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Trattamento della fibrosi cardiaca: dagli antagonisti

neuro-ormonali alle cellule CAR-T
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Cardiac fibrosis is characterized by the deposition of extracellular matrix proteins in the spaces between
cardiomyocytes following both acute and chronic tissue damage events, resulting in the remodeling and
stiffening of heart tissue. Fibrosis plays an important role in the pathogenesis of many cardiovascular dis-
orders, including heart failure and myocardial infarction. Several studies have identified fibroblasts, which
are induced to differentiate into myofibroblasts in response to various types of damage, as one of the most
important cell types involved in the fibrotic process. There are currently no drugs with primarily antifibrotic
action approved for clinical use, as the evidence of a clinical efficacy of these drugs is extremely limited,
despite the numerous encouraging results from experimental studies. A new approach is represented by
the use of chimeric antigen receptor T cells engineered in vivo using lipid nanoparticles containing mRNA
encoding a receptor directed against the fibroblast activation protein, expressed by activated cardiac fi-
broblasts. This strategy has proved to be safe and effective in reducing myocardial fibrosis and improving
cardiac function in mouse models of cardiac fibrosis. Clinical studies are required to test this novel ap-

proach in humans.
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La fibrosi deriva da un’eccessiva deposizione di proteine della
matrice extracellulare (MEC), specialmente collagene tipo | e
lll, tra le cellule del parenchima tissutale. Esistono sia condi-
zioni caratterizzate da un’attivazione delle vie pro-fibrotiche
secondaria ad altri meccanismi di malattia, ad esempio I'at-
tivazione neuroendocrina nello scompenso cardiaco (SC), sia
patologie in cui il primum movens ¢ la deposizione di tessuto
fibroso, come nel caso della fibrosi polmonare idiopatica (FPI)
e della sclerosi sistemica’2. In entrambi i casi, la fibrosi puo
determinare una disfunzione d’organo.

La fibrosi miocardica viene tradizionalmente distinta in “ri-
parativa” o “reattiva” (Figura 1)°. La fibrosi riparativa consiste
nella sostituzione di cardiomiociti necrotici in seguito a eventi
di danno tissutale acuto ed esteso, quali I'infarto miocardico
(IM) o la miocardite. Altre forme di danno miocardico deter-
minano una fibrosi reattiva, con caratteristiche di struttura e
composizione della MEC peculiari a seconda della noxa pa-
togena (Figura 2)*. Ad esempio, la cardiopatia ipertensiva &
caratterizzata da fibrosi perivascolare e fibrosi interstiziale a
causa dell’attivazione di vie pro-fibrotiche (angiotensina Il ed
endotelina-1)>¢. Le due forme di fibrosi possono svilupparsi
insieme all’'interno di uno stesso quadro patologico: la fibrosi
riparativa in seguito a IM rappresenta la risposta immediata del
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tessuto al danno; successivamente |'attivazione ormonale e
paracrina stimolano I'innesco della fibrosi reattiva in regioni re-
mote all’infarto, rientrando nel quadro di rimodellamento ven-
tricolare post-infartuale’. La fibrosi miocardica inoltre rallenta
la conduzione del potenziale d'azione cardiaco, soprattutto a
livello del nodo senoatriale e atrioventricolare, predisponendo
a disturbi della conduzione, come il blocco atrioventricolare®.
Le zone di fibrosi miocardica alterano I'architettura omogenea
del miocardio, promuovendo inoltre la generazione di circuiti
di rientro e I'innesco di aritmie focali ectopiche, che risultano
entrambe in episodi di tachiaritmia. Nei circuiti di rientro, una
0 pil onde propagano continuamente attraverso il tessuto, sia
in modo regolare e organizzato (ad esempio, flutter atriale),
sia in maniera piu caotica e irregolare (fibrillazione atriale [FA]
o ventricolare). | siti ectopici, invece, rappresentano regioni
all'interno del tessuto che si comportano in maniera anoma-
la, generando potenziali d'azione che si propagano al resto
del tessuto in vece del fisiologico sistema di conduzione?®. Per-
tanto, la fibrosi miocardica determina una propagazione cao-
tica e non lineare del potenziale d'azione, contribuendo alla
formazione di substrato aritmico. Linfiltrazione fibrotica non
solo promuove l'insorgenza di disturbi elettrofisiologici, ma
altera anche la compliance e quindi le proprieta meccaniche
del miocardio™". Inoltre, la fibrosi atriale pud contribuire allo
sviluppo di amiloidosi atriale, dato che, come osservato a livel-
lo ventricolare, I'accumulo di sostanza amiloide si accompagna
alla deposizione di tessuto fibroso'>'3.

