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ABSTRACT

Heart failure is the leading cause of death worldwide, due to the limited capacity of the adult heart to regenerate. Today, the treatment of heart
failure is based on the use of devices, pharmacological therapy of symptoms, and heart transplantation. However, these approaches do not rep-
resent a long-term solution and the availability of heart donors is inadequate. For this reason, there is great interest in regenerative medicine to
treat heart failure. This review summarizes primary strategies of cardiac regenerative medicine, their present status, and future perspectives and
challenges.

KEYWORDS
Heart failure, heart transplantation, cardiac regenerative medicine, cardiac tissue engineering.

INTRODUZIONE

L'insufficienza cardiaca, o scompenso cardiaco, rappresenta una condizione morbosa che oggi ha raggiunto dimensio-
ni pandemiche con un incremento della prevalenza, della mortalita e della morbidita. Il motivo per cui ancora oggi le
malattie cardiovascolari rappresentano la principale causa di morte in tutto il mondo risiede, in parte, nella limitata
capacita del cuore adulto di rigenerarsi. Nel corso degli ultimi decenni si é cercato di comprendere quali fossero i fatto-
ri e i meccanismi responsabili del limitato potenziale rigenerativo cardiaco nell'uomo. A differenza di quanto accade
nel mammifero adulto, dove il danno a carico del miocardio si traduce nella necrosi dei miocardiociti, nella fibrosi e
nell'insufficienza cardiaca, nel mammifero neonato la capacita dei miocardiociti di proliferare non viene persa, alme-
no nei primi giorni di vita. Haubner et al. riportano che anche il miocardio dei neonati umani é in grado di rigenerare
in seguito a infarto rispetto a quello degli adulti grazie alla capacita dei miocardiociti maturi di de-differenziare nello
stato di progenitore e di proliferare, analogamente a quanto accade nei vertebrati inferiori (1-2). Tuttavia, dopo la pri-
ma settimana di vita, il danno a carico del miocardio non si traduce nella proliferazione dei miocardiociti, bensinella
fibrosi del tessuto cardiaco (2-3).

La ricerca condotta negli ultimi due decenni ha evidenziato che uno dei fattori responsabili del limitato potenziale
rigenerativo cardiaco nei mammiferi e rappresentato dall’attivita del sistema immunitario (Fig. 1). In seguito a un
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Sono molteplici i fattori che limitano il potenziale rigenerativo del cuore nei mammiferi adulti, tra cui la risposta inflammatoria
acuta chesiinnescain seqguito all'infarto del miocardio con produzione di ROS e citochine e altri fattori che entrano in gioco subito
dopo la nascita. Tra questi ultimi compaiono (i) i ROS derivanti dalla respirazione aerobica e dall'alimentazione enterale, (ii) la ma-
turazione del sistema immunitario innescata dai cambiamenti nel microbioma intestinale e dall'esposizione ai patogeni, responsa-
bile, a sua volta, dello shift della risposta inflammatoria post-lesione verso la fibrosi, (iii) I'istaurarsi del ritmo circadiano attraverso
I'attivazione di specifici geni responsabili anche della soppressione del ciclo cellulare dei miocardiociti, e (iv) 'aumento dei livelli di
ROS derivanti dall'intensificarsi dei tassi metabolici per effetto dell'aumento dei livelli di ormoni tiroidei.
Oggi, il trattamento dello scompenso cardiaco si basa principalmente (i) sul trapianto di cuore, (ii) sull'utilizzo dei dispositivi per il
supporto meccanico della funzione ventricolare e (iii) sulla terapia farmacologica. Tuttavia, questi approcci non prevengono la pro-
gressione dello scompenso cardiaco, e la loro applicazione é limitata da una serie di problematiche e complicanze, tra cuila scarsa
disponibilita dei donatori di cuore, il rischio di emorragie e trombosi e il trattamento solo sintomatico, rispettivamente.
Per questo motivo, nel corso degli ultimi anni, la ricerca si sta concentrando su nuovi approcci tra cui (i) la terapia cellulare con
diversi tipi di cellule, (ii) la modulazione della proliferazione dei miocardiociti attraverso I'utilizzo dei non-coding RNA, sia miRNA
che IncRNA e (iii) I'ingegneria tissutale per I'ottenimento di un organo ingegnerizzato a partire da cellule (es. miocardiociti e cellule
endoteliali), matrici (es. collagene e Matrigel™) e fattori di crescita.
INcRNA, long non-coding RNA; miRNA, microRNA; ROS, specie reattive dell'ossigeno.
Figura creata utilizzando il software BioRender.

