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PREFAZIONE
È motivo di particolare soddisfazione poter presentare queste pagine che raccolgono un minuzioso e impegnativo lavoro svolto da oltre un centinaio di esperti operanti su tutto il territorio nazionale. 
Era obbiettivo del Progetto Finalizzato "Applicazioni Cliniche della Ricerca Oncologica" del Consiglio Nazionale delle Ricerche, tra gli altri, produrre, al termine del quinquennio di attività, un solido corpo di conoscenza per i tumori principali, responsabili della maggior parte dei decessi dei nostri pazienti. Questo obbiettivo è stato certamente raggiunto, perché nelle pagine che seguono il lettore troverà un’efficace sintesi di tutto ciò che oggi si deve conoscere per realizzare un’efficace diagnosi e cura delle più importanti neoplasie. 
In questa iniziativa sono stati inizialmente coinvolti piccoli gruppi di lavoro che hanno predisposto preliminari documenti e si è successivamente proceduto a un allargamento progressivo del consenso coinvolgendo un largo numero di esperti che hanno contribuito non solo alla patologia di loro diretta competenza, ma anche alle altre patologie trattate nel documento. 
Ci auguriamo di aver prodotto uno strumento utile a chi ha il compito istituzionale di trasformare queste conoscenze in comportamenti che miglioreranno certamente il livello di assistenza ai malati di tumore e desideriamo ringraziare vivamente tutti i colleghi che hanno contribuito a questa iniziativa e in particolare Dino Amadori che ha coordinato l’intero processo. 
Questa iniziativa ha rappresentato anche un momento utile per identificare e definire vuoti culturali e che ci si auspica potranno essere colmati in un successivo progetto finalizzato. 
Al Presidente del CNR, Prof. Enrico Garaci, che con grande sensibilità scientifica ha consentito l’attuazione di questo progetto finalizzato quinquennale, consegnamo con piacere questo nostro lavoro che potrà, attraverso la Commissione Oncologica Nazionale del Ministero della Sanità, giungere agli Assessori Regionali della Sanità e al Ministero della Sanità stesso con la speranza che possa servire come base per la produzione di linee guida operative di cui l’oncologia ha bisogno per svilupparsi in modo omogeneo, uniforme e avanzato su tutto il territorio nazionale. 
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1.0 Aspetti di base

Razionale farmacologico e biologico di interazione tra terapie chimiche e fisiche
Studi sperimentali hanno aiutato i clinici a trasformare caratteristiche fisiologiche avverse del tumore, quale la presenza di ipossia, in un vantaggio terapeutico.

Infatti, la conoscenza dei meccanismi molecolari e biochimici legati alla condizione tumorale ipossica ha permesso di definire ed utilizzare con successo nella pratica clinica una categoria di farmaci che necessitano di selettiva attivazione in condizioni ipossiche per espletare la loro attività citotossica e che pertanto possono essere utilizzate in terapie locoregionali di tumori naturalmente ipossici o dove venga artificialmente ottenuta con appropriate tecniche una condizione di ipossia.

In oncologia, il termine ipertermia si riferisce al trattamento di patologie neoplastiche con calore somministrato con modalità diverse. L'ipertermia è generalmente applicata al paziente in combinazione con altre modalità terapeutiche. Studi clinici hanno dimostrato un aumento nel controllo locale e nella sopravvivenza in seguito al trattamento locoregionale con ipertermia associata a radioterapia in pazienti con tumori superficiali localmente avanzati o ricorrenti o con tumori pelvici. Inoltre, la perfusione ipertermico-antiblastica è correntemente utilizzata nella pratica clinica, dove ha fornito significativi risultati nel trattamento locoregionale di specifiche patologie. Studi preclinici hanno permesso la comprensione degli effetti molecolari dell'ipertermia e delle basi meccanicistiche del potenziamento degli effetti della chemioterapia contribuendo così al disegno razionale di nuove strategie terapeutiche di combinazione.