| fenomeni di riparazione tissutale che conducono allo svi-
luppo di fibrosi vengono attivati da un danno tissutale acuto
o cronico. La risposta inflammatoria puo essere pil 0 meno
intensa a seconda del tipo di danno; essa favorisce il rilascio
di mediatori e la migrazione di neutrofili, eosinofili e macro-
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TRATTAMENTO DELLA FIBROSI CARDIACA

MATRICE FIBROSI FIBROSI
EXTRACELLULARE IN RIPARATIVA REATTIVA
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Figura 1. Tipi di fibrosi cardiaca. La matrice extracellulare nel cuore sano (a sinistra) & una rete tridimen-
sionale di fibre di collagene che incorpora cardiomiociti, capillari e fibroblasti. La fibrosi riparativa/sosti-
tutiva (al centro) e visibile come una cicatrice a base di collagene che sostituisce cardiomiociti necrotici
dopo danni acuti ed estesi. La fibrosi reattiva/diffusa (a destra), che accompagna I'insufficienza cardiaca
e il sovraccarico di pressione, si manifesta come deposizione diffusa di collagene in aree interstiziali e
perivascolari.

Modificata da Schimmel et al.>.

Acute phase | Post-inflammatory phase | Chronic phase
1-7 days 7 days- 6 months
TGF-B
. /| PDGF
myocardial
infarction
Trigger phase
" A CTGF
TIMP-1
PAI-1
Hypertension s
Chronic phase
MCP-1
Aging

endothelial cell

vascular smooth
muscle cell

eo[# @0 A= L@ 3 <

7
neutrophil | monocyt fibroblast platelet

i mast cell ;namx apoptotic senescent pericyte coat &
granulocyte formation crosslinking fibroblast myofibroblast cardiomyocyte collagen blood vessel

D000 D GHEEH E M@e o

Figura 2. Rappresentazione schematica dell’eterogeneita della progressione fibrotica.

Angll, angiotensina Il; CTGF, fattore di crescita del tessuto connettivo; DAMPS, pattern molecolari associati al pericolo; ET-1, endotelina-1; IL,
interleuchina; L, linfocita; Ma, macrofago; MC, mastocita; MCP-1, proteina chemioattrattiva dei monociti-1; MF/MyoF, miofibroblasto; MMP,
metalloproteinasi di matrice; MV, microvaso; N, neutrofilo; PAI, inibitore dell’attivatore del plasminogeno; PDGF, fattore di crescita derivato dalle
piastrine; TGF, fattore di crescita trasformante; TIMP, inibitore tissutale della metalloproteinasi; TNF, fattore di necrosi tumorale; VEGF, fattore
di crescita vascolare endoteliale.

Riprodotta con permesso da de Boer et al..
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fagi al sito danneggiato. | fibroblasti tissutali e le altre cellu-
le mesenchimali possono essere attivati, differenziandosi in
miofibroblasti, cioé cellule ad attivita contrattile con attivita
secernente elementi della MEC, sotto lo stimolo di citochi-
ne pro-fibrotiche come i fattori di crescita dei fibroblasti, il
fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF) ed il fattore
di crescita trasformante-p (TGF-f)'. All'interno del tessuto
sottoposto alla noxa patogena, non tutta la popolazione di fi-
broblasti si differenzia in miofibroblasti, ma solo una frazione,
proporzionale all’entita del danno tissutale. | miofibroblasti
possono anche acquisire una resistenza agli stimoli di morte
cellulare™. Parallelamente, I'espressione di metalloproteinasi
della matrice (MMP), le principali responsabili del ricambio e
della degradazione delle proteine della MEC, risulta ridotta'®.

