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Cell therapy has been proposed as an innovative hypothesis to treat acute myocardial infarction and heart
failure. However, the mechanism by which stem cells could improve cardiac function remains unclear and
many controversies have been arisen in interpretation of experimental and clinical data. Answering the
five “WH questions’ we discuss the process that has led to consider cell therapy as a new treatment option
for myocardial tissue regeneration after ischemic damage. 1) Why should we use stem cells? The rationale
derives from the disclosure that apoptosis and regeneration occur at the myocardial level and stem cells
migrate from bone marrow to repopulate the damaged cardiac tissue. 2) Which are the most appropriate
cells, delivery methods and therapeutic purposes? Adult stem cells can be mobilized or directly trans-
planted in human hearts to accomplish myocardioneogenesis, neoangiogenesis and/or paracrine effects. 3)
Where should we transplant these cells? The infarct border zone seems to be the best place to home and
differentiate transplanted cells hampering post-ischemic cardiac remodeling. 4) When should we perform
cell therapy? Cell therapy should be performed during or after an acute myocardial infarction: best set-
ting and timing still need to be precisely addressed. 5) Who might be the suitable patient? Further multi-
center randomized trials with adequate patient selection are needed to answer this crucial question.

(G Ital Cardiol 2006; 7 (4): 252-265)

Introduzione

Nel corso di questi anni la terapia cellulare
cardiaca ha mosso ’interesse di molti centri
d’avanguardia che hanno effettuato le prime
sperimentazioni nell’animale e nell’uomo,
suscitando talvolta attese fuori misura. Sul-
la base di queste esperienze si ¢ arrivata a
proporre la terapia cellulare come innovati-
va ipotesi di trattamento per i pazienti con
infarto miocardico acuto (IMA) e con
scompenso cardiaco postinfartuale (Tabella
1)'. 11 trattamento dell’insufficienza ventri-
colare sinistra postinfartuale, secondaria ad
alterazioni segmentarie interessanti le zone
necrotiche e perinecrotiche dell’infarto, ap-
pare di grande difficolta. Le terapie conven-
zionali non portano, infatti, ad una rigenera-
zione del miocardio perduto; la presenza di
estese aree cicatriziali condiziona sfavore-
volmente il rimodellamento e 1’evoluzione
dilatativa conduce verso I’insufficienza
ventricolare cronica, che rappresenta una
delle pit importanti sfide delle prossime de-
cadi dal punto di vista terapeutico, gestiona-
le ed economico®*. Nel presente lavoro
prendiamo in considerazione cinque punti
(le “WH questions” anglosassoni) che ci
possono aiutare ad inquadrare 1’argomento:
perché usare le cellule staminali (Why stem
cells); quali sono le cellule migliori, quali i
metodi per utilizzarle, quali gli obiettivi
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(Which cells, methods and targets); dove e
quando utilizzarle (trattamento precoce o ri-
tardato) (Where and When use them [early
or delayed]); ed infine chi potrebbe benefi-
ciare maggiormente del trattamento speri-
mentale in oggetto (Who).

Why - Perché usare le cellule
staminali: premesse fisiopatologiche

L’impiego della terapia cellulare cardiaca
trae le sue ragioni dallo sviluppo delle co-
noscenze sulla fisiopatologia del danno
cardiaco, in particolare sull’apoptosi e sul-
la mitosi dei cardiomiociti, sulla migrazio-
ne spontanea e sulla mobilizzazione con ci-
tochine di cellule staminali provenienti dal
midollo osseo. L’insieme di tali evidenze
scientifiche ha aperto un nuovo orizzonte
concettuale per i cardiologi, impensabile
solo pochi anni fa: la possibilita teorica di
interagire e potenziare processi riparativi
intrinseci del miocardio, evidentemente in-
sufficienti in condizioni fisiologiche, al fi-
ne di ottenere terapie mirate alla parziale o
totale rigenerazione del muscolo cardiaco
danneggiato o sofferente.

Apoptosi
Per apoptosi si intende la morte cellulare
programmata e geneticamente controllata>®.
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Tabella 1. Le quattro possibilita di trattamento dello scompenso
cardiaco postinfartuale secondo von Harsdorf et al.!.

Dinosaur approach ~ Terapie farmacologiche convenzionali

Newt approach Possibilita di indurre la replicazione di
cardiomiociti endogeni, come avviene
per alcuni anfibi in grado di rigenerare
parte del loro cuore

Dolly approach Possibilita di clonare un nuovo cuore

Flatworm approach  Possibilita di far ricrescere i propri orga-

ni, come accade in questo elminta

A differenza della necrosi, I’apoptosi ¢ attivata da diver-
se molecole regolatrici e dall’esposizione a stimoli noci-
vi’, molti dei quali sicuramente presenti nel microam-
biente del miocardio infartuato.

Evidenze sperimentali suggeriscono che i cardio-
miociti possono andare in apoptosi se sottoposti ad
ipossia’, ad infarto miocardico’, a scompenso cardia-
cod, ariperfusione dopo ischemia®. Durante una sindro-
me coronarica acuta la percentuale delle cellule apop-
totiche ¢ inoltre significativamente piu alta nelle zone a
margine dell’area infartuata (border zones) rispetto a
quella riscontrata nelle aree centrali dell’infarto e nelle
aree non interessate dall’infarto!?.

In campo neurologico sono in corso studi clinici che
utilizzano farmaci inibenti I’apoptosi nelle patologie
degenerative del sistema nervoso centrale!!. Lo studio
del fenomeno apoptotico nel cuore ha suggerito la pos-
sibilita di intervenire sui fenomeni cellulari che deter-
minano 1’apoptosi, con il tentativo di controllarli o pre-
venirli utilizzando farmaci capaci di interferire con
questo processo di morte cellulare programmata.