Ipossia

Effetti molecolari

A causa dello scarso ed anormale sviluppo vascolare, la maggior parte dei tumori solidi presenta livelli mediani di pO2 inferiori a quelli del tessuto d'origine; inoltre, le aree ipossiche sono caratterizzate da bassi livelli di pH e glucosio. Il microambiente ipossico presente nei tumori solidi influenza non solo le cellule tumorali, ma anche le cellule stromali non-neoplastiche, quali macrofagi e fibroblasti e conferisce al tumore una maggior aggressività ed un aumentato potenziale metastatico (Hochel et al., 1996). Tale effetto sembra essere dovuto alla sovraespressione, in ambiente ipossico, di prodotti genici che possono promuovere la progressione tumorale permettendo alle cellule di adattarsi alla privazione di nutrimento e di sfuggire ad un ambiente ostile. In condizioni di ipossia, si osserva infatti un aumento dell'espressione di uPAR ( urokinase-type plasminogen activator receptor ) e del fattore autocrino di motilità AMF in grado di facilitare il distacco delle cellule tumorali, la loro migrazione e il loro potenziale invasivo (Niizeki et al., 2002; Rofstad et al., 2002). L'ambiente ipossico è in grado di selezionare l'espressione di cellule che hanno acquisito mutazioni nel gene p53, perdendo in tal modo il loro potenziale apoptotico e acquisendo un vantaggio di crescita. Inoltre, attraverso la stabilizzazione del fattore di trascrizione HIF1α ( hypoxia inducible factor 1α), l'ipossia determina un aumento nell'espressione di proteine legate all'angiogenesi, quali VEGF ( vascular endotelial growth factor ) e il suo recettore VEGFR, al metabolismo glicolitico e all'adattamento allo stress ossidativo (Maxwell et al., 1997).

L'ipossia fornisce alle cellule tumorali un microambiente che facilita la radio- e la chemio-resistenza. Infatti, da oltre 50 anni è noto che le cellule tumorali ipossiche sono nettamente più resistenti delle cellule normo-ossigenate alle radiazioni ionizzanti. La base molecolare di tale resistenza risiede nel fatto che, mentre in condizioni di normossia l'ossigeno reagisce con i radicali prodotti nel DNA dalle radiazioni ionizzanti fissando il danno in maniera permanente, in assenza di ossigeno la maggior parte di tali radicali viene riconvertita in una forma non danneggiata, in seguito alla donazione di idrogeno da parte di gruppi sulfidrilici non proteici presenti nella cellula. Numerosi studi condotti in pazienti con sarcomi delle parti molli e carcinomi della cervice uterina hanno infatti dimostrato che la presenza di regioni ipossiche nella massa tumorale influenza in maniera avversa il controllo locoregionale della malattia e l'intervallo libero dopo radioterapia primaria.

La carenza di ossigeno influenza significativamente anche la risposta delle cellule tumorali al trattamento ipertemico. Sulla base dei risultati di sperimentazioni in modelli preclinici (Teicher et al., 1990) è stata proposta una classificazione dei farmaci antitumorali in tre gruppi, in funzione della loro suscettibilità a pO2 : i )  preferenzialmente tossici in condizioni aerobiche (bleomicina, procarbazina, actinomicina D, vincristina e melphalan); ii ) preferenzialmente tossici in condizioni ipossiche (mitomicina C e adriamicina); iii ) caratterizzati da assenza di tossicità preferenziale in funzione del livello di ossigenazione (cisplatino, 5‑fluorouracile, methotrexate). L'induzione di farmaco-resistenza in condizioni ipossiche può essere parzialmente spiegata dal fatto che molte cellule ipossiche sono arrestate nella fase G 1 del ciclo cellulare, mentre la maggior parte dei farmaci antitumorali agisce preferenzialmente su cellule attivamente proliferanti. Comunque, esistono altre potenziali cause responsabili della chemio-resistenza indotta da ipossia legate all'amplificazione di particolari geni, quali la deidrofolato reduttasi, che conferisce resistenza agli antimetaboliti o all'induzione di proteine da stress responsabili della resistenza a farmaci inibitori delle DNA topoisomerasi, quali etoposide e camptotecina (Tomida et al., 1999).

Farmaci bioriducenti

Le strategie finora adottate per superare la resistenza delle cellule ipossiche ai trattamenti si sono basate: i ) sul miglioramento dell'ossigenazione a livello tumorale, utilizzando ossigeno iperbarico o farmaci ossigeno-mimetici; ii ) sull'utilizzo di farmaci bioriducenti con selettività specifica per le cellule ipossiche. Per quanto concerne i farmaci-ossigeno mimetici, il presupposto per il loro utilizzo si basa sul fatto che essi possono diffondere al di fuori dei vasi sanguigni e, non essendo metabolizzati durante la respirazione cellulare, raggiungere le aree ipossiche del tumore e produrre un effetto di radiosensibilizzazione, mimando l'effetto dell'ossigeno (Hoskin et al., 1999). Farmaci di questa categoria comprendono il 2-nitroimidazolo, misonidazolo, che è stato abbandonato in clinica a causa dell'elevata neurotossicità, e il 5‑nitroimidazolo, nimorazolo, che ha dimostrato la capacità di migliorare l'effetto terapeutico delle radiazioni ionizzanti in alcuni tumori del cavo orale, a fronte di una modesta tossicità.

