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Cell therapy is an adjunctive treatment to improve left ventricular function after myocardial injury.
Multiple cell types have been tested experimentally in animal models of myocardial disease, with
functional improvement as the primary endpoint. Regarding safety, the major concern has been that
cell transplantation could generate an arrhythmogenic substrate as reported in clinical studies using
myoblasts. The mechanism of these transplantation-related arrhythmias remains elusive but the cel-
lular heterogeneity, resulting from differences in electrical membrane properties between recipi-
ent/donor cells, could provide a substrate for reentry circuits. The knowledge achieved from experi-
mental studies on the substrate of arrhythmias in cell therapy gives useful information that could be
translated into the development of a biological pacemaker or a non-pharmacological approach to
atrial fibrillation.

Limitations of current pharmacological and catheter ablation options to achieve rate control in
patients with atrial fibrillation have motivated new strategies of cell therapy for non-pharmacologi-
cal rate control without producing high-degree atrioventricular block. Although several issues remain

to be addressed, some aspects of cell therapy are likely to be translated into clinical practice.

(G Ital Cardiol 2008; 9 (4): 251-261)

Premesse

Il presupposto sul quale si basa la terapia
cellulare ¢ che cellule esogene impiantate
in un tessuto ammalato possono migliorare
la funzione del tessuto sostituendo le cellu-
le native che sono state distrutte. I risultati
promettenti ottenuti nei pazienti diabetici e
nel morbo di Parkinson hanno incoraggiato
la ricerca in tale senso!-2. Tuttavia, 1’effica-
cia di questa tecnica dipende da una serie di
condizioni fondamentali: le cellule trapian-
tate devono giungere nel tessuto in quantita
sufficiente, ma soprattutto devono integrar-
si nel tessuto ospite e non determinare ef-
fetti collaterali, in primis la proliferazione
cellulare non controllata. Nel caso del tes-
suto cardiaco sappiamo che la capacita ri-
generativa dei cardiomiociti € molto limita-
ta, tale da non poter compensare la perdita
di un numero elevato di cellule cardiache
come avviene nell’infarto miocardico este-
so nonostante studi recenti abbiamo sugge-
rito la presenza di cellule staminali residen-
ti a livello cardiaco®*. T tentativi della tera-
pia genica di trasformare il tessuto necroti-
co in tessuto miocardico attivo sono pro-
mettenti in vitro, ma incontrano difficolta
nell’applicazione clinica, cosi si ¢ svilup-
pata I’idea che la terapia cellulare possa
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rappresentare una valida opportunita di ri-
generazione del cuore’.

Gli attuali obiettivi della terapia cellula-
re sul cuore mirano ad ottenere un aumento
del tessuto muscolare con conseguente in-
cremento della massa e della contrattilita
cardiaca®.

I benefici della terapia cellulare in cam-
po cardiovascolare sono potenzialmente
numerosi: le cellule staminali autologhe o
allogeniche possono essere utilizzate per
sostituire tessuto miocardico necrotico o
cicatriziale con tessuto contrattile, in zone
aneurismatiche o infartuali, per ripopolare
la popolazione cellulare nei cuori con in-
sufficienza cardiaca, per sostituire miocar-
dio aritmico con tessuto in grado di produr-
re attivita elettrica organizzata’. La terapia
cellulare del miocardio puo essere effettua-
ta con due diversi metodi: il trapianto cel-
lulare e la mobilizzazione delle cellule.

Il punto cruciale ¢ la scelta del tipo di
cellula che meglio si adatta alle condizioni
ambientali del miocardio o che ¢ in grado
di transdifferenziare in cardiomiocita. Pos-
sono essere utilizzati i mioblasti scheletrici,
le cellule staminali estratte da midollo os-
seo, cellule embrionali, cardiomiociti feta-
li, cellule staminali adulte e progenitori cel-
lulari endoteliali e cellule staminali cardia-
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che residenti. I primi due sono quelli pit comunemen-
te utilizzati negli studi clinici sull’'uomo. Le cellule sta-
minali embrionali sono oggetto di dibattito etico e per-
tanto vengono utilizzate limitatamente alla ricerca di
base. La terapia cellulare cardiaca agli esordi ha utiliz-
zato 1 mioblasti scheletrici derivati da cellule satellite
muscolari scheletriche®. La scelta di questo tipo di cel-
lule si basava sulla biodisponibilita, sull’abilita a proli-
ferare e a migrare in zone ischemiche. In realta, si & vi-
sto che tali cellule non si differenziano in senso cardio-
miocitico, ma si localizzano nel muscolo cardiaco co-
me cellule muscolari scheletriche mature, pur essendo-
si osservati eventi di fusione tra le cellule®1°. Inoltre, i
fibromiociti non sono in grado di esprimere le proteine
delle gap junction e di conseguenza di formare giun-
zioni elettromeccaniche con i cardiomiociti quando tra-
piantate nel cuore. Alla ricerca di cellule in grado di
transdifferenziare in cardiomiociti e grazie a risultati
promettenti sull’angiogenesi, sono proliferati gli studi
su cellule provenienti da midollo osseo. Le cellule mi-
dollari includono un pool eterogeneo di cellule che
contiene sia staminali ematopoietiche sia staminali me-
senchimali oltre ad un ampio numero di cellule proge-
nitrici indifferenziate. Diversamente dalle cellule sche-
letriche che sono state testate nella cardiopatia ische-
mica cronica, le cellule midollari ossee sono state mag-
giormente somministrate nell’infarto miocardico acu-
to. Nella valutazione dei risultati clinici, peraltro molto
incoraggianti in termini di riperfusione e funzione ven-
tricolare, diventa difficile discriminare il ruolo della te-
rapia cellulare rispetto ai benefici che si ottengono con
la terapia acuta dell’evento mediante angioplastica co-
ronarica o bypass!-2,

Le cellule che meglio rispondono alle aspettative di
transdifferenziazione sono le cellule embrionali che
tendono a differenziarsi in cardiomiociti. Diversi ricer-
catori hanno dimostrato la capacita di cardiomiociti fe-
tali o neonatali di formare nuovo tessuto miocardico in
cuori ischemici'3!4, L’ entusiasmo iniziale per questi ri-
sultati si € in seguito raffreddato quando, dopo trapian-
to, sono state rilevate ampie aree di morte cellulare a
fronte di una limitata proliferazione cellulare, tale da ri-
generare solo piccole zone di miocardio!>!6. Tuttavia,
da un punto di vista clinico, diversi tipi cellulari, inclu-
si fibroblasti e cellule muscolari lisce, che non possono
contrarsi in sincizio con i cardiomiociti, hanno dimo-
strato di migliorare la funzionalita del cuore sofferen-
tel7.18.