MODULAZIONE DELLA PROLIFERAZIONE
DEI MIOCARDIOCITI CON NON CODING RNA

—

infarto del miocardio, il sistema immunitario innato avvia una risposta infiammatoria acuta caratterizzata dal re-
clutamento di neutrofili e monociti (4): i primi rilasciano specie reattive dell'ossigeno (ROS) e citochine, responsabili a
loro volta dell'infiammazione nel cuore (5), i secondi si differenziano nei sottotipi M1 ed M2, in grado di secernere altre
citochine proinfiammatorie e di attivare i fibroblasti, con successiva secrezione di proteine della matrice extracellula-
re e formazione di tessuto cicratiziale (6). I vertebrati inferiori, invece, mostrano il reclutamento di eosinofili (7) in gra-
do di secernere citochine antinfiammatorie, innescando cosi un processo rigenerativo anziché fibrotico nel cuore (8).
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Numerosi altri meccanismi sono stati poi identificati come responsabili della perdita del potenziale rigenerativo del
cuore nei mammiferi dopo la nascita. Il passaggio dalla respirazione anaerobica a quella aerobica dopo la nascita
porta ad un aumento della produzione dei ROS responsabili del danno a carico del DNA, con conseguente arresto del
ciclo cellulare dei miocardiociti (9). Allo stesso modo, la transizione dalla nutrizione placentare a quella enterale, con
latte materno contenente livelli piu elevati di acidi grassi, stimola la maturazione mitocondriale, nonché il rilascio
dei ROS (9-10), reputati a loro volta responsabili anche delle modifiche dell’espressione dei geni deputati al control-
lo del ciclo cellulare dei miocardiociti (11). Un altro importante meccanismo é rappresentato dalla maturazione del
sistema immunitario innescata dai cambiamenti nel microbioma intestinale e dall’esposizione ai patogeni dopo la
nascita e responsabile, a sua volta, dello shift della risposta infiammatoria post-lesione verso la fibrosi con riduzione
del potenziale rigenerativo e angiogenico (12-13). Inoltre, dopo la nascita si assiste anche ad un aumento dei livelli di
ormoni tiroidei al fine di incrementare i tassi metabolici necessari per il mantenimento della temperatura al di fuori
dell’'utero attraverso il signaling beta-adrenergico (14). Tutto questo si traduce nell'inibizione della proliferazione dei
miocardiociti (15). Dopo la nascita si assiste anche all’istaurarsi del ritmo circadiano attraverso l'attivazione di due
geni, Period1 e Period2, da parte del sistema nervoso simpatico, responsabili anche della soppressione del ciclo cellu-
lare dei miocardiociti (16). Tuttavia, l'istaurarsi del ritmo circadiano sembra essere fondamentale per la promozione
della maturazione dei miocardiociti (17-18).

Nonostante i miglioramenti nella definizione degli standard of care e le innovazioni sia nel campo della farmacoterapia
che in quello della cardiochirurgia, non esiste ancora un trattamento in grado di prevenire in maniera efficace la
progressione dell'insufficienza cardiaca. A questo si aggiungono le complicanze legate all'utilizzo dei dispositivi per il
supporto meccanico della funzione ventricolare, tra cuile emorragie e le trombosi (Fig. 1). Lunico trattamento in grado
diripristinare la funzionalita cardiaca compromessa é rappresentato dal trapianto di cuore. Tuttavia, la disponibilita
di donatori di cuore é sempre piu sproporzionata rispetto alla loro richiesta. Per questo motivo nel corso degli ultimi
anni la ricerca ha focalizzato l'attenzione sul campo delle terapie rigenerative finalizzate alla sostituzione del tessuto
miocardico danneggiato e al ripristino della funzionalita cardiaca compromessa.

Il settore della terapia rigenerativa cardiaca ha compiuto passi da gigante negli ultimi 25 anni abbracciando diverse
branche, tra cui la terapia cellulare, I'induzione e la regolazione della proliferazione dei miocardiociti attraverso I'u-
tilizzo dei non-coding RNA e l'ingegneria tissutale (Fig. 1). Lo scopo di questa rassegna é quello di fare un punto della
situazione di ognuna di queste strategie, evidenziando anche i limiti attuali e le sfide future.

TERAPIA CELLULARE

La terapia rigenerativa cardiaca basata sull'utilizzo di cellule si basa, ad oggi, su numerosi tipi di cellule adulte, le qua-
li vengono differenziate in miocardiociti maturi e fatte integrare con il miocardio danneggiato con l'obiettivo finale di
migliorare la funzionalita cardiaca (Fig. 1).