Al fine di superare l'ipossia sia cronica che transiente nei tumori, è stata inoltre utilizzata la combinazione di carbogen (una miscela costituita da 95% O2 e 5% CO2) con il derivato della vitamina B, nicotinamide, in combinazione con radioterapia standard o accelerata. Studi clinici di fase I-III hanno dimostrato la fattibilità e la parziale efficacia del trattamento in casistiche di pazienti con carcinomi della vescica e del cavo orale, anche se limitazioni nell'utilizzo clinico di tale strategia erano associate alla tossicità gastro-intestinale della nicotinamide (Bernier et al., 2000).

L'ipossia tumorale rappresenta una condizione unica, che può essere sfruttata per trattamenti selettivi basati sull'uso di farmaci bioriducenti (Brown et al., 1998a; Greco et al., 2003). Tali pro-farmaci necessitano di attivazione metabolica per generare specie tossiche dotate di attività antitumorale. Gli enzimi coinvolti sono NADPH: citocromo P‑450 reduttasi, xantina ossidasi e NADH: citocromo b5 reduttasi, DT‑diaforasi e xantina deidrogenasi. Tale attivazione avviene preferenzialmente nella cellula tumorale ipossica in cui è prodotto il set appropriato di reduttasi. L'antibiotico antitumorale chinonico mitomicina C è considerato il prototipo dei farmaci bioriducenti. In particolare, tale farmaco risulta essere più attivo, a parità di dose, in cellule ipossiche rispetto a cellule normo-ossigenate, con un potenziamento da 3 a 10 volte, in funzione del tipo di cellula tumorale e del livello di ipossia. Studi sperimentali e clinici hanno dimostrato l'efficacia di tale farmaco sia in condizioni di ipossia spontanea che in seguito alla generazione artificiale di condizioni ipossiche in trattamenti locoregionali di chemio-embolizzazione, perfusione ipossica e perfusione con la tecnica dello stop-flow. Sulla base delle conoscenze del processo di bioriduzione di mitomicina C sono stati generati una serie di analoghi chinonici, quale l'indolochinone EO9, che si è però rivelato clinicamente poco efficace a dispetto dei brillanti risultati ottenuti con tale composto in modelli preclinici in vitro e in vivo . Un'altra classe di agenti bioriducenti è rappresentata dai composti nitroaromatici (RB6145 e altri composti aromatici in grado di danneggiare il DNA). Più recentemente è stata proposta una nuova citotossina bioriducente, nominata tirapazamina, che presenta una tossicità 100-300 volte superiore per le cellule ipossiche rispetto a quelle normo-ossigenate. Il meccanismo alla base di tale tossicità preferenziale per le cellule ipossiche è il risultato di una riduzione enzimatica che aggiunge un elettrone alla molecola di tirapazamina, generando un radicale altamente reattivo. Tale radicale è il responsabile dell'effetto citotossico di tirapazamina attraverso la produzione di danni al DNA e conseguenti aberrazioni cromosomiche (Brown et al., 1998b). Studi recenti indicano inoltre, che tirapazamina agisce in condizioni ipossiche come veleno dell'enzima DNA topoisomerasi II (Peters et al., 2002) e che la sua attività citotossica è indipendente dallo stato del gene p53 nella cellula tumorale. Inoltre, è stato dimostrato che tirapazamina produce un potenziamento specifico dell'effetto delle radiazioni ionizzanti e di farmaci danneggianti il DNA come il cisplatino. Clinicamente, la combinazione di tirapazamina, cisplatino e radioterapia ha dimostrato un livello accettabile di tossicità e ha prodotto risposte cliniche durevole in pazienti con carcinomi avanzati della testa e collo (Rischin et al., 2001).