Rigenerazione dei cardiomiociti

Alcuni anni fa si riteneva che il numero di cardiomioci-
ti presenti alla nascita andasse diminuendo con il pas-
sare degli anni, senza fenomeni di rigenerazione!? 4.
Recentemente ¢ stata evidenziata per la prima volta nel-
I’uomo la presenza di una sottopopolazione di miociti
in grado di replicarsi dopo IMA'" e scompenso cardia-
co congestizio'®. Il numero di miociti in replicazione,
dimostrato dalla presenza dell’antigene di replicazione
cellulare Ki-67, ¢ significativamente piu elevato nelle
border zones".

Alla luce di tali evidenze ¢ apparso chiaro che il
cuore adulto non ¢ un organo postmitotico e si ¢ deli-
neata I'ipotesi che la rigenerazione di miociti possa
comportare un incremento della massa muscolare del
miocardio, soprattutto dopo 1’insulto ischemico’.

Migrazione spontanea di cellule staminali midollari
nel cuore

In soggetti adulti, cellule staminali extracardiache sono
capaci di migrare e ripopolare il miocardio. Questo ¢
stato dimostrato attraverso due indagini che hanno uti-
lizzato come marker dell’origine midollare delle cellu-
le la presenza di nuclei contenenti il cromosoma Y. La
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prima ha individuato cardiomiociti cromosoma Y-posi-
tivi nel cuore di pazienti deceduti di sesso maschile tra-
piantati con cuore di soggetti di sesso femminile!”-3; la
seconda cardiomiociti cromosoma Y-positivi in cuori
autoptici di donne che erano state sottoposte a trapian-
to di midollo osseo da donatori maschili'®.

Questi studi hanno fornito le premesse scientifiche
necessarie per i futuri tentativi di capire ed incrementa-
re la naturale mobilizzazione, 1’insediamento nel mio-
cardio e la differenziazione delle cellule provenienti dal
midollo osseo.

Mobilizzazione sotto stimolo di cellule staminali
midollari

Studi sperimentali sull’animale hanno dimostrato 1’ef-
fetto rigenerativo in zone infartuate da parte di cellule
staminali midollari mobilizzate attraverso stimoli cito-
chinici. La pill importante esperienza & quella riportata
da Orlic et al.?°, che hanno utilizzato il fattore per le cel-
lule staminali (SCF) e il fattore stimolante le colonie di
granulociti (G-CSF) in presenza di un IMA sperimen-
talmente indotto dalla legatura di una coronaria, ripor-
tando un significativo grado di rigenerazione tissutale
dopo appena 27 giorni.

L’immagine che mostra la sezione istologica tra-
sversale del cuore di topo trattato con citochine (Figura
1)% ha generato stupore; si & aperta cosi una strada di
indagine per lo studio di nuove strategie terapeutiche
non invasive per la rigenerazione del tessuto miocardi-
co perduto in seguito ad infarto.

Which - Quali metodi, quali cellule,
quali obiettivi

Quali metodi
La terapia cellulare nel tessuto miocardico pud essere
effettuata con due diversi procedimenti: il trapianto e la

Figura 1. Potenziali metodiche di trapianto delle cellule. A: iniezione in-
tramiocardica diretta attraverso [’epicardio; B: iniezione intramiocardi-
ca diretta attraverso l'endocardio; C: iniezione intracoronarica.
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mobilizzazione di cellule. Entrambi i metodi sono stu-
diati per valutarne le possibili applicazioni sulla car-
diopatia ischemica e sullo scompenso cardiaco.

I trapianto cellulare nell’'uomo utilizza principal-
mente due tipi di cellule: i mioblasti scheletrici e le cel-
lule staminali pluripotenti di midollo osseo di adulto
(Tabelle 2-4)21-37,

Le potenzialita dell’utilizzo di mioblasti scheletrici
prelevati tramite biopsia da tessuto muscolare autologo
vennero inizialmente studiate su modelli animali3$4!;
su tali basi sperimentali Menasche et al.*> hanno realiz-
zato il primo trapianto di mioblasti scheletrici nell’uo-
mo e hanno successivamente presentato piu ampie ca-
sistiche?3.

La replicazione e la differenziazione in cardiomioci-
ti e cellule endoteliali sono state inizialmente ottenute
iniettando cellule staminali ematopoietiche (prelevate
dal midollo osseo) in un modello di infarto sperimenta-
le®3. Altre evidenze da modelli animali hanno conferma-
to che cellule pluripotenti del midollo osseo aumentano
la funzione e la perfusione miocardica in una situazione
sperimentale di cardiopatia ischemica**,

La mobilizzazione cellulare ¢ parte integrante della
risposta flogistica che segue un danno miocardico acu-
to*. Shintani et al.*” hanno dimostrato per la prima vol-
ta sull’uomo la mobilizzazione di progenitori delle cel-
lule endoteliali (EPC) e di cellule mononucleari CD34+
durante un evento di ischemia miocardica acuta, corre-
landola con il significativo aumento dei livelli plasma-
tici di fattore di crescita vascolare endoteliale. Alla lu-
ce di questo lavoro, la ricerca si & mossa nel tentativo di
incrementare gli stimoli citochinici con lo scopo di au-
mentare la mobilizzazione cellulare.

Riassumendo, dei due procedimenti, il trapianto si
configura come un processo ex-novo che non ha un cor-
rispettivo fisiologico, mentre la mobilizzazione rappre-
senta il potenziamento di un fenomeno fisiologico co-
munque presente.