Questi studi suggeriscono un meccanismo di ripara-
zione cellulare che non sarebbe dipendente dalla trans-
differenziazione in cardiomiociti. Un’ipotesi ulteriore
suggerisce 1’esistenza di un’“azione paracrina”, conse-
guente alla capacita delle cellule trapiantate di produr-
re fattori di crescita, citochine e altre molecole ad azio-
ne locale. Le attuali conoscenze sul meccanismo di
azione di queste sostanze sono molto scarse e si ipotiz-
zano un effetto dovuto all’aumentata perfusione conse-
guente ad angiogenesi, I’aumento del tessuto connetti-
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vale nella zona infartuale tale da limitare la dilatazione
del ventricolo e un’azione di stimolo sui miociti o altre
cellule vitali. Sono in corso diversi studi volti ad iden-
tificare possibili vie di segnale paracrino che possono
contribuire ad aumentare la performance ventricolare.
Uno degli obiettivi della terapia cellulare cardiaca ¢
identificare le strategie per ottimizzare la localizzazione
delle cellule nella zona interessata e migliorare la so-
pravvivenza delle stesse attraverso meccanismi di an-
giogenesi e prevenzione della morte cellulared. T trial
clinici hanno coinvolto popolazioni di pazienti alquanto
varie inclusi i soggetti con insufficienza cardiaca severa
e pazienti con infarto miocardico non complicato. Uno
dei punti cruciali nelle sperimentazioni cliniche ¢ la si-
curezza della terapia cellulare in rapporto alle aritmie?.
Per comprendere il meccanismo fisiopatologico al-
la base delle aritmie indotte da cellule staminali & op-
portuno ricordare brevemente come avviene la norma-
le differenziazione cellulare durante lo sviluppo em-
brionale e come tale percorso sia modificato nello svi-
luppo di cardiomiociti da staminali secondo il tipo di
cellula originale e I’ambiente nel quale si svolge.

Il potenziale d’azione cellulare nella fase
di sviluppo embrionale

Proprieta elettrofisiologiche dei cardiomiociti fetali
Lo sviluppo del cuore dal mesoderma precardiaco coin-
volge una serie di passaggi di differenziazione cellula-
re e di modificazioni morfologiche che si accompagna-
no a variazioni dell’attivita elettrica dei miociti cardia-
ci. Lo sviluppo dell’attivita elettrica e meccanica spon-
tanea si osserva per la prima volta nel cuore dopo la
comparsa del tubo cardiaco lineare (o miocardio pri-
mario). Potenziale di azione di cellule pacemaker ¢ sta-
to registrato gia durante le primissime fasi di sviluppo
in un modello animale e successivamente anche in cel-
lule staminali embrionali umane!*2. E ben noto che il
potenziale di azione delle cellule cardiache si differen-
zia in base alla diversa funzione cellulare (Figura 1). La
forma del potenziale di azione ¢ il risultato di un’atti-
vazione ordinata e sequenziale di diverse correnti ioni-
che. Durante lo sviluppo embrionale del cuore I’e-
spressivita dei diversi tipi di canali ionici si manifesta
secondo una precisa sequenza cronologica fino all’as-
setto fenotipico dell’elettrofisiologia cellulare dell’a-
dulto. Il nodo seno-atriale possiede tre correnti depola-
rizzanti, tra le quali quella responsabile delle fase di
ascesa lenta ¢ in gran parte calcio-dipendente. Le cellu-
le atriali, le fibre del Purkinje e i miociti ventricolari
hanno una fase iniziale di depolarizzazione molto piu
rapida e sodio-dipendente. La conduzione elettrica del-
I’impulso subisce, inoltre, un rallentamento a livello
del nodo atrioventricolare che ¢ per lo piu calcio-di-
pendente.

I pochi dati disponibili sul potenziale di azione nel
cuore umano embrionale e fetale suggeriscono che in-
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Figura 1. Andamento del potenziale di azione nelle diverse componenti
cellulari cardiache. AV = atrioventricolare; S-A = seno-atriale.

torno alla settima-ottava settimana di sviluppo il poten-
ziale di membrana a riposo e il dV/dt  dei miociti
atriali e ventricolari diventa simile a quello delle cellu-
le adulte?!22,

Proprieta elettrofisiologiche dei cardiomiociti adulti
Analizzando il potenziale di azione delle diverse cellu-
le cardiache adulte si osserva che nelle cellule contrat-
tili, non dotate di automaticita, la quantita di potassio
che a riposo esce dalla cellula ¢ uguale a quella che en-
tra grazie alla pompa del sodio, pertanto I’equilibrio io-
nico ¢ mantenuto e il potenziale di azione ¢ stabile. Nel-
le cellule pacemaker che costituiscono il nodo seno-
atriale, il nodo atrioventricolare, il fascio di His e le fi-
bre del Purkinje, la quantita di potassio che esce dalla
cellula diminuisce lentamente durante la diastole deter-
minando un accumulo intracellulare di potassio con au-
mento del potenziale di azione che diventa meno nega-
tivo: lenta fase di depolarizzazione che ¢ responsabile
dell’automatismo delle cellule pacemaker.

In fase di riposo le cellule cardiache sono polarizza-
te con carica positiva sulla superficie esterna della
membrana cellulare e carica negativa sulla superficie
interna. La differenza di potenziale, che dipende dal
trasporto attivo degli ioni, varia da -65 mV del nodo del
seno, a -65 mV del nodo atrioventricolare, a -80 mV
delle cellule atriali e ventricolari, a -95 mV delle fibre
del Pukinje. La differente permeabilita di membrana
agli ioni determina cinque diverse fasi del potenziale di
azione. La fase 1 dipende da una rapida caduta della
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conduttanza al sodio e da un breve aumento della con-
duttanza al cloro. La fase 2 si caratterizza per una ridu-
zione della conduttanza al potassio e per una corrente
lenta di calcio verso I’interno della cellula.

