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Abstract

La recente scoperta della possibile rigenerazione o riparazione miocardica dopo infarto miocardico acuto mediante cellule sta-
minali osteomidollari autologhe e 1'identificazione di cellule staminali cardiache residenti hanno aperto la porta a un nuovo
promettente campo terapeutico: la terapia cellulare delle malattie cardiovascolari. Gli studi preclinici e i primi trial clinici
hanno suscitato grandi attese, che perd vanno confermate da studi clinici pitt ampi, multicentrici, randomizzati e controllati,
che possono rispondere alle domande ancora aperte in tema di terapia cellulare: quali pazienti con infarto miocardico acuto
possono realmente beneficiare di tale terapia, qual e la tempistica migliore dall’evento acuto per la somministrazione dei pre-
parati cellulari, quali sono le cellule piu adatte, qual e la miglior via di somministrazione. Solo la stretta collaborazione tra
ricerca di base e ricerca clinica potra dare risultati apprezzabili e dirimere la reale utilita di tale promettente nuovo approc-
cio terapeutico. e in tale contesto che il nostro Centro si sta muovendo in questo periodo storico nel campo della ricerca cli-
nica.

Parole chiave: Cellule staminali, Infarto miocardico acuto, Terapia cellulare

The possibility of regenerating or repairing the injured myocardium after acute myocardial infarction through autologous
bone marrow stem cells administration and the recent identification of stem cells within the adult heart have opened the door
to the “cell therapy for cardiac disease”. However, the great expectation generated from the results of the preclinical studies
and the early phase clinical trials must be confirmed by randomised, controlled clinical trial, that could answer the opened
question related to such a therapy: who (patients), when (timing), what (type of cells), way (way of administration). Along
with basic studies designed to show the mechanisms of action of cell therapy, parallel intermediate sized, randomised, pla-
cebo-controlled clinical trials are needed to confirm basic findings or redirect basic research according to their results. Our
Center is moving in this historical phase of the cell therapy clinical research.

Key words: Acute myocardial infarction, Cells therapy, Stem cells

PREMESSE FISIOPATOLOGICHE tata rigenerazione possa occorrere in particolari situa-

zioni fisiopatologiche mediante il reclutamento di cel-

L’assunto secondo cui il cuore sia un organo costi- lule staminali residenti e circolanti.> La descrizione

tuito da miociti differenziati e incapace di una rige- di meccanismi di riparazione endogena in pazienti con

nerazione cellulare negli ultimi anni e stato messo in infarto miocardico, malattia coronarica avanzata o

discussione: pare sempre pill evidente che una limi- scompenso cardiaco suggerisce che la rigenerazione
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cardiaca possa essere un obiettivo terapeutico in tali
contesti patologici.

11 presupposto fisiopatologico della terapia cellulare
é rappresentato dalla plasticita delle cellule staminali
adulte.? Le cellule staminali sono in grado di auto-
rinnovarsi, trasformarsi in progenitori cellulari speci-
fici e differenziarsi in linee cellulari specializzate. La
plasticita delle cellule staminali implica che precur-
sori cellulari determinati possano transdifferenziarsi
in tipologie cellulari diverse dalla loro linea in rispo-
sta a stimoli microambientali diversi. Nel caso speci-
fico del cuore, cellule staminali ematopoietiche qua-
lora trapiantate nel miocardio, in modelli sperimen-
tali murini di ischemia miocardica acuta, possono
transdifferenziare in cardiomiociti e strutture vasco-
lari con conseguente miglioramento della funzione car-
diaca e della sopravvivenza.* In alternativa alla trans-
differenziazione delle cellule staminali & stato propo-
sto come meccanismo per spiegare gli effetti dell’im-
pianto di cellule staminali nel miocardio patologico
quello della fusione cellulare.>¢ In realta, i meccani-
smi fini alla base degli effetti funzionali del trapianto
cellulare possono essere ben pitt complessi e articolati
di quelli sopra esposti: le cellule staminali possono rila-
sciare ligandi angiogenetici, esercitare effetto protet-
tivo antiapoptotico nei confronti dei cardiomiociti,
indurre la proliferazione di cardiomiociti endogeni
mediante reclutamento di cellule staminali cardiache
residenti.” 1!