Trapianto: quali vie di somministrazione

Le principali tecniche sperimentate nel cuore umano
per il trapianto di cellule (staminali adulte o mioblasti
scheletrici) sono le seguenti (Figura 1):

- I’iniezione intracoronarica di cellule staminali in cor-
so di procedure di rivascolarizzazione percutanea. Gli
studi che utilizzano questa tecnica sono tra i pitt nume-
rosi (Tabella 2)?!-?7, poiché risulta tecnicamente sem-
plice associare alla procedura di angioplastica corona-
rica I’iniezione di cellule. Il catetere con palloncino
viene introdotto nell’arteria coronaria responsabile
dell’infarto e posizionato a livello della border zone,
viene ripetutamente gonfiato per alcuni secondi e, in
condizioni di assenza di flusso, vengono infuse ad alta
pressione le cellule in sospensione. In questo modo, le
cellule raggiungono la zona infartuata e quella circo-
stante?!;

- I'iniezione intramiocardica diretta attraverso I’epicar-
dio ad opera del cardiochirurgo durante I’intervento di
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bypass aortocoronarico. Vengono iniettate in regione
sottoepicardica piccole quantita di cellule in sospensio-
ne (staminali o mioblasti), utilizzando un ago ipoder-
mico, lungo la circonferenza dell’area infartuata’® o al-
I’interno dell’area infartuata stessa’?;

- I’iniezione intramiocardica diretta attraverso 1’endo-
cardio raggiunto con procedura percutanea attraverso
speciale catetere (NOGA). In tale procedura, detta trans-
endocardica, la punta del catetere aderisce alla superfi-
cie dell’endocardio nelle aree di interesse (miocardio
cicatriziale o ibernato) individuato con tomografia
computerizzata ad emissione di fotone singolo (SPECT)
0 con mappaggio elettromeccanico?-32,

Mobilizzazione e differenziazione: quali stimoli
ANIMALE. Nell’animale sono stati effettuati studi utiliz-
zando le citochine G-CSF, SCF ¢ GM-CSF (fattore sti-
molante le colonie di granulociti e macrofagi). L’intera
letteratura fa riferimento all’esperienza di Orlic et al.?;
essi hanno utilizzato SCF e G-CSF, gia dimostratisi
avere un effetto sinergico®, nei 27 giorni successivi al-
I’IMA indotto nel topo dalla legatura di un’arteria co-
ronaria, ottenendo la crescita e differenziazione di tutte
le popolazioni cellulari presenti nel miocardio e di con-
seguenza il riparo del danno cardiaco e il miglioramen-
to della funzionalita. I risultati di questo studio sono
stati contestati dalle successive esperienze di Murry et
al.* e Balsam et al.’°, Utilizzando, infatti, marker ge-
netici (rispettivamente LacZ e GFP) invece che protei-
ne citoplasmatiche, questi autori hanno evidenziato che
la quota di cellule staminali che vanno incontro a diffe-
renziazione in cellule cardiache, una volta trapiantate
nel cuore di topo, & inferiore al 2%>!.

L’utilizzo di queste citochine provoca la mobilizza-
zione dal midollo osseo sia di cellule staminali adulte32->7
che di cellule infiammatorie®®%; permangono i dubbi
se le cellule staminali adulte, come accade per altri or-
gani®®®! siano in grado di raggiungere e colonizzare il
tessuto miocardico (homing), di proliferare e differen-
ziarsi in miociti e strutture vascolari.

La risposta inflammatoria e il rilascio di citochine
che seguono I'IMA sono diversi nell’animale e nell’uo-
mo, in quanto specie-specifici®?; & importante percid
considerare sempre queste differenze, quando si effet-
tua la mobilizzazione cellulare attraverso citochine nel-
I’uomo.

UoMo. Nell’uvomo la mobilizzazione di cellule stami-
nali ¢ ottenuta attraverso 1’utilizzo di citochine e, piu
recentemente, di statine.

* Citochine. La sicurezza nell’impiego del G-CSF evi-
denziata in pazienti sani®*%* ed in soggetti affetti da ma-
lattie ematologiche® non & ancora confermata in sog-
getti con malattie cardiovascolari. Il MAGIC trial
(Myoblast Autologous Grafting in Ischemia Car-
diomyopathy)® ha infatti dimostrato i possibili effetti
avversi della somministrazione sottocutanea di G-CSF
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in pazienti entro le 48 h dallo sviluppo di sintomi di
IMA. In particolare sono stati registrati un aumentato
spessore della tonaca intimale nella zona dello stent ed
un alto numero di fenomeni di restenosi che hanno cau-
sato I’interruzione della sperimentazione. In questo stu-
dio la somministrazione di citochine precedeva I’inter-
vento di angioplastica, che veniva quindi effettuato in
una condizione di importante flogosi sistemica. Lavori
pil recenti utilizzano il G-CSF nei giorni successivi la
procedura di rivascolarizzazione®%, non registrando
incrementi del numero di restenosi’?; risulta ancora dif-
ficile pero valutare la sicurezza e 1’efficacia di questo
approccio.

Le cellule infiammatorie, mobilizzate insieme alle
cellule staminali con 1’utilizzo di G-CSF, potrebbero in
parte incrementare 1’inflammazione delle placche ate-
rosclerotiche (fattore predisponente la loro crescita e
destabilizzazione) ed i fenomeni di restenosi’?. Non &
noto quale numero di cellule infiammatorie circolanti
puod essere raggiunto senza causare eventi avversi, per
esempio, in un paziente affetto da coronaropatia multi-
vasale stabile o rivascolarizzato con angioplastica — con
o senza I’impianto di stent — o comunque cardiopatico.
Questo costringe ad utilizzare piccole dosi di citochine
nell’uomo, che potrebbero non essere sufficienti per ot-
tenere un’adeguata mobilizzazione di cellule staminali.