La fase 3 dipende da un’elevata conduttanza al po-
tassio in seguito alla chiusura dei canali lenti. Nella fa-
se 4 si registra una fuoriuscita di sodio attraverso scam-
bio con il potassio. E in questa fase che si differenzia il
potenziale di azione delle cellule dotate di automatismo
(Figura 2). La corrente di potassio nelle cellule segna-
passi si esaurisce rapidamente con una depolarizzazio-
ne diastolica raggiungendo rapidamente il potenziale
soglia. In particolare nelle cellule pacemaker 1’inattiva-
zione della corrente in uscita di potassio (Iy,) ¢ il fatto-
re maggiormente responsabile della fase di depolariz-
zazione lenta diastolica, funziona contemporaneamen-
te alla I, fino alla base del plateau ed ¢ distinta dalla
I, attiva nella fase successiva. Durante tale fase si os-
serva anche un aumento della corrente di ingresso del
sodio. Il nodo del seno, a differenza delle fibre del
Purkinje, lavora a livelli di potenziale di riposo e di po-
tenziale soglia piu elettropositivi e la fase 4 dipende piu
dalla corrente del calcio che non da quella del sodio (Fi-
gura 3).

La depolarizzazione delle cellule del nodo del seno
inizia a partire da livelli di potenziale di membrana pa-
ri a-65 mV; quando il potenziale arriva a -40 mV, la cel-
lula si depolarizza. Nell’intervallo tra -65 e -40 mV si
ha I’attivazione delle correnti del calcio T (transiente) e
successivamente L. I canali del calcio T sono attivati
per livelli di voltaggio piu negativi, la corrente T ¢ re-
sponsabile per lo piu della fase precoce della seconda
meta della depolarizzazione lenta diastolica?’. L’elet-
trofisiologia sperimentale consente di identificare due
tipi di risposta elettrica cellulare: risposta rapida e ri-
sposta lenta. Le fibre ad attivita o risposta rapida sono
le cellule atriali e ventricolari contrattili e di conduzio-
ne, sono caratterizzate da un potenziale di membrana a
riposo da -80 a -95 mV, da una depolarizzazione I -di-
pendente e da una rapida velocita di conduzione. Le fi-

Potenziale
d'azione
cellula
Purkinje
J/l S~ gNa Fast
gCa Fast  anoitura
T R ; .
gNa Slow  ge; canali

B U -4 &)
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Figura 2. La figura rappresenta taluni canali ionici in rapporto al po-
tenziale di azione. gCa = conduttanza al calcio; gCl = conduttanza al
cloro; gK = conduttanza al potassio; gNa = conduttanza al sodio.
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Figura 3. Potenziale transmembrana registrato a livello del nodo del seno e delle fibre del Purkinje: sono evidenti le diverse fasi del potenziale d’azio-

ne e la fase di plateau nelle cellule del Purkinje.

bre ad attivita lenta sono quelle del nodo seno-atriale,
del nodo atrioventricolare, del seno coronarico e altri
piccoli nuclei di cellule e sono caratterizzate da un piu
basso potenziale di membrana a riposo di -60 mV, da
una piu lenta velocita di depolarizzazione che non ¢ di-
pendente dall’l, da una piu bassa ampiezza e da una
piu lenta velocita di conduzione.

Elettrofisiologia delle cellule miocardiche originate
da cellule staminali embrionali

La progressione di sviluppo dei cardiomiociti originati
da cellule embrionali umane non ¢ del tutto nota. I car-
diomiociti che originano da cellule embrionali umane
mostrano la presenza di canali del sodio gia durante fa-
si precoci dello sviluppo (30-35 giorni), mentre la cor-
rente legata ai canali del potassio I, che controlla I’ul-
tima fase di ripolarizzazione del potenziale e la fase
diastolica non & funzionalmente espressa®*. In tali cel-
lule i canali ionici del potassio K, sono funzionalmen-
te presenti, ma presentano una bassa espressione fun-
zionale che le rende simili alle cellule del nodo seno-
atriale®. Nei cardiomiociti derivati da cellule embrio-
nali i canali del potassio K_sembrano controllare la fa-
se di ripolarizzazione.

I flusso in entrata del sodio attraverso i canali f ¢
fondamentale per I’attivita del ritmo spontaneo delle
cellule pacemaker e per il controllo dell’automatismo.
I canali f del sodio subiscono cambiamenti durante lo
sviluppo delle cellule embrionali umane nei cardiomio-
citi e la cinetica di attivazione dei canali f rallenta nel-
lo stadio pill avanzato di sviluppo®. A riprova di cid I'i-
soforma HCNI1, che ha la cinetica di attivazione pil ra-
pida, ¢ maggiormente espressa nelle cellule embrionali
e si riduce significativamente durante la differenziazio-
ne in cellula cardiaca®.

I canali del calcio di tipo L sono tra i canali ionici
piu precoci nei cardiomiociti in fase di sviluppo e si
aprono pill prontamente per livelli di voltaggio prossi-
mi allo zero?*?’. Durante le successive fasi di sviluppo
inizia la specializzazione in tipi differenti di cardio-
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miociti. Il potenziale di membrana a riposo diventa pro-
gressivamente sempre pit negativo nello sviluppo dei
cardiomiociti atriali e ventricolari, il che correla con
una progressiva presenza di I;,?. La graduale compar-
sa di upstroke rapido del potenziale di azione, caratteri-
stica dei miociti atriali e ventricolari, corrisponde ad
una crescente densita di canali ionici del sodio?3, fino a
giungere al potenziale di azione simile a quello dei
miociti atriali e ventricolari, stabile a riposo con scarsa
automaticita e upstroke molto rapido®*. In vitro il profi-
lo elettrofisiologico e molecolare dei cardiomiociti de-
rivati dalle staminali embrionali diventa simile a quello
del fenotipo adulto dopo 3 mesi di coltura®.