Indipendentemente dal meccanismo fisiopatolo-
gico e biocellulare, vi & comunque consenso scienti-
fico che la terapia cellulare abbia il potenziale di
migliorare la perfusione e la funzione contrattile del
miocardio patologico.

DATI ACQUISITI: GLI STUDI
CLINICI

In ambito clinico alcuni studi di fase 1 e fase 2 hanno
dimostrato la fattibilita e i potenziali benefici clinici
della terapia cellulare nelle sindromi coronariche acute
e croniche.! I risultati ottenuti nell'uomo suggeriscono
che una rigenerazione miocardica e una neoangioge-

nesi possano conseguire quale effetto diretto o indi-
retto dell'iniezione intracoronarica o intramiocardica
(epicardica o endocardica) di cellule staminali derivate
dal midollo osseo.

Tali studi nascono sulla scorta dei dati incoraggianti
della ricerca di base e sono stati dapprima mirati a
verificare fattibilita e sicurezza della terapia cellulare
nell’infarto miocardico acuto (fase 1), quindi a valu-
tarne l'efficacia con un gruppo di controllo (fase 2).
Tutti gli studi clinici hanno incluso pazienti con infarto
miocardico acuto trattati con angioplastica primaria
con impianto di stent, le cellule staminali sono state
infuse per via intracoronarica usando cateteri a pal-
loncino con interruzioni temporanee di flusso. In tali
studi sono state utilizzate sia cellule staminali osteo-
midollari non selezionate (cellule mononucleari, MNC)
sia popolazioni cellulari selezionate. I dati di rilievo
di tali studi clinici sono riportati nella Tabella 1.

Studi clinici condotti con cellule
osteomidollari non selezionate

Relativamente agli studi clinici condotti con cellule
osteomidollari non selezionate comprendenti le frazioni
staminali (tutte le cellule nucleate o solo la frazione cel-
lulare mononucleata),'>!” l'esperienza combinata di
pitt di 100 pazienti trattati consente di affermare che
lI'inoculazione intracoronarica di tali cellule e sicura sia
nel breve sia nel medio termine. Non sono state rife-
rite complicanze emorragiche durante o dopo la rac-
colta del midollo osseo. L'infusione intracoronarica di
cellule mononucleari osteomidollari non ha comportato
alterazioni ischemiche miocardiche peri- o postproce-
durali, né reazioni inflammatorie sistemiche (non sono
stati osservati ulteriori e significativi rialzi enzimatici e
della proteina C reattiva), né sono stati evidenziati
aumentati tassi di ristenosi postangioplastica o di arit-
mie ventricolari. Non sono state evidenziate calcifica-
zioni intramiocardiche o sviluppo di neoplasie. Tutti gli
studi!?16 hanno dimostrato un miglioramento della ci-
nesi regionale, nei tre studi con casistica pitt ampia!3-16
e stato descritto un aumento della frazione di eiezione
anche se solo uno di questi prevedeva un gruppo di
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[ |
controllo randomizzato,’® i miglioramenti della fra- PROBLEMATICHE APERTE
zione di eiezione in tale studio erano dovuti essenzial-
mente a un miglioramento della cinesi regionale a La terapia cellulare, quindi, viene vista con sempre
livello della cosiddetta “border zone”. maggior interesse nel contesto della terapia della car-
Molto recentemente sono stati pubblicati sul New diopatia ischemica in generale, e dell’infarto miocar-