L’utilizzo di citochine nell’uomo si pud oggi para-
gonare a quello di immunosoppressori in pazienti reu-
matologici; sembra incidere positivamente sul miglio-
ramento della funzionalita d’organo ma, per I’azione si-
stemica, complica la malattia coronarica gia presente.

e Statine: mobilizzazione e differenziazione. Rappre-
senta un nuovo punto di interesse la capacita delle stati-
ne di mobilizzare le EPC dal midollo osseo, documen-
tata sia in animali’37* che nell’uomo’. Da tempo I’im-
piego degli inibitori dell’enzima 3-idrossi-3-metilgluta-
ril-coenzima A reduttasi costituisce il principale ap-
proccio terapeutico per la riduzione dei livelli di cole-
sterolo nell’uomo’. Inoltre le statine possiedono effetti
positivi indipendenti dalla riduzione del colesterolo’”-8;
in particolare diminuiscono la proliferazione delle cel-
lule muscolari lisce in vitro e I’'infiammazione neointi-
male in vivo in modelli animali’®#° riducendo gli eventi
di restenosi dopo I’impianto coronarico di stent®!.

L’effetto mobilizzante delle statine ¢ stato dimostra-
to per la prima volta nell’'uomo trattando 15 pazienti
con sindrome coronarica stabile con 40 mg/die di ator-
vastatina’>. Si & osservato un progressivo aumento del-
le EPC circolanti gia a partire dalla settimana seguente
I’inizio della terapia (aumento di 1.5 volte dopo 1 setti-
mana, di 3 volte dopo 4 settimane)’>. Nell’animale &
stato dimostrato che queste cellule, una volta mobiliz-
zate, si concentrano nella border zone dell’infarto’? e
che sono in grado di aumentare la neovascolarizzazio-
ne di tessuti ischemici®3.

L effetto pro-differenziativo delle statine ¢ stato ri-
levato nei confronti delle EPC. Le EPC, prelevate da
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sangue umano, se coltivate con cardiomiociti di topo,
sono in grado di transdifferenziarsi in cardiomiociti®*.
La terapia con statine in vivo incrementerebbe questa
naturale capacita differenziativa delle EPC (da 3.56 +
0.72% senza statine a 6.36 = 0.69% con le statine, p =
0.01)%.

Concludendo, le statine sono in grado di mobilizza-
re le EPC dal midollo osseo (cellule che per loro natu-
ra causerebbero neoangiogenesi nel cuore ischemico) e
di favorire la differenziazione in cardiomiociti delle
EPC da loro mobilizzate. I due effetti potrebbero anche
essere contemporanei, causando quindi sia neovascola-
rizzazione che aumento della massa cardiaca nel cuore
danneggiato. Il contributo in vivo di questi fenomeni
non ¢ ancora stato dimostrato e si attendono 1 risultati
di diversi studi clinici in corso.

Quali cellule

Oggi I'interesse ¢ focalizzato su alcuni tipi cellulari, ed
in particolare su cellule staminali/progenitrici adulte,
mioblasti scheletrici e cellule staminali cardiache resi-
denti. Un’ulteriore opportunita & rappresentata dall uti-
lizzo delle cellule staminali embrionali.

Le cellule staminali/progenitrici adulte possono es-
sere selezionate a diversi livelli di maturazione, valu-
tando I’espressione di particolari antigeni di superficie,
tra cui CD34 e CD133. La cellula staminale adulta ¢
potenzialmente in grado di differenziarsi in un’altra
identica cellula staminale o in una cellula progenitrice;
la cellula progenitrice ¢ destinata a dare origine unica-
mente a cellule differenziate (Figura 2A).

La maggior parte degli studi (Tabelle 2-4)?'-37 & sta-
ta effettuata utilizzando cellule non selezionate del mi-
dollo osseo, tra le quali sono presenti, oltre alle EPC,
anche le cellule staminali ematopoietiche e le cellule
staminali mesenchimali. I motivi che ne hanno deter-
minato 1’utilizzo sono: 1) la possibilita di sfruttare al
meglio la potenzialita differenziativa multilineare pro-
pria delle cellule midollari; 2) la facilita di esecuzione
del prelievo e la “manipolazione minima” in vitro; 3) la
necessita di un sistema veloce di isolamento e trapian-
to cellulare per poter procedere negli immediati giorni
successivi all’infarto (da 5 a 20 giorni dopo).

I mioblasti scheletrici, ottenuti biopsiando il tessuto
muscolare, vengono coltivati ex-vivo, trapiantati in aree
cicatriziali miocardiche con iniezione intramiocardica
diretta di cellule attraverso 1’epicardio®3.

La recente scoperta di cellule staminali cardiache
residenti, capaci di differenziarsi in cardiomiociti e
strutture vascolari, suggerisce la loro possibile applica-
zione per il riparo del tessuto cardiaco3¢-. Le cellule
staminali cardiache residenti ottenute da una biopsia
miocardica possono essere espanse e quindi trapianta-
te; la loro efficacia € gia stata riscontrata su topi®’, ma
non esistono ancora studi clinici al riguardo. E ipotiz-
zabile, ma ancora da dimostrare, che le cellule del mi-
dollo osseo contengano una popolazione di cellule sta-
minali con simili caratteristiche®!.
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Le cellule staminali embrionali costituiscono una
fonte cellulare alternativa. I recenti studi di xenotra-
pianto condotti su modello animale dimostrano le ca-
pacita differenziative di queste cellule in senso cardio-
miocitario?%3. Tuttavia il trapianto allogenico (che ne-
cessita di una terapia immunosoppressiva per evitare la
reazione di rigetto®), la tumorigenicita ed il dibattito
etico vincolano attualmente 1’utilizzo di queste cellule
alla ricerca di base.