Le cellule staminali embrionali possono dare origi-
ne a corpi embrionali dotati di contrattilita spontanea.
Questi corpi embrionali contengono cardiomiociti
identificabili in base all’espressivita di geni cardiospe-
cifici e all’attivita elettrica. Negli ultimi anni sono stati
registrati grandi progressi nell’isolare i cardiomiociti
nei nuclei di cellule embrionali. Studi condotti su cel-
lule embrionali staminali di topo hanno permesso di
identificare e caratterizzare diversi tipi di cellule mio-
cardiche: cellule nodali, cellule atriali e ventricolari e
cellule del Purkinje?®. Gli agglomerati di cellule pre-
sentano una morfologia del potenziale di azione preva-
lente, ma contengono una popolazione cellulare etero-
genea di cardiomiociti. Potenzialmente, il pretratta-
mento in vitro con diverse sostanze potrebbe favorire lo
sviluppo di cellule pitt mature e specializzate, come si
¢ visto in uno studio su cellule murine il trattamento
con endotelina-1 favorisce la differenziazione verso
cardiomiociti tipo cellule del Purkinje3°.

L’identificazione del tipo di cellula ¢ fondamentale
per l'utilizzo clinico delle terapie cellulari. Lo studio
del potenziale di azione cellulare consente di differen-
ziare cellule di cardiomiociti sviluppatisi da cellule em-
brionali in simil-nodali, simil-atriali embrionali e si-
mil-ventricolari embrionali. In base all’espressivita dei
canali ionici la cellula puod comportarsi come simil-no-
dale o simil-ventricolare e questo costituisce il presup-
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posto per la terapia genica e cellulare. In un modello
animale la somministrazione di terapia genica e in par-
ticolare del gene che codifica per il canale HCN2 ha
trasformato cardiomiociti in cellule dotate di depolariz-
zazione diastolica spontanea, gettando le basi per la ge-
nerazione di un pacemaker biologico3!.

Le aritmie come complicanza
della terapia cellulare

Uno degli interrogativi che ci si pone ¢ se le cellule sta-
minali trapiantate nel cuore possono indurre aritmie’:8.
L’effetto aritmogeno ¢ emerso inizialmente da studi in
vitro su cardiomiociti derivati da cellule embrionali.
L attivita elettrica spontanea dei nuclei cellulari era ca-
ratterizzata da un prolungamento del potenziale di azio-
ne delle cellule e dalla facile inducibilita di aritmie in
risposta a stimoli specifici®2.

Xue et al.33 hanno dimostrato che i cardiomiociti de-
rivati da cellule embrionali si possono integrare funzio-
nalmente con il tessuto ricevente e possono stimolarlo
attivamente sia in vitro sia in vivo e che le cellule eso-
gene trapiantate possono guidare elettricamente il mio-
cardio circostante. [’ onda di depolarizzazione, misura-
ta nel cuore delle cavie mediante tecnica di mappatura
ottica ad alta risoluzione, trae origine dalle cellule tra-
piantate.

Analogamente ai risultati ottenuti con I’iniezione di
cardiomiociti derivati da cellule staminali embrionali
nel cuore di ratti?4, I’iniezione nel cuore di cavie da la-
boratorio non ha provocato fenomeni aritmici durante
I’esperimento, probabilmente perché Il’attivita pace-
maker dei cardiomiociti derivati da cellule embrionali e
stata sovrastata dalla frequenza cardiaca propria del
cuore degli animali che era da 2 a 3 volte piu veloce.
Tuttavia sono necessari ulteriori studi per analizzare il
profilo elettrofisiologico delle cellule cardiache deriva-
te da staminali embrionali. Ad esempio, ¢ possibile che
il rimodellamento elettrico tempo-dipendente, che in-
fluenza I’espressione dei canali ionici e la durata del
potenziale di azione, possa portare alla comparsa di
aritmie’?.

Pak et al.’>, somministrando cellule staminali me-
senchimali (MSC) in vivo durante un esperimento con-
trollato con maiali, hanno evidenziato un rischio pro-
aritmico dopo trapianto cellulare legato alla prolifera-
zione con distribuzione disomogenea di terminazioni
nervose simpatiche. Amado et al.’¢ non hanno osserva-
to fenomeni di morte improvvisa in maiali dopo inie-
zione intramiocardica di MSC. Tuttavia, gli autori non
hanno effettuato un monitoraggio elettrocardiografico
e lo studio elettrofisiologico e non sono stati in grado di
quantificare il grado di integrazione tra le cellule. Stu-
di di fase 1 nell’'uvomo mediante trapianto di mioblasti
scheletrici hanno sottolineato 1’importanza di una cor-
retta determinazione del rischio aritmico prima dell’u-
so delle cellule nell’'uvomo. Il problema aritmico si ¢
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presentato in vivo durante sperimentazione con fibro-
blasti scheletrici iniettati nella zona di miocardio infar-
tuato durante intervento di bypass aortocoronarico da
Menasche et al.*’. Durante il follow-up 4 pazienti su 10
hanno sviluppato tachicardia ventricolare sostenuta e
sono stati trattati con impianto di defibrillatore. I mio-
blasti scheletrici in coltura esprimono le proteine ne-
cessarie per la formazione e la funzione delle gap junc-
tion e quando messi in cocoltura con i miocardiociti rie-
scono a contrarsi simultaneamente. Tuttavia, nel mo-
mento in cui i mioblasti formano miotubuli I’espressio-
ne delle proteine delle gap junction diminuisce e i mio-
tubuli trapiantati risultano funzionalmente isolati dal
miocardio adiacente. Cosi che la zona trapiantata & fun-
zionalmente contrattile ed eccitabile, ma elettricamen-
te non accoppiata con i cardiomiociti?®*. Una delle
ipotesi ¢ che tale non accoppiamento costituisca la ba-
se di un fenomeno di rientro.

Meccanismo di rientro

Il fenomeno di rientro puo essere anatomico o funzio-
nale. Si parla di rientro anatomico quando la rotazione
dell’impulso avviene intorno ad un ostacolo fisso qua-
le, ad esempio, il tessuto cicatriziale. Il rientro funzio-
nale avviene, invece, in presenza di tessuto omogeneo
e prende la forma di una spirale di Archimede che ruo-
ta intorno ad un centro eccitabile, ma non eccitato.

Diverse osservazioni suggeriscono che il rientro os-
servato nella somministrazione di cellule staminali sia
per lo pilt funzionale*®4!. Le traiettorie del rientro mo-
strano pattern irregolari descritti in modelli sperimenta-
li di cardiomiociti atriali e ventricolari. Analogamente
sono stati osservati movimenti a spirale nei quali il rien-
tro sembra spostarsi da una posizione ad un’altra, il
fronte d’onda si muove in modo simile ad una spirale di
Archimede*?. La frequenza del rientro dipende dalla
durata del potenziale di azione (refrattarieta del tessu-
to), dall’eccitabilita del tessuto, dalla curvatura del
fronte dell’onda elettrica e dal core del rientro.