England Journal of Medicine 2 studi clinici randomizzati dico acuto in particolare, soprattutto nei casi in cui anche
sull'utilizzo di cellule staminali mononucleate nei la miglior terapia meccanica e farmacologica non
pazienti con infarto miocardico acuto dopo angiopla- possa consentire il recupero funzionale del miocardio
stica primaria.®? Lo studio ASTAMIL,!® condotto in Ccompromesso.
Scandinavia, non ha evidenziato benefici statistica- Allo stato attuale pero ¢ ancora da chiarire:
mente significativi dal trattamento con cellule stami- ® Quali siano i pazienti che maggiormente possono bene-
nali osteomidollari mononucleate, infuse per via intra- ficiare di tale trattamento. B possibile che ne possano
coronarica dopo infarto miocardico acuto trattato con beneficiare diverse tipologie di pazienti con car-
angioplastica primaria. Va sottolineato pero che la scelta diopatia acuta e cronica. I dati clinici pit rilevanti
del timing del trattamento (prime 24 ore) e dei pazienti sono stati sviluppati in pazienti con infarto mio-
inclusi (pazienti con frazione di eiezione media postin- cardico acuto mediante studi di fase 1 e 2 preva-
fartuale nei limiti di norma) puo aver condizionato nega- lentemente mirati a valutazioni di fattibilita e sicu-
tivamente l'esito della terapia sperimentale. L'altro rezza.! In tale contesto clinico, appare intuitivo che
recente studio randomizzato relativamente ampio ¢ lo possano beneficiare maggiormente di tale approc-
studio REPAIR-AMI.? Tale trial ha visto I’arruolamento cio terapeutico i pazienti con grave compromissione
di 204 pazienti con infarto miocardico acuto e angio- della funzione miocardica, nonostante 1’applica-
plastica primaria, trattati in maniera randomizzata con zione della miglior terapia medica e interventistica
inoculazione di cellule mononucleari osteomidollari disponibile, ma le evidenze sperimentali cliniche a
(in media 2,4 x 10°), per via intracoronarica, in media tale riguardo sono del tutto iniziali. Esistono attual-
a 4 giorni dall’evento acuto. E stato descritto un miglio- mente solo pochi studi clinici gia condotti in pazienti
ramento significativo della frazione di eiezione globale con cardiopatia ischemica cronica e con scompenso
del ventricolo sinistro dell’ordine del 5% in assenza di cardiaco cronico con risultati incoraggianti ma talora
eventi avversi maggiori. Il beneficio era tanto piu evi- contrastanti.!
dente nei pazienti con frazione di eiezione depressa ® Quali siano le migliori modalita di trapianto cellulare.
(<50%) e nei casi in cui 1'inoculazione intracoronarica Le vie possibili sono la intracoronarica, I'intramio-
avveniva dopo la 5? giornata dall’evento acuto.? cardica epi- o endocardica, 'endovenosa sistemica

e la transvenosa coronarica. Finora la tecnica di pre-

lievo e trapianto cellulare piti diffusa, che pare
Studi clinici condotti con cellule risultare il miglior compromesso tra efficacia e com-
osteomidollari selezionate, plessita di esecuzione e che ha dimostrato i risul-
puriﬁcate e arricchite tati pitt incoraggianti nei pazienti affetti da infarto

miocardico acuto, e stata quella dell’aspirazione in

Solo due studi clinici randomizzati sono stati con- anestesia locale o generale dalla cresta iliaca di cel-
dotti con linee cellulari selezionate (cellule staminali lule midollari autologhe, 'isolamento e la purifi-
mesenchimali osteomidollari'” o precursori endoteliali cazione delle cellule mononucleari ex vivo e la re-
CD133 osteomidollari'®) con risultati contrastanti e non inoculazione delle stesse per via intracoronarica.l
definitivi. La scarsa numerosita della popolazione Una tecnica alternativa, ma con risultati pit1 con-
trattata, pertanto, non consente di trarre indicazioni troversi, € rappresentata dalla mobilizzazione di cel-
definitive. lule staminali osteomidollari con citochine, in par-
79
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ticolare G-CSF o GM-CSFL. E possibile inoltre che
la strategia migliore non sia I'utilizzo di una moda-
lita univoca in tutti i contesti clinici: & verosimile
che la via intracoronarica sia la migliore nel conte-
sto dell'infarto miocardico acuto, mentre le altre
metodiche di inoculazione intracardiaca, endocar-
dica transcatetere o epicardica per via chirurgica a
cielo aperto, o di mobilizzazione con citochine (G-
CSF e/o GM-CSF) possano avere un ruolo nei
pazienti con cardiopatia ischemica o scompenso car-
diaco cronico.