Quali obiettivi

I dati disponibili in letteratura orientano ad utilizzare la
terapia cellulare per ottenere: 1) un aumento del tessu-
to muscolare con conseguente incremento della massa
cardiaca e della contrattilita miocardica; 2) la forma-
zione di nuovi vasi che vadano ad irrorare la zona
ischemica; 3) la stimolazione del tessuto cardiaco per
effetto paracrino’!.

I primi due obiettivi, che potremmo definire cardio-
miogenesi e angiogenesi, presuppongono I’esistenza di
fenomeni di differenziazione delle cellule trapiantate in
strutture muscolari e/o vascolari. Non sono ancora del
tutto chiari i meccanismi che governano la capacita dif-
ferenziativa (plasticita) delle cellule progenitrici/stami-
nali; alcuni autori sostengono I’esistenza di processi di
differenziazione/transdifferenziazione dovuti al sem-
plice contatto delle cellule trapiantate con il tessuto
ospite® (Figura 2B), altri parlano di fusione piuttosto
che di differenziazione®®, suggerendo quindi la possi-
bilita che lo scambio di materiale genetico tra cellule
progenitrici/staminali impiantate e cardiomiociti resi-
denti sia alla base della trasformazione cellulare®’-8
(Figura 2C); altri ancora non individuano alcun feno-
meno di differenziazione cellulare*-. Alcune sessioni
del recente congresso della Societa Europea di Cardio-
logia a Stoccolma sono state dedicate a questo tema; i
dati discordanti ricavati da studi sperimentali sull’ani-
male non permettono ancora oggi di avere evidenze
scientifiche condivise®-19l. L’associazione di terapie
geniche in vitro sulle cellule staminali prima del loro
trapianto viene gia proposta ed indagata nell’animale
come possibile via attraverso cui ottenere il rilascio di
segnali intra- ed extracellulari favorenti 1’ attecchimen-

to e la differenziazione delle cellule staminali/progeni-
trici ed effetti paracrini sul miocardio!0%103,

Allo stato attuale non ¢ nota in vivo la dinamica bio-
logica di queste cellule trapiantate nel tessuto cardiaco
e neppure come si comportino, se aumentando lo spes-
sore della parete muscolare o promuovendo fenomeni
di angiogenesi od entrambi. Percio, occorre procedere
con studi sperimentali in vitro ed in vivo su animali pri-
ma di proporre 1I’'impiego di questo tipo di terapia nel-
I’'uomo’!.

I primi risultati ottenuti con la terapia cellulare sem-
brerebbero dimostrare un costante aumento della con-
trattilita cardiaca e della perfusione miocardica. Non
sappiamo per0, come scrivono alcuni autori, quale sia
la popolazione di cellule staminali provenienti dal mi-
dollo osseo che contribuisce maggiormente a questi mi-
glioramenti ed in che modo agisca sul miocardio??.

Where - Dove trapiantare le cellule

Possiamo immaginare di dividere la superficie miocar-
dica interessata dall’infarto in tre differenti zone: quella
centrale primariamente colpita; quella marginale o bor-
der zone, che separa la parte danneggiata da quella sana;
quella remota, non interessata dall’ischemia. Sia nel mo-
dello animale che nell’uomo la maggior parte degli stu-
di hanno individuato la border zone quale bersaglio do-
ve trapiantare le cellule. Immediatamente dopo 1’ infarto,
I’estensione di questa porzione di miocardio ¢ limitata e
la sua funzione & solo in parte alterata'®. La situazione
tende poi a peggiorare con il passare del tempo.

La border zone riveste particolare importanza per-
ché in essa si concentrano fenomeni apoptotici contem-
poraneamente e successivamente alla necrosi della fase
acuta dell’infarto!?, perché in essa si registra la massi-
ma rigenerazione di cardiomiociti!’ e perché ha un ruo-
lo fondamentale nell’influenzare il rimodellamento del
ventricolo postinfartuato!%. Inoltre, come € stato dimo-
strato nell’animale, € in tale zona che si riscontra 1’au-
mento pil significativo di spessore della parete ventri-
colare e della vascolarizzazione dopo il trapianto di cel-
lule staminali midollari'®®.

Diraisioni di una callula stamnals Differenziazions Fusione cellulare
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Figura 2. Possibili spiegazioni della plasticita delle cellule staminali.
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Strauer et al.?! sono stati i primi ad iniettare le cel-
lule all’interno della coronaria in corrispondenza della
border zone®"; i successivi studi BOOST e TOPCARE-
AMI (Transplantation of Progenitor Cells and Regene-
ration Enhancement in Acute Myocardial Infarction)
hanno seguito la stessa procedura e avrebbero dimo-
strato in tale zona un importante miglioramento della
cinetica regionale rilevabile a 4, 6 ¢ 12 mesi?>?3 ¢ il
maggior homing delle cellule staminali trapiantate'?’.

Stamm et al.3¢ sono stati i primi ad iniettare le cel-
lule per via epicardica nella border zone.

Gli studi effettuati con iniezione transendocardica
hanno identificato aree con diminuita perfusione e atti-
vita meccanica attraverso I’uso di SPECT e mappaggio
elettromeccanico e hanno scelto quelle come punti pri-
vilegiati dove effettuare le iniezioni?®3%3!; non sappia-
mo se queste corrispondano alle border zones dell’in-
farto.

La border zone sembra quindi essere la zona piu
adatta a favorire I’attecchimento e la differenziazione
cellulare, per il suo particolare microambiente. In essa
inoltre si svilupperebbe, nel modo piu efficace, 1’atti-
vita contrattile, vascolare o paracrina delle cellule tra-
piantate, attraverso la soppressione dell’apoptosi e del
rimodellamento cardiaco e il miglioramento della cine-
tica globale del ventricolo.