L'analisi istologica su campioni di biopsia endomiocardica
con le colorazioni tricromica di Masson e Sirius Red consente
una valutazione diretta della fibrosi cardiaca*'”. Un'alternativa
non invasiva per la valutazione della fibrosi miocardica in vivo
& rappresentata dalla risonanza magnetica cardiaca (RCM).
Le zone di fibrosi sono individuate come aree di captazione
tardiva di gadolinio; la RMC consente inoltre la quantificazio-
ne del volume extracellulare (ECV)*'8. Un ulteriore strumento
per la valutazione della fibrosi d’organo é rappresentato dal
dosaggio dei livelli plasmatici di biomarcatori di fibrosi, che in-
cludono un’ampia varieta di molecole: frammenti e precursori
del collagene, che costituiscono dei biomarcatori di sintesi;
MMP e inibitori tissutali delle MMP (TIMP), che rappresenta-
no biomarcatori di degradazione del collagene; galectina-3 e
soppressore di tumorigenicita 2 solubile (sST2), cioé molecole
associate col rimodellamento cardiaco e la fibrosi'®. Tuttavia,
studi recenti mostrano che I'incremento dei biomarcatori pla-
smatici di collagene non riflette realmente I'estensione della
fibrosi miocardica, suggerendo che sono necessari nuovi studi
per la validazione dei biomarcatori di fibrosi?°.

L'estensione della fibrosi cardiaca ha un importante signi-
ficato clinico e prognostico. Ad esempio, esiste una relazione
tra I'estensione fibrotica nell’atrio sinistro misurata trami-
te RMC e l'efficacia dell’ablazione transcatetere in pazienti
(n=81) con FA, con ricorrenza di FA maggiore nei soggetti
che mostrano una piu estesa area fibrotica pre-ablazione
(p<0.001)?". Nei soggetti con cardiomiopatia ipertrofica
(n=217), la presenza di fibrosi (n=136) alla RMC determina
un rischio maggiore (hazard ratio [HR] 3.4; intervallo di con-
fidenza [IC] 95% 1.4-8.1) di mortalita o ospedalizzazione per
cause cardiovascolari o impianto di defibrillatore cardiaco,
con incremento del rischio del 15% in seguito ad aumento
della fibrosi del 5%; mentre nei soggetti con sindrome coro-
narica acuta (n=979) la presenza di fibrosi cardiaca (n=832)
alla RMC e fortemente associata a morte cardiaca improvvisa
(HR 10.7; 1C 95% 1.42-1279)**23. Per queste ragioni, la fibro-
si miocardica puo essere considerata un importante bersaglio
terapeutico.

Non esiste ancora un farmaco approvato per il trattamen-
to di patologie cardiovascolari che abbia un’azione prima-
riamente anti-fibrotica?®. Gli studi sui modelli animali hanno
rivelato un’ampia varieta di molecole efficaci nel trattamento
della fibrosi; tuttavia, mancano ancora evidenze di un be-
neficio clinico (Tabella 1)?5°°. Recentemente, i primi risultati
provenienti dal trial clinico di fase Il PIROUETTE (Efficacy and
Safety of Pirfenidone in Patients With Heart Failure and Pre-
served Left Ventricular Ejection Fraction) mostrano che il pir-
fenidone potrebbe rivelarsi efficace e sicuro nei pazienti con
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SC con frazione di eiezione preservata (HFpEF)*8. La terapia
anti-fibrotica mediante chimeric antigen receptor T (CAR-T)
cells & ampiamente utilizzata in ambito oncologico. Recenti
studi sui modelli preclinici incoraggiano il loro potenziale uti-
lizzo anche in ambito cardiovascolare®'.

Questa revisione della letteratura riassume le possibili op-
zioni terapeutiche per la fibrosi miocardica, compresa la nuo-
va prospettiva di utilizzare le cellule CAR-T.

FARMACI NON ESCLUSIVAMENTE ANTI-FIBROTICI

Inibitori del sistema renina-angiotensina-aldosterone
L'angiotensina Il (Ang II) attiva i recettori dell’Ang II tipo 1
(AT1R) e promuove la sintesi di collagene®2. Nelle patologie
cardiache croniche vi & generalmente una significativa atti-
vazione del sistema renina-angiotensina-aldosterone, che &
direttamente associata allo sviluppo di fibrosi cardiaca®3. Vari
studi hanno dimostrato che sia gli inibitori dell’enzima di con-
versione dell’angiotensina (ACE) sia gli antagonisti dei recet-
tori dell’angiotensina Il (sartani) riducono significativamente la
fibrosi miocardica indipendentemente dal loro effetto ipoten-
sivo. In un campione di pazienti ipertesi trattati con lisinopril
(n=18), la biopsia endomiocardica a 6 mesi ha rivelato una ri-
duzione significativa del collagene tissutale rispetto ai pazienti
trattati con il diuretico idroclorotiazide (n=17)%. In uno studio
condotto su pazienti ipertesi trattati con losartan (n=21) e
amlodipina (n=16) con follow-up di 1 anno, il primo gruppo
ha mostrato riduzione della frazione di collagene (CVF) e del
peptide carbossi-terminale del pro-collagene di tipo 1 (PICP)?.
Un altro studio ha evidenziato I'efficacia di losartan nel ridurre
la CVF e aumentare la compliance del ventricolo sinistro (VS)
a 1 anno, ma solo nei pazienti con fibrosi estesa (CVF >6%,
n=7)¥. Un ulteriore studio ha mostrato un’attenuazione nella
progressione della fibrosi cardiaca con losartan in pazienti con
cardiomiopatia ipertrofica non ostruttiva?®,