Quali siano le migliori linee cellulari da utilizzare a scopo
terapeutico. Un approccio pragmatico ha visto 1'uti-
lizzo, nella maggior parte degli studi clinici finora
condotti, di cellule di derivazione midollare mono-
nucleate non frazionate che contengono basse per-
centuali di diverse popolazioni di precursori cellu-
lari: cellule staminali ematopoietiche, precursori
endoteliali, cellule mesenchimali. La semplicita del
prelievo e della manipolazione ex vivo, che non
richiedono strumentazioni e procedure di labora-
torio complesse, € stata considerata il possibile van-
taggio dell’utilizzo di cellule midollari non frazio-
nate. Pochissimi studi hanno visto I'impiego di
popolazioni cellulari purificate, né vi sono ancora
studi di confronto delle diverse capacita rigenera-
tive di varie popolazioni cellulari purificate. Sono
diverse le popolazioni di precursori cellulari uti-
lizzabili a scopo terapeutico. Le cellule CD34 sono
identificate dall’espressione sulla membrana pla-
smatica di tale marcatore che individua una popo-
lazione di precursori cellulari ematopoietici teori-
camente in grado di transdifferenziare in miociti o
cellule vascolari o di stimolare per effetto paracrino
mio- e angiogenesi. Una piccola percentuale di cel-
lule CD34 risulta positiva anche per il marcatore di
membrana CD133. I progenitori cellulari endoteliali sono
stati originariamente descritti dall’espressione sulla
membrana plasmatica dei marcatori ematopoietici
CD133 e CD34 e dal marcatore endoteliale VEGFR-
2 (vascular endothelial growth factor receptor-2 o KDR),
nonché dalla loro capacita di essere incorporati in
siti di neovascolarizzazione e di differenziarsi in cel-
lule endoteliali in situ.2! E stata descritta anche

un’ulteriore e differente linea di precursori endo-
teliali. Alcuni studi di espansione cellulare in vitro
e anche uno studio svolto presso il nostro Centro
su campioni ematologici di pazienti con infarto
miocardico acuto trattati in modo convenzionale o
sottoposti a mobilizzazione terapeutica con cito-
chine?>?3 hanno dimostrato I'esistenza di una popo-
lazione di precursori cellulari mononucleari CD14
positivi, CD 34 negativi, KDR positivi, con capacita
precursore endoteliale-simile e in grado di mediare
la loro capacita angiogenetica mediante il rilascio
di fattori paracrini.?*?> Le cellule CD133 sono carat-
terizzate dall’espressione sulla membrana plasma-
tica di tale marcatore. Questo marcatore & espresso
sia sulle cellule staminali ematopoietiche sia sui pre-
cursori cellulari endoteliali, entrambi in grado di
promuovere la vascolarizzazione dei tessuti ische-
mici.?¢ Le cellule CD133 sono in grado di integrarsi
in siti di neovascolarizzazione e di differenziarsi in
cellule endoteliali mature. Dal momento che l'e-
spressione del CD133 viene persa nelle cellule di
linea mielomonocitica, questo marcatore fornisce un
metodo efficace per distinguere i vari precursori
endoteliali CD133 dai precursori endoteliali di deri-
vazione monocitaria CD14/KDR. Poiché le cellule
CD133 rappresentano meno dell'1% delle cellule
midollari mononucleate solo un numero limitato di
tali cellule puo essere ottenuto per essere utilizzato
a scopo terapeutico. Le cellule mesenchimali rappre-
sentano una rara popolazione di cellule CD34 e
CD133 negative presenti nello stroma del midollo
osseo (e negli altri tessuti mesenchimali), e sono 10
volte meno numerose delle cellule staminali osteo-
midollari. Le cellule mesenchimali sono in grado di
differenziare in osteociti, condrociti e adipociti. La
differenziazione di cellule mesenchimali in cardio-
miociti e stata osservata in specifiche condizioni col-
turali e dopo iniezione nel miocardio di modelli ani-
mali sani e infartuati.?’2? Qualora iniettate nel tes-
suto miocardico infartuato, in condizioni speri-
mentali le staminali mesenchimali sono in grado di
migliorare la cinetica parietale regionale e di pre-
venire il rimodellamento del tessuto non infar-
tuato.?>-30 Al contrario, non sono noti gli eventuali
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effetti di tali cellule sulla perfusione miocardica. I
mioblasti scheletrici o cellule satelliti sono precursori
cellulari normalmente quiescenti a livello delle fibre
muscolari adulte. I mioblasti possono essere isolati
dalle biopsie muscolari scheletriche ed espansi in
vitro; essi sono in grado di sviluppare le proprieta
delle cellule muscolari striate qualora trapiantati a
livello di cicatrici infartuate e di migliorare la per-
formance miocardica pur non sviluppando pro-
prieta di eccitazione-conduzione.! Le cellule stami-
nali cardiache residenti possono essere espanse in vitro
da biopsie miocardiche umane e qualora injettate
in modelli sperimentali di infarto nell’animale
paiono essere in grado di promuovere la formazione
di cardiomiociti e cellule vascolari con conseguente
miglioramento della funzione sistolica globale.3!
Le ricerche con 1'utilizzo di tali cellule sono in fase
del tutto iniziale e qualora i risultati suddetti siano
riproducibili le cellule staminali cardiache parreb-
bero essere una grande promessa per la terapia cel-
lulare del cuore.