Una riduzione della durata del potenziale di azione
puo essere la conseguenza di un aumento del calcio intra-
cellulare provocato della stimolazione ad alta frequen-
za che si verifica durante il rientro. L aumento del cal-
cio intracellulare aumenta 1’eccitabilita nella regione
della punta della spirale e puo ridurre le dimensioni del
core del rientro®. Nei corpi embrionali sono stati osser-
vati pattern complessi di propagazione dell’impulso che
possono costituire il presupposto per fenomeni di rien-
tro funzionale?. In uno studio sperimentale su corpi
embrionali derivanti da cellule staminali embrionali
murine effettuato mediante mappaggio con multielet-
trodi ¢ stata documentata una propagazione intermitten-
te del potenziale di azione, che ¢ stata attribuita ad una
discrepanza di impedenza conseguente a discontinuita
strutturale nella rete di connessione tra i cardiomioci-
ti**. La mancanza di un disegno geometrico organizza-
to nel tessuto produce un mismatch di corrente con ral-
lentamento della conduzione, osservazione confermata
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da studi su sistemi bidimensionali di miociti neonata-
1i*3. Altri meccanismi che possono contribuire al falli-
mento nella propagazione dello stimolo elettrico sono
la mancanza di trasmissione cellula-cellula attraverso le
gap junction e la ridotta eccitabilita cellulare**47.

Esistono quindi i presupposti teorici per un mecca-
nismo di rientro sia anatomico che funzionale. Una del-
le caratteristiche delle MSC ¢ la capacita di formare
gap junction sia tra loro sia con i miociti*®. Questa do-
te ¢ stata utilizzata per generare aree dotate di attivita
pacemaker di automaticita focale ventricolare in mo-
delli animali®®.

Il substrato aritmogenico ¢ stato anche identificato
in cocolture di MSC e cardiomiociti nella ridotta velo-
cita di conduzione che induce aritmie da rientro soste-
nute. L’aritmogenicita deriva dall’accoppiamento dei
cardiomiociti con MSC non eccitabili*. La ridotta ve-
locita di conduzione nelle cocolture sembra essere la
conseguenza della natura “non eccitabile” delle MSC e
della loro capacita di agire come stabilizzatori di cor-
rente. Le MSC hanno un potenziale di membrana di cir-
ca-40 mV e possono depolarizzare parzialmente i mio-
citi adiacenti e inattivare i canali del sodio riducendo
cosi la velocita di conduzione. Fattori predisponenti al-
le aritmie da rientro sono la distribuzione eterogenea
delle MSC e I’accoppiamento elettrico tra miociti ecci-
tabili e MSC non eccitabili. Di conseguenza le MSC
possono indurre I’inattivazione dei canali del sodio in
modo eterogeneo.

Studi clinici e aritmie

La possibilita che le cellule trapiantate inducano arit-
mie ¢ emersa dopo la segnalazione di episodi di tachi-
cardia ventricolare nel trial francese?’. Il potenziale
aritmogeno dei fibroblasti scheletrici ¢ stato ampia-
mente dimostrato in diversi studi nell’'uomo e su ani-
mali. Smits et al.’! hanno somministrato mioblasti sche-
letrici intramiocardici a 5 pazienti con insufficienza
cardiaca avanzata a seguito di infarto miocardico in se-
de anteriore esteso. Uno dei pazienti ha riportato arit-
mie ventricolari tali da indurre I’impianto di defibrilla-
tore automatico, mentre nei restanti 4 non sono state os-
servate aritmie ventricolari. Dib et al.>> hanno sommi-
nistrato mioblasti scheletrici autologhi in 30 pazienti
con cardiopatia ischemica cronica e frazione di eiezio-
ne <40% sottoposti a bypass aortocoronarico o ad im-
pianto di dispositivo per assistenza ventricolare sinistra
riportando episodi aritmici in 6 pazienti nella prima set-
timana successiva al trapianto cellulare. Nel gruppo sot-
toposto a bypass si sono sviluppati episodi di fibrilla-
zione atriale in un paziente ed episodi di tachicardia
ventricolare non sostenuta in un altro soggetto, entram-
bi successivamente trattati con farmaci antiaritmici.
Due pazienti, uno sottoposto a bypass e 1’altro a im-
pianto di supporto ventricolare sinistro come ponte al
trapianto cardiaco, hanno sviluppato episodi di tachi-
cardia ventricolare sostenuta. All’analisi dell’Holter di
uno di questi pazienti sono stati riscontrati episodi di ta-
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chicardia ventricolare a complessi larghi, ritmo giun-
zionale intraventricolare e bigeminismo ventricolare,
pertanto ¢ stato sottoposto ad impianto di defibrillatore
automatico. Un altro paziente ha sviluppato fibrillazio-
ne ventricolare. In un paziente gia portatore di defibril-
latore ¢ stata rilevata I’attivazione dell’apparecchio, pe-
raltro regolarmente funzionante, dovuta presumibil-
mente ad episodi di tachicardia ventricolare sostenuta>?.

Uno studio successivo in fase 1 ha osservato un’in-
cidenza di fenomeni aritmici nel 22% dei pazienti nel-
la fase post-trapianto con mioblasti scheletrici e ha ri-
portato una diminuzione dell’incidenza di aritmie ven-
tricolari somministrando amiodarone a scopo profilat-
tico3.