Cellule derivate dal midollo osseo

Le cellule staminali derivate dal midollo osseo sono state studiate in numerosi trials clinici al fine di verificare la loro
capacita di differenziarsi in miocardiociti maturi (19-20). Il forte entusiasmo iniziale per l'utilizzo di queste cellule,
legato alla loro capacita di differenziarsi in diversi tipi cellulari, é stato negli ultimi anni smorzato dalle numerose
metanalisi che, pur avendo da una parte dimostrato che le cellule staminali derivate dal midollo osseo hanno un buon
profilo di sicurezza, con pochi effetti avversi e con bassissimo rischio di aritmie, hanno d’altra parte evidenziato come
il beneficio clinico sia modesto con un miglioramento soltanto lieve della funzionalita del ventricolo sinistro (21-22).
Pertanto, la tesi maggiormente accreditata ad oggi e che i benefici della terapia rigenerativa cardiaca con cellule del
midollo osseo siano dovuti principalmente a un effetto paracrino sul cuore, con un potenziamento dell’angiogenesi,
piuttosto che alla generazione di nuovi miocardiociti (19). Oggi, quindi, il midollo osseo non é piu considerato una
sorgente di nuovi miocardiociti.
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Adipociti e cellule staminali adipose

Numerosi studi hanno suggerito che anche il tessuto adiposo puo rappresentare una sorgente di cellule staminali
adulte multipotenti (23-26). Tuttavia, due tra i trials clinici piu estesi, PRECISE e ATHENA, pur dimostrando che le
cellule con potenziale rigenerativo provenienti dal tessuto adiposo attraverso la liposuzione sono sicure quando infuse
per via transendocardica nel miocardio di pazienti affetti da cardiomiopatia ischemica, non hanno evidenziato un
miglioramento significativo della funzionalita cardiaca (27-28). Inoltre, ad oggi non ci sono evidenze riguardanti la
capacita degli adipociti e delle cellule staminali residenti nel tessuto adiposo di transdifferenziare in miocardiociti.

Cellule derivate dalle cardiosfere (CDC)

Negli ultimi anni la ricerca ha focalizzato l'attenzione anche sulle cellule derivate dalle cardiosfere (CDC), una classe
di cellule stromali cardiache multipotenti (29), in grado di stimolare i meccanismi endogeni di riparazione cardiaca
(reclutamento di cellule staminali c-kit", angiogenesi) e di attenuare il rimodellamento avverso del cuore (30) quando
iniettate nel miocardio infartuato di modelli animali sperimentali, sia di piccola che di grande taglia (31-35). Tutta-
via, nonostante questi risultati promettenti, il trial clinico ALLSTAR (Intracoronary ALLogeneic heart STem cells to
Achieve myocardial Regeneration), condotto con I'obiettivo di valutare la sicurezza e I'efficacia dell'infusione intraco-
ronarica delle CDC allogeniche in pazienti con disfunzione ventricolare sinistra post-infarto, ha dimostrato che, pur
essendo l'utilizzo di queste cellule sicuro e pur riducendo i volumi del ventricolo sinistro e i livelli del peptide natriure-
tico terminale (NT-proBNP), non consente la riduzione delle dimensioni del tessuto cicatriziale rispetto al placebo a 6
mesi dall'infarto (36). Similmente, il trial clinico CADUCEUS (Cardiosphere-Derived Autologous Stem Cells to Reverse
Ventricular Dysfunction) ha dimostrato che se da una parte la somministrazione di CDC autologhe tramite infusione
intracoronarica in pazienti con infarto acuto del miocardio consente un miglioramento in termini di dimensione del
tessuto cicatriziale e dello spessore della parete ventricolare sinistra, dall’altra non modifica significativamente i vo-
lumi telediastolici o telesistolici del ventricolo sinistro e la frazione di eiezione (37).