When - Quando eseguire il trapianto:
terapia cellulare precoce o ritardata

Terapia cellulare precoce

Tra le applicazioni della terapia cellulare quelle “in
acuto” (Figura 3) sono tra le pitt numerose ed ormai dif-
fuse in tutto il mondo, soprattutto in Germania (Tabel-
la 2)21-27.
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Figura 3. A: possibili momenti in cui utilizzare la terapia cellulare. B:
le fasi dell’infarto miocardico acuto (IMA) e loro durata. PTCA = an-
gioplastica coronarica.
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A favore dell’utilizzo della terapia cellulare imme-
diatamente dopo IMA sono I’incremento della cinetica
regionale di parete e della frazione di eiezione globale
del ventricolo sinistro riscontrati in generale negli stu-
di fino ad oggi eseguiti e la presenza degli stimoli ne-
cessari alla corretta differenziazione delle cellule sta-
minali/progenitrici trapiantate.

Per contro non vengono segnalate modificazioni del
volume telediastolico, implicato nel determinare I’iper-
trofia ventricolare eccentrica che precede la dilatazione
della camera cardiaca e la successiva insufficienza car-
diaca. La terapia cellulare “acuta” non sembra quindi in
grado di intervenire sul rimodellamento patologico del
ventricolo e di confermare a lungo termine i buoni ri-
sultati ottenuti in acuto.

Inoltre, studi sull’animale dimostrerebbero che du-
rante IMA meno del 2% delle cellule trapiantate o iniet-
tate diventano in vivo cellule cardiache®% ed alcuni au-
tori non avrebbero ritrovato nel cuore nessuna delle cel-
lule CD133* trapiantate*'; quindi gli intensi fenomeni
inflammatori ed apoptotici presenti nella fase acuta (3-
4 giorni dopo I’infarto)?!, ritenuti importanti — se non
essenziali — nel determinare la corretta differenziazione
cellulare, potrebbero indirizzare le cellule trapiantate
ad incrementare la risposta infiammatoria piuttosto che
la neoformazione di tessuto cardiaco. D’altra parte, re-
centi esperienze nell’uomo (BOOST trial)> hanno ot-
tenuto evidenze di homing cellulare intramiocardico di
cellule CD34* dopo iniezione intracoronarica!®’. E
quindi necessario capire quale sia il miglior timing per
I’utilizzo della terapia cellulare in acuto.

Terapia cellulare ritardata

La terapia cellulare ritardata (Figura 3) ¢ di grande in-
teresse per i pazienti che abbiano avuto un infarto mio-
cardico ad evoluzione dilatativa e che presentino insuf-
ficienza cardiaca (Tabelle 3 e 4)*-37 ad eziologia ische-
mica; si consideri infatti che, per il loro costante au-
mento, lo scompenso cardiocircolatorio rappresenta la
principale causa di morte nel mondo industrializzato!08,
A svantaggio della terapia cellulare ritardata sarebbe
I’assenza nel cuore delle condizioni necessarie per
I’homing delle cellule staminali/progenitrici e la loro
differenziazione. Iniettando direttamente in loco (per
via transendocardica)®'3> o attraverso particolari
scaffolds le cellule staminali/progenitrici ed utilizzando
cellule autologhe parzialmente/totalmente differenziate
in vitro o cellule capaci di generare, per naturale incli-
nazione anche sotto debole stimolazione, tessuto mu-
scolare (per esempio le cellule staminali mesenchimali
midollari) o vascolare (per esempio le EPC) si potreb-
be tentare di risolvere questi due problemi.

I mioblasti scheletrici vengono utilizzati unicamente
come terapia cellulare ritardata, con un trapianto diretto
a cuore aperto nella zona cicatriziale. Essendo cellule
terminalmente differenziate, non sono in grado di tra-
sformarsi in cardiomiociti o cellule endoteliali (anche se
in studio c’¢ la possibilita di modificare in vitro, prima
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del trapianto, le loro capacita differenziative rendendoli
idonei alla trasformazione in muscolo cardiaco). Alcune
criticita riguardano la loro capacita di integrazione nel
sistema elettrico cardiaco, la loro efficacia nel migliora-
re la funzione di pompa, e, soprattutto, la potenziale arit-
mogenicita. Dopo i primi studi sull’animale®®#! e sul-
1’uomo*#2, sono attesi i risultati sul beneficio meccani-
co che consegue il trapianto di mioblasti scheletrici del-
lo studio MAGIC di fase II, che prevede la protezione
antiaritmica con impianto di defibrillatore automatico.
Sono attesi risultati sul beneficio meccanico che conse-
gue il trapianto di mioblasti scheletrici.

Who - Quale paziente

Il crescente bisogno di nuove strategie terapeutiche in
grado di modificare la storia naturale della patologia
ischemica cardiaca ha fatto porre molta attenzione sul-
le possibilita offerte dall’utilizzo delle cellule stamina-
li/progenitrici e dei mioblasti scheletrici. Nonostante le
numerose sperimentazioni sia sull’animale che nell’uo-
mo, non sono disponibili ad oggi evidenze sufficienti
per proporne 1’impiego clinico di routine.

Le attuali ricerche cliniche utilizzano la terapia cel-
lulare nell’ IMA (Tabella 2)?!-?7, nell’ischemia miocar-
dica senza possibilita di rivascolarizzazione (Tabella
3)?32 ¢ nello scompenso cardiaco cronico (Tabella
4)33-37 Dimostrata la sicurezza e 1’effettiva efficacia di
tali applicazioni, i candidati preferenziali potrebbero
essere pazienti che con le attuali terapie non sono trat-
tati in modo soddisfacente. Alcuni esempi sono il pa-
ziente con scompenso cardiaco cronico, nel quale la te-
rapia farmacologica non permette di ottenere un ade-
guato compenso emodinamico, il paziente con grave
scompenso cardiaco postischemico e senza altre opzio-
ni terapeutiche di rivascolarizzazione meccanica ed in-
fine il paziente con coronaropatia multivasale diffusa
non trattabile con tecniche convenzionali.