Quale sia il momento migliore per l'inoculazione dall’e-
vento acuto. 11 substrato miocardico e ’andamento
della riparazione tissutale e del rimodellamento
miocardico dopo infarto determinano il momento
ottimale per I'applicazione cellulare. In seguito a una
massiva mionecrosi ed emorragia il miocardio riper-
fuso e rapidamente invaso da leucociti e mast-cel-
lule, con generazione di matrice contenente fibrina
con un picco tra 24 e 72 ore. Dopo 7-10 giorni dal-
l'infarto miocardico la rimozione dei miociti necro-
tici avviene in parallelo a una riduzione dei neu-
trofili e dei monociti, con inizio della granulazione
dopo 3 settimane e la completa formazione della
cicatrice dopo 6 settimane. Il numero di cellule sta-
minali circolanti mostra un picco e progressivamente
decresce tra 7 e 14 giorni dopo l'infarto.3>33 Tale picco
coincide con l'espressione di fattori che modulano
la chemiotassi e 1’adesione cellulare. Il precoce
aumento nel tessuto infartuato di radicali liberi del-
l'ossigeno puo condizionare la sopravvivenza cel-
lulare, mentre le citochine infiammatorie (TNF-q,
IL-1B, IL-6, IL-10) con il loro effetto pleiotropico pos-
sono contribuire alla sopravvivenza o alla distru-

81

zione dei miociti: indipendentemente dalle pro-
prieta di ciascuna citochina, spesso contrastanti, e
il bilanciamento degli effetti infiammatori e antin-
fiammatori che regola in modo fine il rimodellamento
della matrice cellulare, la crescita vascolare e gli eventi
critici per la sopravvivenza e la funzione di even-
tuali cellule staminali impiantate. In conclusione, il
momento ottimale per il trapianto cellulare & pro-
babilmente definito dall’equilibrio tra citochine faci-
litanti e citochine proinfiammatorie potenzialmente
dannose con 1'’homing e la sopravvivenza cellulare.
Considerato 1'andamento dei processi riparativi
dopo infarto miocardico e l'espressione di multipli
fattori, la probabilita piu alta di un ottimale attec-
chimento e sopravvivenza di eventuali cellule sta-
minali trapiantate appare tra il 3° e il 10° giorno
dall’infarto miocardico.3*

CONCLUSIONI

La terapia cellulare dell’infarto miocardico acuto e
un campo di ricerca clinica e di base in attivo fermento.
Molti sono i punti ancora da chiarire prima di defi-
nire meccanismi d’azione, tipologie di trattamento e
categorie di pazienti che possano beneficiarne. Il nostro
Centro é attivamente impegnato proprio in tale set-
tore di ricerca clinica, mediante collaborazione con
Centri per la ricerca di base, la promozione di proto-
colli clinici randomizzati e multicentrici, e I’attiva par-
tecipazione nel Gruppo di Studio per la terapia cel-
lulare della Federazione Italiana di Cardiologia.
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