Cellule staminali pluripotenti

Negli ultimi due decenni, la medicina rigenerativa cellulare cardiaca ha compiuto un ulteriore passo in avanti con
lo studio dei cardiomiociti derivanti dal differenziamento delle cellule staminali adulte pluripotenti (PSC-CM). Gli
studiinvivo iniziali condotti su modelli sperimentali animali di piccola taglia hanno mostrato risultati promettenti
nel ripristino della funzionalita cardiaca dopo infusione di PSC-CM (38). Tuttavia, studi pre-clinici su animali di
grande taglia hanno evidenziato un rischio di aritmie ventricolari dovute all’automaticita dei PSC-CM immaturi
nelle prime settimane dopo l'infusione (39-42). La terapia farmacologica e/o I'induzione della maturazione in vitro
dei PSC-CM prima dell'infusione invivo, insieme alla purificazione finalizzata all'allontanamento delle cellule pace-
maker, potrebbero ridurre il rischio dell'insorgenza delle aritmie (43). Il trial ESCORT (Embryonic Stem Cell-derived
Progenitors in Severe Heart Failure) rappresenta il primo studio clinico in cui sono state infuse PSC-CM in pazien-
ti con grave insufficienza cardiaca a seguito di infarto del miocardio attraverso l'utilizzo di un patch epicardico
(44). Tutti i pazienti arruolati nello studio hanno mostrato un miglioramento della funzione sistolica delle regioni
trattate. Soltanto uno di questi pazienti ha sviluppato aritmie in seguito all'uso del patch epicardico, a differenza
della maggior parte dei modelli animali che ha manifestato aritmie negli studi preclinici in seguito all'infusione
intramiocardica (39-41). Quest’ultimo dato ha suggerito che anche la modalita di somministrazione puo incidere
sul rischio di manifestazione di aritmie cardiache. La risoluzione della problematica delle aritmie che si verificano
subito dopo il trapianto potrebbe rappresentare un passo importante per la traslazione di questo approccio terapeu-
tico innovativo nella pratica clinica.

Le sfide future della terapia rigenerativa cellulare cardiaca
Pur avendo compiuto passi da gigante negli ultimi anni, le sfide che la terapia rigenerativa cellulare deve ancora af-

frontare sono numerose, tra cui l'individuazione di un protocollo efficiente di differenziamento in senso miocardioci-
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tico e di purificazione in grado di allontanare le cellule pacemaker contaminanti ritenute responsabili dell'insorgenza
delle aritmie ventricolari transitorie, chiamate aritmie da attecchimento (EA, Engraftment Arrhythmias), I'incre-
mento della percentuale di ritenzione e di sopravvivenza delle cellule infuse nel microambiente ischemico e l'evasione
dal sistema immunitario in modo da ridurre o eliminare la necessita di ricorrere alla terapia immunosoppressiva nel
post-trapianto (45). Per quanto concerne quest’ultimo punto, alcuni ricercatori stanno sperimentando il knock down
delle molecole HLA di classe I coinvolte nel rigetto nel trapianto allogenico attraverso la presentazione degli antigeni
alle cellule T CD8*(46-48). Tuttavia, le cellule negative per I'HLA di classe I vengono riconosciute ed eliminate dalle
cellule natural killer (NK), motivo per cui si stanno anche ingegnerizzando delle linee di cellule staminali embrionali
in modo che siano non immunogeniche e che overesprimano anche le proteine HLA-E, inibitrici della lisi cellulare da
parte delle cellule NK. Un ulteriore approccio sperimentale che consentirebbe di evitare la terapia immunosoppressiva
post-trapianto risiede nella riprogrammazione diretta dei non-cardiomiociti in cardiomiociti nel cuore. In partico-
lare, é stato dimostrato che la trasduzione di tre fattori di trascrizione, Gatagq, Mef2c e Tbxs (CMT), nei fibroblasti
cardiaci neonatali di topo é in grado di riprogrammare direttamente queste cellule in cardiomiociti (49) e che l'editing
genetico di questi stessi fattori GMT con i retrovirus, con (50) o senza (51) I'aggiunta del fattore di trascrizione Handz,
puo dirigere la transdifferenziazione da fibroblasto a cardiomiocita nei topi in vivo. Per quanto concerne i fibroblasti
umani, questi sono pit difficili da riprogrammare in cardiomiociti rispetto ai fibroblasti cardiaci neonatali di topo,
richiedendo fattori aggiuntivi (CMT + ESSRG, MESP1, MYOCD e ZEPM2 in (52), CMT + Hand2, T-boxs, miocardina, mi-
croRNA-1 (miR-1) e miR-133 in (53), 0 GMT + miR-133 in (54)).

Per quanto riguarda, invece, la problematica delle EA, in uno studio recente Marchiano et al. hanno effettuato nei
PSC-CM il knock down dei geni associati alla depolarizzazione, HCN4, CACNA1H e SLC8A1, insieme alla sovraespres-
sione di KCNJ2, associato all'iperpolarizzazione, creando cosi delle cellule che mancano di automatismo, ma che si
contraggono quando stimolate esternamente. Quando trapiantate queste cellule sono in grado di integrarsi con i car-
diomiociti ospiti senza causare EA sostenute (55).

Ulteriori studi saranno necessari per dimostrare e assicurare la sicurezza e I'efficacia di questi approcci sperimentali.