Discussione

Dopo aver delineato il possibile campo d’azione della
terapia con cellule staminali adulte e alla luce dei dati
di letteratura, emergono alcune criticita che devono es-
sere tenute presenti.

Indagine statistica

Gli studi clinici di terapia cellulare cardiaca eseguiti fi-
no ad ora comprendono piccole popolazioni di pazien-
ti. I criteri di inclusione ed esclusione sono differenti
nelle varie casistiche; anche la raccolta dei dati nei fol-
low-up non ¢ omogenea. Tutto cid non permette di ag-
gregare i dati disponibili in metanalisi. Risulta quindi
necessario pianificare studi multicentrici con una nu-
merosita adeguata, per ricavare dati significativi sulla
sicurezza, efficacia e fattibilita della tecnica.
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Analisi istologica

A differenza delle rilevazioni fatte su sezione istologi-
ca negli animali da esperimento, nell’uomo non sono
state indagate tramite biopsia cardiaca I’attecchimento
e la differenziazione delle cellule trapiantate. E stata
proposta la valutazione post-mortem in pazienti dece-
duti dopo essere stati sottoposti al trapianto cellulare’!,
ma non esiste quasi casistica al riguardo.

Trapianto e procedura primaria

Negli studi compiuti fino ad ora nell’uomo, la terapia
cellulare ¢ stata somministrata a completamento di una
procedura di rivascolarizzazione percutanea o chirurgi-
ca (Tabelle 2-4)%1-%7; risulta pertanto di estrema diffi-
colta distinguere il beneficio sicuro della rivascolariz-
zazione dal beneficio possibile della terapia cellulare,
come segnalato sia da studi associati ad angioplastica®!
che da studi associati a bypass aortocoronarico®*3.

Si potranno ricondurre alla terapia cellulare i mi-
glioramenti che si dimostreranno indipendenti dalla
procedura di rivascolarizzazione e risulteranno stabili o
progressivi nel tempo.

Le stesse procedure di iniezione intramiocardica e
di occlusione coronarica temporanea ed intermittente
connesse al trapianto potrebbero influenzare i risultati
ottenuti?>31:36,

Frazione di eiezione e volumi ventricolari

I parametri che piu spesso vengono utilizzati dagli au-
tori per documentare 1’efficacia della terapia cellulare
sono la frazione di eiezione globale, i volumi ventrico-
lari (telesistolico e telediastolico) e la contrattilita re-
gionale. Tuttavia la rilevazione di questi parametri ¢ ef-
fettuata tramite metodiche di imaging che hanno note-
voli limiti sia nella fase di acquisizione che in quella di
analisi dei dati, dipendenti dall’apparecchiatura impie-
gata ma soprattutto dall’esperienza dell’ operatore. Per
valutare gli effetti della terapia cellulare sui parametri
morfologici e funzionali inerenti alla funzione ventri-
colare sinistra € necessario conoscere per ciascun para-
metro quale sia la variabilita inter- ed intraosservatore
ed effettuare valutazioni in cieco.

La maggior parte dei lavori non rilevano significati-
ve diminuzioni del volume telediastolico?!43133 ma
unicamente del volume telesistolico?>?32>, Dati pill re-
centi dello studio BOOST evidenziano che la terapia
cellulare intracoronarica ¢ in grado di attenuare la pro-
gressione della disfunzione diastolica in pazienti post-
infartuali'®.

L’aumento della frazione di eiezione sembra essere
un evento relativamente “acuto”, che riguarda il perio-
do post-trapianto; lo studio TOPCARE-AMI evidenzia,
dopo un picco di circa +8% a 4 mesi nei pazienti tratta-
ti, una variazione percentuale della frazione di eiezione
(da 6 a 12 mesi) dello 0.8%2%%3; Chen et al.?% non ri-
scontrano cambiamenti della frazione di eiezione da 3
mesi in poi. Resta da dimostrare il permanere di tale
miglioramento a distanza di tempo.
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Neoangiogenesi

Non c’¢ finora nell’'uomo alcuna dimostrazione della
presenza di fenomeni di neoangiogenesi conseguenti al
trapianto di cellule.

Molti studi su animale hanno dimostrato che I’inte-
razione tra cellule trapiantate e cellule presenti nel tes-
suto ospite provoca la formazione di nuove strutture va-
scolari*>82106.110-115 "Qualora questo fenomeno si verifi-
casse anche nell’uomo, la sua dimostrazione si potreb-
be avere in maniera indiretta con metodiche di imaging
quali SPECT e tomografia ad emissione di positroni
impiegando traccianti metabolici quali 1’F-18-fluoro-
desossiglucosio.

Anche in questo caso si ¢ cercato di distinguere i be-
nefici dovuti alle procedure di rivascolarizzazione da
quelli legati al trapianto cellulare?'-2326, Per scindere i
risultati cellule CD133*, selezionate per la loro spicca-
ta capacita di differenziazione angiogenetica!'®, sono
state iniettate in un’altra area rispetto a quella dove era
effettuato il bypass; la successiva analisi con SPECT ha
evidenziato un importante incremento della perfusione
miocardica’®.

Sono questi gli unici elementi attualmente disponi-
bili che, per quanto indiretti, orienterebbero all’esisten-
za di fenomeni di neoangiogenesi nel cuore umano
adulto.