Analizzando una recente rassegna degli studi con-
dotti in Italia sulle cellule staminali emerge come 1’ap-
plicazione clinica dell’uso delle cellule staminali sia ra-
pidamente progredita a fronte di una messe di informa-
zioni giunte da sperimentazioni in vitro e sull’animale.
I gruppi che in Italia si stanno applicando a tale ricerca
sono numerosi, tuttavia occorre sottolineare come ci
siano ancora diversi punti da chiarire>*. L’ applicazione
all’uomo dei risultati ottenuti in vitro non & sempre co-
si lineare e questo deve indurre a riflettere su quale sia
I’attuale livello delle nostre conoscenze in merito alla
terapia cellulare cardiaca®. L’utilizzo di cellule diverse
(cellule embrionali, mioblasti scheletrici, cellule da mi-
dollo osseo adulto, cardiomiociti fetali, cellule stami-
nali adulte e progenitori cellulari endoteliali) e di me-
todiche differenti per la somministrazione (iniezione
intramiocardica, trapianto intracoronarico, iniezione
transendocardica o transepicardica) comporta che le
informazioni non possano essere generalizzate. Le
complicanze aritmiche vengono riportate in un numero
limitato di studi clinici, tuttavia non € chiaro se tale
mancanza sia legata ad un’interpretazione soggettiva
degli autori, come nel caso della fibrillazione atriale.
Appare strano che analizzando pazienti con infarto
miocardico acuto o cardiopatia ischemica cronica o, a
maggior ragione, insufficienza cardiaca su base ische-
mica, non vengano segnalati episodi di fibrillazione
atriale. E possibile che gli autori considerino tale arit-
mia come un evento legato alla storia naturale della ma-
lattia piu che come una complicanza della terapia cel-
lulare. La ridotta incidenza di fenomeni aritmici nel
trattamento con cellule staminali midollari puo dipen-
dere, inoltre, dal fatto che trattandosi perlopiu di studi
di fase acuta i pazienti assumevano farmaci quali ad
esempio i betabloccanti che hanno un’azione antiarit-
mica e che hanno mascherato o ridotto I’incidenza dei
fenomeni aritmici. Inoltre, il riscontro di aritmie preve-
de un monitoraggio prolungato nel tempo essendosi os-
servato un picco a 7 giorni dalla somministrazione del-
le cellule®.

Una delle ipotesi piu suggestive suggerisce che I’ef-
fetto aritmico dipenda dalla modalita di somministra-
zione delle cellule. La somministrazione diretta nel
miocardio, sia dall’approccio endocardico che epicar-
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dico, puo rilasciare le cellule direttamente nella zona
interessata, tuttavia proprio tale metodo puo causare un
danno meccanico e un successivo fenomeno infiamma-
torio acuto’%37, Inoltre, la somministrazione diretta nel
tessuto pud causare agglomerati di cellule isolate ri-
spetto al miocardio ospite e tale eterogeneita cellulare
pud generare aritmie da rientro. Fukushima et al.> han-
no dimostrato che la somministrazione diretta intra-
miocardica di cellule staminali da midollo osseo pud
determinare aritmie ventricolari nei primi 14 giorni. Al
contrario, la somministrazione intracoronarica non pro-
voca fenomeni aritmici pur determinando un analogo
beneficio clinico.

La somministrazione intramiocardica di cellule mi-
dollari determina la comparsa di accumuli cellulari nel-
la zona border al limite con il miocardio sano. Questi
agglomerati di cellule composti da cellule trapiantate e
cellule infiammatorie producono un’asimmetria nella
regolare geometria delle cellule miocardiche determi-
nando un disturbo nella conduzione elettrica. A cio si
aggiunge 1’azione bioumorale delle cellule infiamma-
torie che determina una upregulation locale di varie ci-
tochine proinfiammatorie quali I’interleuchina-1f3 e il
fattore di necrosi tumorale. Di conseguenza, 1’apoptosi
dei cardiomiociti, la modulazione della formazione del-
le gap junction e il progressivo deterioramento della
stabilita elettrica sembrano essere amplificati nella zo-
na border da dove traggono origine i fenomeni aritmi-
ci®®. Poh et al.’® in uno studio di efficacia e sicurezza
hanno somministrato cellule mesenchimali allogeniche
da midollo osseo in suini per via intramiocardica ripor-
tando battiti ectopici ventricolari ed episodi di tachicar-
dia ventricolare non sostenuta associati al contatto del
catetere e alle iniezioni transendomiocardiche. Gli au-
tori sottolineano che non ¢ stato necessario cardioverti-
re alcun animale e non ¢ stato registrato alcun episodio
di aritmia fatale e morte improvvisa.

Da rilevare che la maggior parte degli studi clinici
non considera gli eventi aritmici come endpoint da va-
lutare. Mancano poi studi volti ad identificare la com-
parsa di fenomeni aritmici come endpoint primario e
quindi con appropriato monitoraggio delle aritmie. So-
no inoltre necessari studi per differenziare le aritmie
nate nel cuore malato da quelle originate dalle cellule
somministrate.

La terapia cellulare per le aritmie

In tempi recenti ¢ stata proposta la terapia cellulare per
le aritmie, in particolare 1’applicazione nel controllo
della frequenza cardiaca in pazienti con fibrillazione
atriale. Si tratta dei pazienti nei quali non ¢ possibile ri-
pristinare un ritmo sinusale e sono costretti ad un trat-
tamento anticoagulante cronico che spesso si affianca a
trattamenti volti a controllare la frequenza cardiaca, cio
al fine di migliorare la qualita della vita e di migliorare
la funzione contrattile del ventricolo sinistro oltre che
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prevenire la cardiomiopatia indotta da tachicardia®’.
Tale approccio innovativo ¢ motivato dagli attuali limi-
ti della terapia farmacologica e delle complicanze del-
I’ablazione nel controllo della frequenza cardiaca. L’u-
so della terapia genica e del trasferimento cellulare per
ricreare il nodo seno-atriale sta coinvolgendo diversi
gruppi di ricerca.

La terapia genica viene utilizzata con successo in
diversi campi, ma comporta una serie di problemi e i
vettori utilizzati per il trasferimento sono sia la fonte
che la potenziale risposta a questi problemi. Il vettore
ideale dovrebbe evitare il sistema immunitario, consen-
tire un’elevata efficienza di localizzazione nel tessuto
bersaglio con un trasferimento genico irrilevante in al-
tri tessuti e permettere 1’espressione permanente del ge-
ne. Tale vettore ancora non esiste, ma ¢ oggetto di in-
tensa ricerca.

L’ obiettivo di creare un pacemaker mediante terapia
genica si basa sulla conversione di tessuto cardiaco
preesistente piu che sull’impianto di un “nuovo nodo”.
Appare evidente che ¢ necessario lavorare con atten-
zione perché la creazione di pacemaker ectopici po-
trebbe determinare un battito caotico. L’ obiettivo tera-
peutico ¢ localizzare la trasduzione a livello dell’atrio.

