capillari che nutrono un tumore manifestano un rapido turnover mitotico. Il
problema & che in un regime a massima dose tollerata l'intervallo tra una dose e la successiva
permette al tumore di far ripartire il meccanismo di neovascolarizzazione. Il potenziale anti-
angiogenico viene tuttavia potenziato se si annullavano gli intervalli tra le varie dosi. Questo nuovo
tipo di target, riferito alle cellule endoteliali, ha diversi potenziali vantaggi: le cellule endoteliali
normali, infatti, hanno grande stabilita genetica rispetto alle cellule tumorali e difficilmente sono
in grado di indurre chemioresistenza.

Se viene analizzata la curva dose-risposta per le cellule tumorali e le cellule endoteliali tumorali
si pud addirittura notare che queste ultime vengono eliminate con un dosaggio di farmaco molto
piu basso (dosaggio metronomico) rispetto a quello necessario per eliminare le cellule tumorali.
Danneggiare quindi le cellule endoteliali significa danneggiare le cellule tumorali, prevenendo pero

la selezione per cloni cellulari resistenti (Fig. 14).
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Fig. 14 Curva dose-risposta per le TCs e le TECs

La chemioterapia basata sulla massima dose tollerata induce una regressione tumorale

precoce e a breve termine, seguita spesso da una recidiva di malattia. La somministrazione di una
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chemioterapia a dosaggio metronomico ha un effetto antitumorale ritardato; inizialmente puo
mantenere il tumore stazionario o, in certi casi, addirittura farlo crescere, successivamente pero si
ha una lenta, ma persistente diminuzione della massa tumorale (superiore outcome a lungo

termine) ® (Fig. 15).
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Fig.15 Risposta chemioterapia MDT vs chemioterapia metronomica

La chemioterapia metronomica sembra inibire la crescita tumorale attraverso diversi

meccanismi °6:

1. Effetto citotossico diretto nei confronti delle cellule tumorali

2. Eradicazione e distruzione delle cellule staminali tumorali (CSCs)

3. Effetto citotossico nei confronti delle cellule endoteliali attraverso uno squilibrio tra fattori
proangiogenici e antiangiogenici a vantaggio di questi ultimi; stimolazione dei fattori
antiangiogenici (trombospondina 1 — TSP1) e soppressione dei fattori proangiogenici
(vascular endothelial growth factor — VEGF, platelet derived growth factor — PDGF, hipoxia
inducible factor 1 — HIF1). Questo effetto nei confronti delle cellule endoteliali avveniva gia
a dosaggi dell’ordine delle picomoli ¢’(gli stessi effetti tossici in cellule non endoteliali si
avevano con dosaggi da 10 a 100.000 volte superiori) 68 69 70 71,

4. Blocco della mobilizzazione delle cellule progenitrici endoteliali del midollo osseo: sono
state identificate nel midollo osseo delle cellule progenitrici endoteliali capaci di migrare in
risposta a stimoli proangiogenici e di contribuire attivamente alla formazione di una
neovascolarizzazione. Queste cellule sono state quindi considerate un valido “target” per la
terapia antiangiogenica. Bisogna dire, pero, che queste cellule sarebbero sensibili anche a

un regime di massima dose tollerata. || problema risiede tuttavia nel fenomeno di
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“rebound” compensatorio durante la fase di break in cui tali cellule hanno tempo e risorse

per ripristinare il loro numero e le loro capacita. Questo rebound compensatorio appare

superabile, invece, riducendo, con un regime metronomico, gli intervalli di

somministrazione e intensificando, pertanto, I'esposizione delle cellule al farmaco (Fig. 16).
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Fig. 16 Meccanismi d’azione della chemioterapia metronomica 72

5. Modificazione della risposta immunitaria in senso anti-neoplastico: la chemioterapia

metronomica aumenta I'immunogenicita del tumore (la maggior parte dei tumori sono

poco immunogenici 0 non immunogenici) attraverso diversi meccanismi 73

soppressione delle cellule T regolatorie (Treg) e attivazione delle cellule T
citotossiche e NK

inibizione delle cellule soppressorie di derivazione mieloide (MDSC)

aumento della funzione delle cellule dendritiche (DC)

aumento dell’espressione degli antigeni associati al tumore e delle molecole
presentanti I'antigene (APC)

induzione dell’esposizione della calreticulina (CRT), proteina legante il calcio
localizzata nel lume del reticolo endoplasmatico, nel nucleo e nel citoplasma. Essa e
essenziale nel riconoscimento delle cellule tumorali da parte delle DC.