Prospettive future

Come precedentemente menzionato, l'ipossia è in grado di stabilizzare e conseguentemente aumentare il livello di espressione intracellulare del fattore di trascrizione HIF-1α. E' ora noto che per promuovere la trascrizione di specifici geni, HIF-1α si lega ad una sequenza enhancer chiamata HRE ( hypoxia regulatory element ) presente nel promotore di specifici geni. La conoscenza di tali meccanismi molecolari ha portato al disegno di approcci di terapia genica ipossia-regolati (Binley et al., 2003). Nel primo di tali tentativi, la sequenza murina HRE è stata inserita nel promotore umano 9-27 per regolare l'espressione del gene della citosina deaminasi (CD), un enzima in grado di convertire il pro‑farmaco 5‑fluorocitosina (5-FC) nel suo metabolita citotossico. Cellule di fibrosarcoma umano HT1080 transfettate con il costrutto HRE-CD risultavano circa 6 volte più sensibili al 5-FC in condizioni ipossiche che in normossia. Tale esempio costituisce il primo tentativo di GDEPT ( gene-directed enzyme/prodrug therapy ) regolata dall'ipossia e quindi mirata alla selettiva eliminazione delle cellule tumorali ipossiche, risparmiando le cellule normali normo-ossigenate (Shibata et al., 2002). Negli ultimi anni, una serie di differenti costrutti sono stati ingegnerizzati al fine di ottimizzare l'espressione ipossia-mediata del transgene in approcci di terapia genica. Inoltre, con il fine ultimo di migliorare il trasferimento dei geni al tessuto tumorale di interesse, i ricercatori si stanno attivamente dedicando all'ottimizzazione dei vettori per terapia genica utilizzando non solo retro- ed adenovirus, ma anche differenti modalità terapeutiche basate sull'impiego di batteri e macrofagi che potrebbero superare limitazioni legate allo scarso trasferimento genico e alla tossicità nel paziente (Liu et al., 2002).

Ipertermia

Effetti molecolari

A partire dagli anni ‘60, numerosi studi hanno dimostrato che l'esposizione alle elevate temperature (da 41 ° C a 47 ° C) è in grado di determinare la morte delle cellule tumorali in maniera temperatura-dipendente. La curva di sopravvivenza cellulare al trattamento ipertermico in funzione del tempo di esposizione mostra una tipica “spalla” che riflette un processo di morte cellulare bifasico. Tale processo è caratterizzato da un arresto lineare della crescita all'inizio dell'esposizione al calore (indicativo di un effetto sub-letale e reversibile), seguito da una fase esponenziale di morte cellulare. Notevoli differenze nella risposta al trattamento ipertermico e, in particolare, nella dose termica necessaria per ottenere un dato effetto citotossico sono state osservate nei diversi modelli sperimentali, attribuibili sia alle diverse condizioni sperimentali che alle caratteristiche intrinseche delle specifiche linee cellulari tumorali studiate. Studi condotti su cellule tumorali sincronizzate hanno dimostrato che le fasi più sensibili al trattamento ipertermico sono la mitosi e la fase di sintesi del DNA. Tali osservazioni hanno trovato riscontro anche in uno studio condotto su colture primarie di melanoma ottenute direttamente da prelievi bioptici, in cui il valore mediano di indice di proliferazione con timidina tritiata osservato nelle colture termosensibili era quattro volte superiore a quello delle colture termoresistenti.

Il fenomeno delle termotolleranza, che si traduce in una drastica riduzione delle suscettibilità delle cellule al trattamento ipertermico, è stato osservato in cellule tumorali maligne riportate ad una temperatura di 37˚C tra due trattamenti ipertermici (> 43˚C) (Li et al., 1995). Tale fenomeno è parzialmente legato alla capacità delle cellule di produrre una risposta da stress inducendo l'espressione di proteine da shock termico (HSP) e operando altri processi di adattamento post‑trascrizionale, quali l'arresto delle cellule nella fase G 2 e variazioni nel metabolismo cellulare. Studi condotti su linee cellulari tumorali di diverso istotipo non hanno trovato alcuna correlazione tra i livelli costitutivi di HSP90 o HSP72/73 e termoresponsività. Per contro, i risultati suggerirebbero che un basso livello basale di HSP27 potrebbe contribuire alla sensibilità al calore (Richards et al., 1995).