NON CODING RNA E REGOLAZIONE DELLA PROLIFERAZIONE DEI CARDIOMIOCITI

Fino a poco tempo fa si pensava che i miocardiociti maturi dei mammiferi fossero incapaci di proliferare. Oggi esisto-
no, invece, forti evidenze della capacita dei miocardiociti di rientrare nel ciclo cellulare, seppur con una frequenza che
diminuisce progressivamente con l'eta (56). Numerosi studi stanno dimostrando che tale capacita puo essere poten-
ziata attraverso molteplici interventi, tra cui la regolazione dei fattori di trascrizione (57), l'esposizione a condizioni
ipossiche (58), 'attivazione del signaling di specifici fattori di crescita, tra cuiil fattore di crescita dei fibroblasti (FGF) e
l'interleuchina-6, e di specifiche citochine (59-60) o la modulazione dei regolatori del ciclo cellulare (ciclina D1, ciclina
D2 e p21).

La regolazione delle suddette vie di segnale puo essere ottenuta attraverso varie metodologie, tra le quali la pit inno-
vativa é rappresentata dall'utilizzo dei non-coding RNA (ncRNA). I ncRNA rappresentano dei trascritti che non sono in
grado di codificare per le proteine, ma che svolgono una funzione regolatoria a livello epigenetico, post-trascrizionale
e traduzionale (45). I ncRNA sono classificati in due gruppi a seconda della loro lunghezza: small non-coding RNA
(sncRNA) e long non-coding RNA (IncRNAs) (61). I microRNA (miRNA) rappresentano un tipo specifico di sncRNA, alta-
mente conservati, lunghi 18-22 nucleotidi e in grado di regolare I'espressione genica legandosi alla regione 3™-UTR dei
loro mRNA bersaglio al fine di indurne la degradazione o l'inibizione della traduzione (61). I IncRNA sono lunghi pit
di 200 nucleotidi e mostrano un alto grado di specificita tissutale e di conservazione sia del pattern di espressione che
della struttura del trascritto, pur avendo una sequenza nucleotidica poco conservata (62-65).

Sia i miRNA che i IncRNA sono stati utilizzati per modulare la proliferazione di miocardiociti maturi, offrendo cosi i
presupposti per un nuovo potenziale approccio terapeutico da utilizzare in sinergia con gli altri per la rigenerazione
cardiaca (Fig. 1).
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Il lavoro svolto negli ultimi anni ha classificato i miRNA coinvolti nella regolazione della proliferazione dei miocardio-
citi in miRNA che la promuovono e miRNA che la inibiscono.

Per quanto concerne i miRNA coinvolti nella promozione della proliferazione dei miocardiociti, si e cercato di com-
prendere quali fossero i meccanismi molecolari attraverso i quali essi svolgono il loro ruolo. Una caratteristica comune
della maggior parte di questi miRNA é l'attivazione del cofattore trascrizionale YAP, il quale viene mantenuto inattivo
attraverso la fosforilazione da parte di una cascata di chinasi, quali TAOK1, MST1/2 e LATS1/2, il riconoscimento da
parte dell’'ubiquitina ligasi B-TrCP E3 e la successiva degradazione proteosomiale (66-69). In particolare, il miR-302/367
down-regola MST1, LATS2 e MOB1, mentre il miR-199a-3p down-regola TAOK1 e B-TrCP (70). Oltre all’attivazione di
YAP, i miRNA coinvolti nella promozione della proliferazione dei miocardiociti hanno come target l'inibitore ciclina
chinasi-dipendente p21 (71) o 'oncosoppressore PTEN (72,73). Un’altra caratteristica di questi miRNA é quella di regola-
re la polimerizzazione dell’actina. In particolare, i miRNA 199a-3p, 1825 e i miRNA della famiglia 302, down-regolano
la Cofilin2 (74-75) coinvolta, a sua volta, nell'inibizione dell’assemblaggio dei monomeri di actina e nella depolimeriz-
zazione dei filamenti di actina (70).