Donahue et al.®! hanno utilizzato, in vivo, il trasferi-
mento virale mediante adenovirus del gene Gai2 (sub-
unita 3 inibitoria della proteina G) somministrato per
via transcatetere direttamente nell’arteria del nodo
atrioventricolare per modificare 1’attivita del nodo
atrioventricolare. Il presupposto era che 1’eccesso di
Gai2 avrebbe dovuto mimare gli effetti degli antagoni-
sti 3-adrenergici creando un betablocco localizzato. La
over-espressione del Gai2 ha determinato 7 giorni do-
po il trasferimento un allungamento dell’intervallo AH
e del periodo refrattario effettivo del nodo atrioventri-
colare durante ritmo sinusale e una riduzione della fre-
quenza cardiaca del 20% durante fibrillazione atriale
acuta. Un successivo studio di follow-up ha confronta-
to il Gai2 con un mutante attivo dello stesso (il Gai2-
Q205L) in animali con fibrillazione atriale persistente e
tachicardiomiopatia®?. Il gene Gai2 ha determinato una
riduzione della frequenza cardiaca durante il sonno, al
contrario il gene mutante ha determinato un controllo
continuo della frequenza cardiaca, sufficiente a deter-
minare la regressione della cardiomiopatia frequenza-
dipendente®2. Sono stati condotti altri studi di modifi-
cazione del nodo atrioventricolare mediante trasferi-
mento genico di una proteina GEM che ha un effetto si-
mile alla Gai26364,

Questo studio ¢ stato il primo ad applicare una stra-
tegia biologica al controllo della frequenza cardiaca du-
rante fibrillazione atriale, sebbene la sua applicazione
pratica sia fortemente limitata dalla temporanea espres-
sivita transgenica e da dubbi sulla sicurezza nell’uso di
virus. L’uso di terapia genica o cellulare per ricreare il
nodo seno-atriale ¢ alla base di diverse strategie di ma-
nipolazione della frequenza cardiaca proposte da Edel-
berg. In due diversi studi Edelberg et al.®>% hanno
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iniettato DNA contenente il gene dei recettori 3,-adre-
nergici trovando un 50% di aumento della frequenza
cardiaca nel gruppo trattato. Tale aumento della fre-
quenza cardiaca ¢ stato osservato in uno studio solo il
secondo giorno dall’iniezione e nell’altro studio solo il
secondo e il terzo giorno.

In genere il trasferimento plasmidico determina ef-
fetti transitori, ma con una durata in genere di almeno 1-
2 settimane. In questi studi la fugacita dell’effetto ¢ ati-
pica e indica la necessita di ulteriori approfondimenti.

Nel tentativo di creare ex novo un pacing cardiaco si
¢ intervenuti sulle correnti ioniche, con inibizione della
corrente I, e upregulation della corrente I.. Miake et
al.%, mediante tecniche di trasferimento genico (gene
Kir2.1 mutante con azione sui canali ionici K1) attraver-
so adenovirus, hanno dimostrato la capacita pacemaker
“latente” di miociti ventricolari normalmente silenti che
possono essere indotti a produrre attivita spontanea®.
Tuttavia, I’automaticita indotta era circa 3 volte piu len-
ta rispetto al normale e la soppressione del I, non era in
grado di modulare direttamente il ritmo indotto. Qu et
al.%® hanno trovato un aumento dell’automaticita cellu-
lare mediante trasferimento del gene per i canali HCN2.
Risultati incoraggianti, ma non conclusivi.

L’uso delle cellule staminali per creare pacemaker ¢
stato quindi esplorato da diversi ricercatori basandosi
sull’idea che la complessita del pacemaker endogeno
non possa essere adeguatamente riprodotta con metodi
di semplice trasferimento genico®. Ruhparwar et al.®
hanno trapiantato miociti atriali fetali in cani con bloc-
co atrioventricolare totale osservando un’automaticita
limitata nel sito di iniezione delle cellule, risultato mol-
to simile a quello ottenuto con il trasferimento genico.
Kehat et al.”® hanno somministrato nuclei di cellule em-
brionali spontaneamente contrattili derivati da cellule
staminali embrionali umane osservando un’attivita di
pacing stabile nel 50% degli animali. Il dato ¢ incorag-
giante ma non & possibile pensare di trasferire sull’uo-
mo una terapia che determina risultati positivi in meta
dei casi trattati. Una strategia alternativa ¢ stata utiliz-
zata da Potapova et al.** che hanno testato cellule me-
senchimali umane indifferenziate come veicolo alter-
nativo per trasportare il gene HCN2 nel cuore. Poiché
le cellule staminali umane embrionali hanno la capacita
di differenziarsi in cardiomiociti, le cellule del nodo se-
no-atriale possono essere sostituite o integrate, almeno
concettualmente, con cellule staminali embrionali dif-
ferenziate in cardiomiociti.

Bunch et al.”! hanno testato in un modello canino
I’efficacia dell’iniezione di fibroblasti. Lo studio con-
frontava fibroblasti sospesi in soluzione salina e tratta-
ti con fattore di crescita TGF-31 modificato con fibro-
blasti non trattati. I preparati sono stati iniettati a livel-
lo atriale in 320 siti nella regione nella quale si trovano
la via di conduzione lenta e la via rapida del nodo atrio-
ventricolare. I fibroblasti non trattati hanno determinato
un significativo prolungamento dell’intervallo AH du-
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rante ritmo sinusale e pacing atriale destro, ma non du-
rante pacing atriale sinistro. Gli intervalli R-R erano
analogamente allungati soprattutto durante fibrillazio-
ne atriale indotta dal pacing. La riduzione della fre-
quenza cardiaca seppur non significativa ¢ stata consi-
derata rilevante dal punto di vista clinico (-54 b/min)
negli animali trattati con terapia cellulare. L’ effetto del-
la somministrazione di fibroblasti risultava amplificato
dal pretrattamento con TGF-31, I’intervallo AH era piu
Iungo durante pacing atriale sia destro che sinistro e la
frequenza ventricolare media risultava ridotta di -103
b/min. La somministrazione di fibroblasti con o senza
TGF-B1 ha determinato un rallentamento della condu-
zione attraverso il nodo atrioventricolare e riduzione
della frequenza cardiaca senza creare un blocco atrio-
ventricolare. I fibroblasti esposti al TGF-1 differen-
ziano in miofibroblasti. I miofibroblasti esposti al TGF
inducono diverse proteine responsabili dello sviluppo
di fibre e di tessuto connettivo che costituiscono tessu-
to cicatriziale e stimolano la produzione di collagene di
tipo I’!. Il TGF-B1 controlla due processi fondamenta-
li nello sviluppo del tessuto cicatriziale: la capacita di
modificare la forma del tessuto attraverso la deposizio-
ne e la contrazione di fibre e la formazione della matri-
ce extracellulare. E ipotizzabile che le alterazioni in-
dotte dal pretrattamento con TGF-31 potenzino la ri-
sposta elettrofisiologica del tessuto.