L'aldosterone, la cui produzione & stimolata dall’Ang I,
esercita anch’esso un effetto pro-fibrotico nel miocardio inte-
ragendo con i recettori dei mineralcorticoidi®*. Gli antagonisti
del recettore dell’aldosterone (spironolattone, canrenone ed
eplerenone) hanno mostrato significativi effetti anti-fibrotici. In
80 pazienti con sindrome metabolica trattati con ACE-inibitori,
il trattamento con spironolattone per 6 mesi ha migliorato la
funzione diastolica e diminuito i livelli di PICP e del peptide ami-
no-terminale del pro-collagene di tipo Il (PIIINP)?°. Simili risultati
sono stati ottenuti in un altro studio che ha incluso 113 pazienti
con obesita e lieve disfunzione diastolica®. In 44 pazienti con
HFpEF, la somministrazione di eplerenone per 12 mesi ha ridot-
to i livelli di PIINP e determinato un modesto miglioramento
della funzione diastolica®'. Risultati analoghi sono emersi in
uno studio che mostra che eplerenone ha ridotto il peptide
amino-terminale del pro-collagene di tipo | (PINP) e PICP in 44
pazienti con HFpEF*2. Nello studio RALES (Randomized Aldac-
tone Evaluation Study), condotto in pazienti (n=1663) con SC
con frazione di eiezione ridotta (HFrEF), lo spironolattone &
stato associato a una riduzione di mortalita per tutte le cause
(rischio relativo [RR] 0.70; IC 95% 0.60-0.82) e ospedalizza-
zione per cause cardiovascolari (RR 0.70; IC 95% 0.59-0.82)
dopo follow-up medio di 24 mesi. Una sotto-analisi (n=261)
del medesimo studio ha riportato anche a una riduzione nei
livelli ematici di biomarcatori di fibrosi dopo 6 mesi***°. In una
sotto-analisi dello studio EPHESUS (Eplerenone Post-Acute
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Tabella 1. Principali evidenze da studi clinici.