Oltre ai miRNA coinvolti nella promozione della proliferazione, sono stati identificati i miRNA in grado di inibire la
proliferazione dei cardiomiociti. In particolare, sia il miRNA-1 che il miRNA-133 inibiscono la progressione mitotica
attraverso la riduzione dell’espressione della ciclina D1: il miRNA-1 ha come target molecolare diretto la ciclina D1,
mentre il miRNA-133 inibisce la transizione del ciclo cellulare dalla fase G1 alla fase S attraverso Sp1, un mediatore del-
la trascrizione della ciclina D1 (76). E stato dimostrato che il miRNA-133 € in grado anche di controllare i livelli della ci-
clina D2 edi SRF(77). Anche i membri della famiglia dei miRNA-15 (miRNA-15a, miRNA-15b, miRNA-16-1, miRNA-16-2,
miRNA-195 e miRNA-497) regolano negativamente il ciclo cellulare dei miocardiociti maturi, attraverso la modulazio-
ne di numerosi geni, tra cui Cheki, Cdc2a, Bircs, Nusap1 e Spags (78). In particolare, nel modello sperimentale ani-
male é stato dimostrato che I'inibizione della famiglia dei miRNA-15 subito dopo la nascita consente di incrementare
la proliferazione dei miocardiociti anche in eta adulta, nonché di migliorare la funzionalita del ventricolo sinistro
dopo induzione dell'infarto del miocardio (79). Anche miRNA-99/100 partecipano all'inibizione della proliferazione dei
miocardiociti, attraverso la modulazione dei loro target Smarcas ed Fntb (80). In particolare, é stato dimostrato che la
downregolazione di questi miRNA consente l'espressione di GATA4, coinvolta nell'embriogenesi e nella differenziazio-
ne del miocardio e di numerosi altri markers indici di proliferazione cellulare.

La proliferazione dei miocardiociti é controllata anche da numerosi IngRNA. Il IncRNA AZIN2-sv lega il miRNA-214
bloccando la sua funzione inibitoria su PTEN, che a sua volta agisce come inibitore del pathway di PI3K/Akt (81). Per-
tanto, la deplezione di questo IncRNA promuove la proliferazione dei miocardiociti. Il IncRNA CAREL lega e blocca il
miRNA-296 facendo venir meno l'interazione con i suoi mRNA target Trps3inp1 e Itm2a8y7, coinvolti, rispettivamente,
nell’arresto del ciclo cellulare in fase G1 (82) e nell’'espressione di una proteina transmembrana associata all’arresto del
ciclo cellulare in fase G2/M (83). Topi transgenici che overesprimono CAREL nei miocardiociti mostrano alterazioni
del ciclo cellulare e della rigenerazione cardiaca nel periodo perinatale. Il IncRNA NR_045363 rappresenta un IncRNA
altamente conservato che interagisce con il miRNA-216a, che a sua volta inibisce la via di segnale JAK2/STAT3 coin-
volta nella proliferazione cellulare. La sua somministrazione, mediante l'utilizzo di vettori associati ad adenovirus,
inibisce l'apoptosi dei miocardiociti, ne induce la proliferazione e ripristina la funzionalita cardiaca dopo infarto del
miocardio nel topo neonato (84). Anche il IncRNA Sirt1-AS (silent information regulator factor 2 related enzyme 1 an-
tisense) rappresenta un IncRNA pro-proliferativo. Esso si lega alla regione 3>-UTR dell'mRNA che codifica per SIRT1,
aumentandone la stabilita, e questo a sua volta e in grado promuovere la proliferazione cellulare. Infatti, recenti stu-
di hanno dimostrato che Sirt1-AS quando overespresso induce un incremento della proliferazione dei miocardiociti,
un potenziamento della capacita rigenerativa del cuore, e anche una riduzione dell’area cicatriziale e della fibrosi in
seguito a infarto del miocardio (85). Un ulteriore esempio di IncRNA in grado di promuovere la proliferazione dei mio-
cardiociti e rappresentato da ECRAR (Endogenous Cardiac Regeneration-Associated Regulator), coinvolto nella sintesi
del DNA e nella mitosi nei miocardiociti di ratto attraverso il legame e la fosforilazione di ERK1/2, con conseguente
attivazione a valle delle cicline D1 ed E1 e del fattore trascrizionale E2F1 (45). Esperimenti condotti sui modelli animali
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hanno evidenziato come l'overespressione di ECRAR fosse in grado di stimolare la rigenerazione del miocardio, nonché
il recupero della funzionalita cardiaca dopo infarto del miocardio (8s); al contrario, il knockdown di ECRAR inibisce
sia la proliferazione dei miocardiociti che il recupero dopo infarto del miocardio.

E bene sottolineare come i ncRNA con un ruolo regolatorio nei confronti della proliferazione e della rigenerazione
cardiaca noti ad oggi siano davvero numerosi e come alle tipologie suddette vadano aggiunti anche i siRNA, i piRNA
(piwi-interacting RNA) e i circRNA (circular RNA) (86-87). Inoltre, prima che i ncRNA possano essere proposti come
opzione terapeutica innovativa per la rigenerazione del miocardio é necessario che vengano chiariti gli aspetti legati
alla sicurezza e all'efficacia. Infatti, ad oggi, la maggior parte degli esperimenti é stata condotta o in vitro o in vivo su
modelli animali di piccola taglia e, nonostante i risultati promettenti, spesso si verificavano anche la formazione di
masse tumorali o il decesso dell’'animale. Altri aspetti importanti da affrontare negli studi futuri sono legati all'insta-
bilita dei ncRNA, all’effetto off-target in seguito alla loro somministrazione e all’attivazione del sistema immunitario
dell’ospite con produzione di citochine proinfiammatorie e anticorpi.