Altro problema non ancora chiarito ¢ se I’iniezione
di fibroblasti, trattati o non trattati, possa determinare
un effetto proaritmico. L’iniezione e la proliferazione
di fibroblasti nel triangolo di Koch aumentano 1’aniso-
tropia e inducono una conduzione discontinua in una
regione con anisotropia gia alta. Questo potrebbe pre-
disporre ad aritmie da rientro in tale regione soprattut-
to nei pazienti con fibrillazione atriale non permanente.
Sono necessari studi elettrofisiologici piu approfonditi
per arrivare all’applicazione clinica della metodica, tut-
tavia i risultati sono molto promettenti. Dal punto di vi-
sta clinico lo studio offre spunti interessanti. Innanzi-
tutto la zona danneggiata dalla somministrazione delle
cellule & ben localizzata. La somministrazione dei fi-
broblasti ha modificato focalmente la conduzione del
nodo atrioventricolare senza indurre un blocco atrio-
ventricolare di III grado e tale modificazione della con-
duzione atrioventricolare ha ridotto la frequenza ventri-
colare durante episodi di fibrillazione atriale indotti. La
riduzione della frequenza cardiaca ¢ clinicamente im-
portante passando da 207 a 103 b/min. Questi risultati,
ottenuti in animali di grossa taglia, suggeriscono che la
terapia ¢ potenzialmente applicabile ai casi di fibrilla-
zione atriale con rapida risposta ventricolare e il rischio
di complicanze (blocco atrioventricolare avanzato) ¢
molto ridotto.

Dal punto di vista della sicurezza 1’uso di cellule au-
tologhe riduce sostanzialmente i rischi di rigetto e tra-
sformazione. Anche in questo caso sono necessari ap-
profondimenti prima di procedere all’applicazione sul-
I’uomo.
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Nel campo delle aritmie la terapia cellulare, cosi co-
me la terapia genica hanno la potenzialita di creare un
pacemaker biologico. Da un punto di vista sperimenta-
le ¢ possibile modificare le cellule con la terapia geni-
ca trasformandole in cellule dotate di caratteristiche
elettrofisiologiche tipiche delle cellule pacemaker ma
da cio all’uso nell’'uomo ci sono ancora diversi ostaco-
li: I'uso della terapia genica non ci da certezze sulla
permanenza dell’espressivita del gene trasferito cosi
come non ¢ chiaro quale livello di espressivita sia ne-
cessario per ottenere il pacemaker ottimale”73. 1l tra-
pianto di cellule staminali presenta alcune limitazioni
soprattutto quando si parla di cellule non totalmente
differenziate; infatti, anche se nella fase iniziale di svi-
luppo diverse linee cellulari mostrano la possibilita di
una depolarizzazione spontanea non ¢ noto per quanto
tempo mantengano tale capacita pacemaker una volta
somministrate in vivo.

In conclusione, la terapia genica delle aritmie ¢ in
fase di sviluppo, il processo procede attraverso la valu-
tazione dell’efficacia, della biodistribuzione e della tos-
sicita nei modelli preclinici per arrivare all’applicazio-
ne clinica. L attuale strategia si concentra sulle modifi-
cazioni del nodo atrioventricolare. L’ obiettivo & stato
identificato e studi preclinici a breve termine ne hanno
dimostrato le potenzialita e la sicurezza. Analogamen-
te risultati incoraggianti sono stati ottenuti con la tera-
pia cellulare. Sebbene tutte queste strategie siano pro-
mettenti a tutt’oggi nessuna ¢ in grado di sostituire le
strutture nodali pacemaker intrinseche o i pacemaker
elettronici nel determinare un ritmo cardiaco stabile e
riproducibile. Tuttavia si puo ipotizzare che in futuro
queste tecniche si imporranno nel trattamento di talune
forme aritmiche.

Riassunto

La terapia cellulare ¢ stata introdotta allo scopo di intervenire
nelle zone in cui si verifica perdita di tessuto miocardico per ri-
pristinare la funzione contrattile mediante sostituzione delle cel-
lule perse con nuove cellule originate da linee cellulari staminali
embrionali e adulte. Una delle complicanze del trapianto cellula-
re ¢ la comparsa di fenomeni aritmici, segnalata in diversi studi
su animali e successivamente sull’uomo. Tale fenomeno puo di-
pendere da un meccanismo di rientro anatomico o funzionale
conseguente alle condizioni ambientali che si realizzano nel tes-
suto dove convivono cellule native e cellule impiantate. Lo svi-
luppo dei cardiomiociti passa attraverso diverse fasi che corri-
spondono all’attivazione durante lo sviluppo embrionale di cana-
li ionici. La terapia genica ha tentato di influenzare lo sviluppo di
tali canali con risultati in vitro e in vivo nell’animale assai pro-
mettenti. La terapia genica e il trapianto cellulare influenzano la
differenziazione cellulare verso cellule strutturali, quali i cardio-
miociti atriali o ventricolari, ma possono anche essere utilizzati
per generare pacemaker biologici influenzando la differenziazio-
ne verso cellule pacemaker dotate di attivita automatica.

Allo stato attuale delle conoscenze queste strategie terapeu-
tiche innovative sono promettenti, anche se a tutt’oggi nessuna ¢
in grado di sostituire le strutture nodali pacemaker native o i pa-
cemaker elettronici nel determinare un ritmo cardiaco stabile e
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riproducibile. Tuttavia si puo ipotizzare che in futuro queste tec-
niche si imporranno nel trattamento di talune forme aritmiche.

Parole chiave: Aritmie; Terapia cellulare; Terapia genica.
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