Effetto paracrino

Recenti lavori sia nell’animale che nell’'uomo hanno
sottolineato la potenziale azione paracrina di cellule
staminali midollari iniettate in tessuti ischemici!!7-12!;
queste cellule sarebbero in grado di promuovere nel
cuore la formazione di nuove strutture vascolari non
tanto attraverso il loro attecchimento e differenziazione
ma per il rilascio di fattori angiogenici (come il fattore
di crescita vascolare endoteliale e il fattore di crescita
dei fibroblasti) e citochine (come I’interleuchina-13 e il
fattore di necrosi tumorale-a) e il conseguente stimolo
su cellule residenti nel miocardio'?2.

Effetti collaterali

Per quanto riguarda le complicanze, tutti i pazienti han-
no tollerato bene I’ischemia transitoria provocata dalla
procedura di angioplastica coronarica o I’iniezione in-
tramiocardica con catetere; le modificazioni degli enzi-
mi cardiaci e dei marker infiammatori sono risultate
nella norma. Negli studi di iniezione cellulare intraco-
ronarica, non sono stati riportati eventi di restenosi?!0
0 questi non sono risultati superiori?>2+2 a quelli che in
media si verificano in soggetti con IMA sottoposti ad
angioplastica con stent'?. La registrazione elettrocar-
diografica secondo Holter non ha segnalato importanti
alterazioni di tipo ipo/ipercinetico nei pazienti trattati
con cellule staminali/progenitrici; in 4 di 10 pazienti
trattati con mioblasti scheletrici sono stati invece regi-
strati episodi di tachicardia ventricolare sostenuta che
hanno costretto all’impianto di defibrillatore automati-
co33. T tassi di riospedalizzazione dello studio TOPCARE-
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AMI (0 pazienti su 59 in 1 anno di follow-up)?>?3 sem-
brerebbero inoltre dimostrare una riduzione significati-
va degli episodi di scompenso cardiaco acuto.

Conclusioni

Nell’ultimo decennio la terapia cellulare ha mosso I’in-
teresse di molti laboratori d’eccellenza che hanno rea-
lizzato diversi modelli sperimentali nell’animale e han-
no affrontato le prime applicazioni cliniche nell’uomo,
suscitando talvolta attese fuori misura. Numerosi sono
i lavori comparsi in letteratura ed i tentativi di sintesi
sull’argomento?’!. In molte situazioni gli incoraggian-
ti risultati ottenuti nel modello animale non hanno tro-
vato conferme nell’esperienza sull’'uomo; in pochi stu-
di condotti sull’'uomo, seppur con casistiche limitate,
sembrano delinearsi risultati interessanti?>232337, Tutta-
via sono molte le problematiche aperte e limitate le no-
stre conoscenze. La ricerca di base su preparati in vitro
e su modelli animali rimane un elemento indispensabi-
le per evidenziare i meccanismi coinvolti nel delicato
equilibrio della differenziazione cellulare che segue il
trapianto di cellule staminali adulte.

Ad oggi, si dispone di esperienze su popolazioni
differenziate e su casistiche estremamente limitate.
Considerata anche I’incertezza dei risultati, ¢ importan-
te che vengano coordinati ampi studi multicentrici ran-
domizzati con un’adeguata selezione dei pazienti. Per
far questo ¢ necessario che le societa scientifiche e gli
esperti qualificati riuniti in consensus conferences, na-
zionali o internazionali, a) individuino i parametri per
definire i pazienti cardiopatici nei quali sperimentare la
terapia cellulare, b) coordinino trial multicentrici con
significativi numeri di pazienti arruolati, ¢) forniscano
dati in grado di dare informazioni chiare sull’efficacia
o meno della terapia cellulare cardiaca.

Riassunto

La terapia cellulare ¢ stata proposta come innovativa ipotesi di
trattamento per i pazienti con infarto miocardico acuto e con
scompenso cardiaco postinfartuale. Il meccanismo attraverso cui
le cellule staminali possono intervenire nel migliorare la funzio-
ne cardiaca ¢ dibattuto e I’interpretazione dei dati sperimentali e
clinici suscita pit domande che risposte. Rispondendo alle cin-
que “WH questions” anglosassoni vengono discusse le fasi che
hanno portato a considerare la terapia cellulare come un nuovo
tipo di trattamento in grado di ottenere la rigenerazione miocar-
dica. 1) Why - perché usare le cellule staminali? Il razionale de-
riva dalla scoperta che apoptosi e rigenerazione avvengono a li-
vello miocardico e che le cellule staminali migrano dal midollo
osseo ripopolando il tessuto cardiaco danneggiato. 2) Which -
quali sono le cellule pil adatte, i metodi di rilascio e gli obietti-
vi terapeutici? Le cellule staminali adulte possono essere mobi-
lizzate o direttamente trapiantate nel cuore umano per ottenere
miocardioneogenesi, neoangiogenesi e/o effetti paracrini sul tes-
suto cardiaco. 3) Where - dove trapiantare le cellule? La border
zone dell’infarto sembra essere il posto migliore per I’ homing e
la differenziazione delle cellule trapiantate e per controllare il ri-
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modellamento cardiaco postischemico. 4) When - quando utiliz-
zare la terapia cellulare? La terapia cellulare dovrebbe essere uti-
lizzata durante o dopo un infarto miocardico acuto: I’ambito e la
tempistica migliori devono ancora essere definite. 5) Who - qua-
le paziente trattare? Sono necessari ulteriori studi multicentrici
randomizzati con un’adeguata selezione dei pazienti per rispon-
dere a questa domanda cruciale.

Parole chiave: Cellule staminali; Infarto miocardico; Scompen-
so cardiaco; Terapia cellulare.
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