INGEGNERIA TISSUTALE

Ad oggi gli studi pre-clinici e clinici relativi agli approcci terapeutici basati sull'utilizzo di cellule staminali per la
rigenerazione del miocardio hanno mostrato miglioramenti della funzionalita cardiaca soltanto di lieve entita a
causa di molteplici fattori limitanti, tra cui il basso tasso di ritenzione e sopravvivenza delle cellule infuse nell’area
ischemica, la mancata maturita strutturale e funzionale dei miocardiociti ottenuti dalle cellule staminali, lo scarso
accoppiamento elettromeccanico delle cellule infuse con il tessuto ospite, responsabile a sua volta degli episodi di
aritmie. Oggi, I'ingegneria tissutale cardiaca sta cercando di risolvere queste problematiche mediante la progetta-
zione di un tessuto miocardico ingegnerizzato che consenta una migliore ritenzione delle cellule, promuova la loro
differenziazione e maturazione, fornisca un supporto meccanico al tessuto danneggiato e rappresenti una piatta-
forma per il rilascio controllato di specifici farmaci. Oltre alla scelta della tipologia di cellule da utilizzare, la pro-
gettazione del tessuto miocardico ingegnerizzato pone molta attenzione anche alla scelta della matrice (88) (Fig. 1).
Nello specifico, la scelta e la composizione della matrice sono importanti per assicurare un microambiente idoneo
per la sopravvivenza delle cellule e il loro assemblaggio in strutture tridimensionali (89). Tra le sostanze maggior-
mente utilizzate ad oggi ritroviamo il collagene in virtl delle sue caratteristiche, tra cui la facilita di ottenimento
dal tessuto connettivo e la capacita di fornire un supporto meccanico resistente e con un ruolo pilota nello sviluppo
dell'organo (90-91). Tra le altre sostanze utilizzate ad oggi con successo spiccano la fibrina e il Matrigel™, una mem-
brana basale solubile estratta dal tumore EHS (Engelbreth-Holm-Swarm), un tumore ricco di proteine della matrice
extracellulare (92-93). Per quanto concerne la componente cellulare, il tessuto miocardico ingegnerizzato viene otte-
nuto utilizzando numerosi tipi cellulari, compresi i miocardiociti, le cellule stromali con fenotipo fibroblastoide e le
cellule endoteliali (88). Queste ultime svolgono un ruolo chiave sia intervenendo nel processo di vascolarizzazione,
sia secernendo molecole con effetto paracrino sui miocardiociti fondamentale per la loro sopravvivenza, prolifera-
zione e differenziazione.

In uno dei primi studi di applicazione delle tecnologie di ingegneria tissutale cardiaca é stata utilizzata una matrice
extracellulare ottenuta con biomateriali e arricchita con FCF-p in un modello murino di infarto del miocardio ot-
tenuto con la legatura delle coronarie (94). La valutazione dell'infiammazione, della fibrosi e della performance del
miocardio dopo 16 settimane dal trattamento hanno evidenziato la capacita di questo nuovo trattamento chirurgico
di attenuare il rimodellamento cardiaco avverso conseguente all'infarto del miocardio nel modello sperimentale
animale (94).

Recentemente ¢ stato completato il primo trial clinico condotto nell'uomo finalizzato alla valutazione dell'iniezione
transendocardica del VentriGel, una particolare matrice extracellulare ottenuta dal miocardio decellularizzato di su-
ino, nei pazienti con disfunzione ventricolare sinistra dopo infarto del miocardio (95). Lapplicazione di questa nuova
strategia terapeutica si ¢ dimostrata sicura e fattibile. Inoltre, un’analisi post hoc ha evidenziato come il Ventrigel
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consenta un miglioramento dei risultati del test del cammino e una riduzione della classe NYHA (New York Heart
Association) nell'intera coorte dei pazienti, e una riduzione dei livelli di BNP (Brain Natriuretic Peptide), indice di mi-
glioramento del rimodellamento del ventricolo sinistro, nei pazienti trattati da pitt di un anno.