Stimolo del rilascio di segnali di pericolo endogeni all’interno delle cellule tumorali,
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come I’high-mobility group box 1 (HMGB1) e I'adenosina trifosfato (ATP)
- Promozione dell’esposizione delle heat shock proteins (HSP). La loro espressione a
livello della membrana & immunostimolatrice.

- Induzione dell’espressione del ligando per le cellule NK (Fig. 17) 7
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Fig. 17 Chemioterapia metronomica e immunoregolazione
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| farmaci piu utilizzati in senso metronomico sono:

Metronomic drugs. Table 1
. s 1 lato rti f metr ic che thi 2
Metronomic drug Number of re ens 1(%) N =107 'mmunoregulatory properties of metronomic chemotherapy.
- Mechanism Chemotherapy drugs

Cyclnl:_)hn s_pharmde 46 (43‘0) Decrease Tregs number or function 5-FU, CTX, cisplatin, doxorubicin, fludarabine,
CaPeC“-a bine 15 (14-0) gemcitabine, paclitaxel and remozolomide
E[npnside 15 (14.0) Selectively inhibit MDSCs 5-FU, cisplatin, docetaxel, gemcitabine,

- A paclitaxel
Vinorelbine 15 (14‘0) Induce DC maturation and enhance DC CTX, doxorubicin, docetaxel, deaxycytidine,
Methotrexate 12 (1 1‘2) function etoposide, methotrexare, paclitaxel,
Temozolomide 9 (3‘4) mitomycin-C and vinblastine
Tega fur and uracil (UFT} 6 (5,6) ]ncre_ase the expression of rumc_lr associated SfFU,_cyt;frabme, decltabm; deco(ycytldme‘
Trofosfamid 5(4.7) antigens and antigen-presenting molecules  gemcitabine, melphalan, mitomycin and

rotostamide . paclitaxel
Procarbazine 3 (23) Prom_o[e the;xpressiun D_f carc_inuernbryanic Z-FLT. dEC?EhiﬂE, gemcitabine and

. antigen and cancer-testis antigens eoxycytidine
5-Fluo l'Dl]Fa(}'ll (5-FU) 2(1.9) Increase expression of cell surface B7-1 and Cytarabine, melphalan and mitomycin
Carboplatin 2(1.9) B7-2
Irinotecan (CPT-I l) 2 ( 1_9) Promlo[e :he expression of MHC class | CTX, doxorubicin, gemcitabine, paclitaxel
molecules

Docetaxel 2 ( 1‘9) Increase the expression of calreticulin CTX, gemcitabine, doxorubicin, oxaliplatin,
Paclitaxel 2(L9) paclitaxel

2 0 Stimulate the release of HMGB1 and ATP CTX, doxorubicin, gemcitabine, oxaliplatin
Vmblastmf: 2 ( 19) Increase release of uric acid CTX, 5-FU
Carb oplatm 1(0.9) Promote the upregulation of FAS and TLR4 CTX, doxorubicin, etoposide
Doxifluridine 1(0.9) Induce the exposure of heat shock proteins Anthracyclines
Mimmyt:in C 1 (0_9) Induce the expression of NKG2D ligands CTX, dacarbazine, cisplatin, dexorubicin

L’Etoposide inibisce il VEGF e il FGF2 (fibroblast growth factor 2), induce la maturazione delle

cellule dendritiche e promuove la regolazione di TLR4 (toll like receptor 4).
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CAPITOLO V
STATISTICA DELLO STUDIO E CONCLUSIONI

1. MATERIALI E METODI

Lo studio intrapreso ai 