Numerosi studi hanno dimostrato che il trattamento ipertermico determina modificazioni nella membrana cellulare consistenti in alterazioni nella fluidità e stabilità, alterazioni nel potenziale elettrico e nel trasporto transmembrana, accompagnato da una modulazione dell'attività delle pompe transmembrana (MDR1, ecc). Il trattamento ipertermico esercita, inoltre, una diretta interferenza con il metabolismo degli acidi nucleici, inducendo inibizione nella sintesi di DNA ed RNA, alterazioni nella conformazione del DNA ed inibizione dell'attività di enzimi di riparazione del DNA (Dahm-Daphi et al., 1997). Alterazioni nella sintesi proteica sono state inoltre osservate in cellule sottoposte a trattamento ipertermico, accompagnate a denaturazione proteica, aggregazione di proteine alla matrice nucleare e induzione della sintesi di HSP.

Ipertermia e chemioterapia

Numerosi studi sperimentali hanno chiaramente dimostrato che l'ipertermia è in grado di potenziare l'attività citotossica di farmaci antitumorali a diverso meccanismo d'azione. L'entità di questa chemiosensibilizzazione termica viene valutata come rapporto tra l'effetto citotossico di un determinato farmaco ad una determinata concentrazione in condizioni ipertermiche e in condizioni normali di temperatura. Il tipo di interazione tra il calore e i farmaci è stato classificato in termini di: i) effetto “additivo/sopra-additivo”, quando si osserva un incremento lineare dell'attività citotossica del farmaco all'aumentare della temperatura (da 40,5˚C a 43˚C). Tale effetto si osserva con agenti alchilanti bifunzionali (melphalan, ciclofosfamide e ifosfamide) e composti del platino (cisplatino, oxaliplatino); ii) effetto “soglia”, quando non si osserva potenziamento dell'attività citotossica del farmaco al di sotto di una determinata temperatura (> 42-43˚C). Tale effetto si osserva con antibiotici antitumorali come l'adriamicina; iii)  “indipendenza”, quando l'attività citotossica del farmaco non risulta significativamente influenzata dal variare della temperatura. Tale effetto si osserva per alcuni antimetaboliti (5-fluorouracile), alcaloidi della vinca e taxani (Hildebrandt et al., 2002). I dati attualmente disponibili indicano che i migliori effetti di chemosensibilizzazione termica per la maggior parte degli antitumorali studiati si ottengono quando il calore e il farmaco vengono somministrati simultaneamente o con un breve intervallo intercorrente, anche se sono presenti delle eccezioni legate fondamentalmente al meccanismo d'attivazione del farmaco.

Il potenziamento termico dell'attività di farmaci antiblastici si basa su modificazioni indotte dal calore nella farmacodinamica e farmacocinetica del composto, rilevanti per il suo effetto antitumorale. Ad esempio, per il melphalan, uno dei farmaci più largamente utilizzati in studi di termo-chemioterapia sperimentale e clinica, sono stati proposti diversi meccanismi putativi di potenziamento ipertermico includenti l'aumento della concentrazione intracellulare di farmaco, l'alterazione della struttura quaternaria del DNA in modo da favorire il processo di alchilazione, l'interferenza con il metabolismo degli addotti farmaco-DNA e l'inibizione del loro riparo e la stabilizzazione da parte del calore delle perturbazioni indotte dal farmaco nella progressione delle cellule nel ciclo cellulare (Zaffaroni et al., 1992). Per quanto riguarda il cisplatino, è stato dimostrato che l'aumento dell'effetto citotossico di questo composto e del suo analogo oxaliplatino in condizioni ipertermiche è conseguente ad un'aumentata formazione di addotti letali platino-DNA (Hettinga et al., 1997; Atallah et al., 2004). Poiché è stato osservato che l'ipertermia moderata (< 42˚C) in vivo è in grado di aumentare il flusso sanguigno tumorale, tale effetto potrebbe contribuire ad incrementare il trasferimento dei farmaci al tessuto tumorale e quindi a migliorarne l'effetto terapeutico.

Prospettive future

Nonostante gli studi sperimentali abbiano contribuito a chiarire i meccanismi molecolari dell'ipertermia e le basi meccanicistiche del potenziamento termico di alcuni farmaci convenzionali, nuovi studi biologici sono ora necessari per determinare l'attività di composti antitumorali di recente proposizione in condizioni ipertermiche e fornire le basi razionali per il disegno di nuovi protocolli di termo‑chemioterapia.

Applicazioni future dell'ipertermia sono attualmente in fase di studio nei settori della terapia genica, con particolare riferimento alla generazione di vettori di espressione, in cui il gene terapeutico viene posto sotto il controllo del promotore delle HSP e della farmacologia, attraverso l'impiego di liposomi, in grado di rilasciare il farmaco in maniera temperatura-dipendente.
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