Un approccio simile é stato utilizzato in uno studio clinico di fase 1, concluso di recente, denominato PERISCOPE (Pe-
ricardial Matrix With Mesenchymal Stem Cells for the Treatment of Patients With Infarcted Myocardial Tissue). Nello
specifico, gli investigatori hanno valutato la sicurezza dell’'utilizzo di cellule staminali mesenchimali isolate dal tessu-
to connettivo che circonda i grandi vasi del cordone ombelicale (2 arterie e 1 vena) e seminate su una matrice extracellu-
lare decellularizzata in pazienti che hanno subito un infarto del miocardio in un arco temporale totale di 12 mesi (96).
Di recente é stato concluso anche il trial clinico di fase 1-2 denominato BioVAT-HF (Safety and Efficacy of Induced Plu-
ripotent Stem Cell-derived Engineered Human Myocardium as Biological Ventricular Assist Tissue in Terminal Heart
Failure) che ha esaminato l'efficacia dell'utilizzo del muscolo cardiaco ingegnerizzato, costruito da cardiomiociti dif-
ferenziati da cellule staminali pluripotenti indotte e da cellule stromali poste in un idrogel di collagene bovino di tipo
I, nel processo di rigenerazione cardiaca in pazienti affetti da insufficienza cardiaca avanzata con frazione di eiezione
ridotta (HFTEF; EF: <35%) (97).

Tuttavia, nonostante i numerosi dati entusiasmanti, sono ancora molti i quesiti a cui dare una risposta prima di pro-
cedere con l'applicazione clinica. Tra questi ritroviamo l'individuazione di un materiale che possa garantire una pitt
alta efficienza di ritenzione delle cellule infuse, di interazione e integrazione con il tessuto ospite, nonché di vascola-
rizzazione, lo sviluppo di protocolli che consentano la riduzione dell’aritmogenicita e della tumorigenicita delle cellule
trapiantate, I'evasione delle cellule immunitarie e il rispetto degli standard CMP (Good Manufacturing Practise). Un
altro importante aspetto da considerare é rappresentato dall'assenza, ad oggi, di studi a lungo termine su larga scala.
Le risposte ai suddetti quesiti saranno fondamentali per l'applicabilita di questi approcci terapeutici innovativi nella
pratica clinica.

CONCLUSIONE E PROSPETTIVE FUTURE

Nonostante laricerca abbia compiuto passida gigante nel settore della terapia rigenerativa cardiaca negli ultimivent’an-
ni, sono ancora numerosi gli aspetti da chiarire prima che si possa realizzare la traslazione di questi approcci nella
pratica clinica. Tra questi ritroviamo in primis la definizione dei protocolli ad alta efficienza per la somministrazione
sia delle cellule con potenziale rigenerativo sia dei ncRNA, la progettazione di un tessuto miocardico ingegnerizzato
funzionale e la definizione delle tipologie di pazienti da sottoporre ad un determinato trattamento terapeutico (Fig. 1).
Altri aspetti che stanno assumendo un’importanza sempre maggiore riguardano lo studio del ruolo dell’epigenetica
(metilazione del DNA, acetilazione delle proteine istoniche, attivita degli RNA non codificanti), del ruolo dei signaling
metabolici innescati dall’esposizione ai nutrienti e ai ROS, del ruolo delle vescicole extracellulari secrete dalle cellule
staminali mesenchimali cardiache dopo un infarto del miocardio, e del ruolo del rilascio intracoronarico dei mito-
condri autologhi nei processi rigenerativi del miocardio e di come questi possano essere sfruttati. Inoltre, molti studi
condotti negli ultimi anni stanno evidenziando il ruolo fondamentale anche delle cellule residenti nel miocardio e
diverse dai miocardiociti nel supportare la funzionalita cardiaca. Pertanto, la ricerca di nuove strategie per la terapia
rigenerativa cardiaca non puo prescindere anche da quest’ultimo aspetto.

E bene anche evidenziare che gli attuali modelli animali utilizzati per lo studio dell'insufficienza cardiaca prevedono
la legatura dell’arteria coronaria per simulare la cardiomiopatia ischemica o la costrizione aortica trasversale per si-
mulare il sovraccarico pressorio osservato nella stenosi aortica, ma non replicano esattamente la fisiopatologia dello
scompenso cardiaco. Pertanto, sara necessario lavorare anche su questo aspetto al fine di ottenere un modello in vivo
che non solo rappresenti al meglio I'insufficienza cardiaca umana, ma che consenta anche di eseguire dei test piti ac-
curati e precoci mirati alla valutazione dell’efficacia delle nuove potenziali terapie.

Se il futuro prossimo della rigenerazione cardiaca si basera probabilmente su un approccio terapeutico combinatorio,
il futuro remoto consistera nella definizione di una terapia sicura ed efficace possa diventare lo standard of care per i
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pazienti con insufficienza cardiaca allo stadio terminale, superando cosi in maniera definitiva il grave limite attuale

della ridotta disponibilita degli organi da trapiantare.
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