TRATTAMENTO DELLA FIBROSI CARDIACA

Studio Terapia Durata del N. pazienti Evidenze principali
trattamento
Inibitori del sistema renina-angiotensina-aldosterone
Brilla et al.?>, 2000 Lisinopril 6 mesi 35 Lisinopril riduce la CVF in pazienti ipertesi in confronto
al diuretico idroclorotiazide
Lopez et al.?¢, 2001 Losartan 12 mesi 37 Losartan riduce la CVF e i livelli di PICP in pazienti
ipertesi in confronto ad amlodipina
Diez et al.#/, 2002 Losartan 12 mesi 19 Losartan riduce la CVF e la rigidita del VS in pazienti
ipertesi con fibrosi severa
Shimada et al.?8, 2013 Losartan 12 mesi 20 Losartan riduce la progressione fibrotica in pazienti con
CMP ipertrofica non ostruttiva
Kosmala et al.?%, 2011 Spironolattone 6 mesi 80 ACEi e spironolattone riducono PICP e PIIINP in pazienti
con sindrome metabolica rispetto al trattamento con
solo ACEi
Kosmala et al.*°, 2013 Spironolattone 6 mesi 113 Spironolattone migliora la deformazione miocardica
e riduce PICP e PIIINP in pazienti obesi e con lieve
disfunzione diastolica
Mak et al.3!, 2009 Eplerenone 12 mesi 44 Eplerenone riduce PIIINP e migliora lievemente la
funzione diastolica in pazienti con SC diastolico
Deswal et al.2, 2011 Eplerenone 6 mesi 44 Eplerenone riduce PINP e PICP in pazienti con HFpEF
Zannad et al.?3, 2000 (analisi Spironolattone 6 mesi 261 Spironolattone riduce PICP, PINP, PIIINP in pazienti
post-hoc dello studio RALES) con HFrEF
Iraqi et al.4, 2009 (analisi Eplerenone 6 mesi 476 Eplerenone riduce PINP e PIIINP in pazienti con SC
post-hoc dello studio diastolico post-IM
EPHESUS)
Ravassa et al.?*, 2018 (analisi Spironolattone 12 mesi 381 Spironolattone riduce PICP e migliora la funzione
post-hoc dello studio diastolica in pazienti con HFpEF. | pazienti con CITP/
Aldo-DHF) MMP-1 <2.5 mostrano minore beneficio dal trattamento
Cunningham et al.*¢, 2020 Sacubitril/valsartan 16 settimane 1113 Sacubitril/valsartan riduce TIMP-1, sST2, PIIINP e
(analisi post-hoc dello studio incrementa CITP in pazienti con HFpEF rispetto
PARAMOUNT) al solo valsartan
Modulatori dell'infiammazione
RENEWAL?’, 2004 Etanercept 6 mesi 2356 Etanercept non modifica mortalita e ospedalizzazioni in
pazienti con SC
ATTACH?8, 2003 Infliximab Interrotto 150 Infliximab aumenta la mortalita in pazienti con SC
COLCOT?®, 2019 Colchicina 22,6 mesi 4745 Colchicina riduce il rischio di eventi cardiovascolari in
pazienti con IM
COVERT-MI*, 2021 Colchicina 3 mesi 192 Colchicina migliora le dimensioni dell’area infartuata
dopo IM ed incrementa il rischio di trombi nel VS
Abulhul et al.#!, 2012 Atorvastatina 6 mesi 56 Atorvastatina riduce i livelli di PIIINP in pazienti con SC
sistolico e normale colesterolemia
Chang et al.#?, 2016 Atorvastatina 12 settimane 15 Atorvastatina riduce PIINP e TIMP-1 in pazienti ipertesi
con aterosclerosi
Ashton et al.®3, 2011 (analisi Rosuvastatina 6 mesi 32 Rosuvastatina incrementa PINP e PIINP in pazienti con
post-hoc dello studio UNIVERSE) SC cronico
GISSI-HF#4, 2008 Rosuvastatina 3.9 anni 4574 Rosuvastatina non migliora la prognosi di pazienti con SC
CORONA®, 2007 Rosuvastatina 32,8 mesi 5011 Rosuvastatina non migliora la prognosi di pazienti con
SC sistolico
Inibitori della via di TGF-3
AlAnsari et al.*6, 2019 Pirfenidone Studio 27 Pirfenidone non modifica i parametri ecocardiografici in
retrospettivo pazienti con FPI
AlAnsari et al.#’, 2020 Pirfenidone Studio 24 Pirfenidone riduce il volume telesistolico e telediastolico
retrospettivo del VS in pazienti con HFpEF e FPI
PIROUETTE*8, 2021 Pirfenidone 52 settimane 94 Pirfenidone riduce lievemente I'ECV, anche se non

modifica i parametri di funzione diastolica, in pazienti
con HFpEF

(continua)
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Tabella 1. (seque)

Studio Terapia Durata del N. pazienti Evidenze principali
trattamento

Inibitori delle MMP

PREMIER*, 2006 PG-116800 90 giorni 253 PG-116800 non previene il rimodellamento del VS né
migliora il tasso di mortalita e reinfarto in pazienti
con IM

Modulatori dei $3-AR

BEAT-HF*°, 2017 Mirabegron 6 mesi 70 Mirabegron non migliora la funzionalita cardiaca in

termini di FE del VS in pazienti con HFrEF

B3-AR, recettori adrenergici 3; ACEi, inibitore dell’enzima di conversione dell’angiotensina; CITP, peptide carbossi-terminale del telopeptide
di collagene I; CMP, cardiomiopatia; CVF, frazione di volume di collagene; ECV, volume extracellulare; FE, frazione di eiezione; FPI, fibrosi pol-
monare idiopatica; HFpEF, scompenso cardiaco con frazione di eiezione preservata; HFrEF, scompenso cardiaco con frazione di eiezione ridotta;
IM, infarto miocardico; MMP, metalloproteinasi di matrice; PICP, peptide carbossi-terminale del pro-collagene di tipo 1; PINP, peptide ammi-
no-terminale del pro-collagene di tipo I; PIINP, peptide amino-terminale del pro-collagene di tipo Ill; SC, scompenso cardiaco; sST2, soppressore
di tumorogenicita 2 solubile; TGF, fattore di crescita trasformante; TIMP-1, inibitore tissutale della metalloproteinasi-1; VS, ventricolo sinistro.

Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Stu-
dy), che ha valutato I'effetto di eplerenone in pazienti con SC
dopo IM (n=476), il trattamento con eplerenone ha dimostrato
una significativa riduzione dei livelli plasmatici di PINP e PIIINP
(p<0.007 a 6 mesi per entrambi), anche se questi non erano as-
sociati agli eventi prognostici (mortalita ed ospedalizzazioni)®.
Il trattamento con eplerenone (da 25 mg/die fino a 50 mg/die,
trattati n=3313, placebo n=3319) é stato associato anche a
una riduzione del rischio di mortalita o ospedalizzazione sia
per tutte le cause sia per eventi cardiovascolari (SC, IM, ictus
o aritmia ventricolare) (RR 0.92; IC 95% 0.86-0.98; p=0.02; e
RR 0.87; IC 95% 0.79-0.95, p=0.002, rispettivamente) dopo
16 mesi nei pazienti trattati con IM complicato da successiva
disfunzione del VS e SC rispetto ai controlli®>~¢, Un sotto-studio
del trial Aldo-DHF (Aldosterone Receptor Blockade in Diastolic
Heart Failure) che ha incluso 381 pazienti con HFpEF, ha iden-
tificato che il trattamento con spironolattone riduce i livelli di
PICP (p=0.05) e migliora la funzione diastolica dopo 12 mesi di
trattamento®.

Diversi studi sottolineano poi che il peptide natriuretico di
tipo B (BNP) esercita un ruolo anti-fibrotico tramite la stimo-
lazione dei suoi recettori NPR-A e NPR-B e la successiva atti-
vazione della chinasi cGMP-dipendente (PKG)>’. Nonostante il
ruolo della via di cGMP nella fibrosi non sia ancora completa-
mente compreso, diversi studi preclinici hanno mostrato che
un aumento nei livelli di PKG esercita un effetto anti-fibrotico
mediante l'interferenza negativa con la via di TGF-, la quale
ha un ruolo cruciale nell’attivazione dei fibroblasti®®®'. La som-
ministrazione di sacubitril/valsartan, che rappresenta un’asso-
ciazione di sartano e inibitore della neprilisina, cioe I'enzima di
degradazione del BNP, si & dimostrata efficace nella riduzione
della fibrosi. Un’analisi dello studio di fase 2 PARAMOUNT (Pro-
spective Comparison of ARNI With ARB on Management of
Heart Failure With Preserved Ejection Fraction) ha mostrato che
il trattamento con sacubitril/valsartan determina la riduzione
dei biomarcatori plasmatici di fibrosi cardiaca in pazienti con
HFpEF3. A 16 settimane dalla somministrazione, il gruppo dei
trattati (n=1113) ha mostrato una riduzione nei livelli plasmati-
ci di TIMP-1 (8%; 1C 95% 6-10%; p<0.001), ST2 solubile (4%;
IC 95% 1-7%; p=0.002) e PIIINP (3%; IC 95% 0-6%; p=0.04)
e un incremento del CITP (4%; IC 95% 1-8%; p=0.02), rispet-
to ai pazienti trattati con solo valsartan. Questo beneficio ag-
giuntivo sembra riconducibile all'incremento dei livelli di BNP®,

GITAL CARDIOL | VOL24 | LUGLIO 2023

Modulatori dell'inflammazione

Il danno tissutale innesca un processo flogistico che a sua volta
determina la deposizione di tessuto fibroso. Il fattore di necrosi
tumorale-a (TNF-ar) svolge un ruolo importante nell'innescare
la fibrosi cardiaca®. Tuttavia, lo studio RENEWAL (Randomized
EtaNErcept Worldwide evAlLuation), che ha valutato I'effetto
dell’antagonista del TNF-a. etanercept nei pazienti con SC, non
ha riscontrato alcun beneficio in termini di mortalita ed ospe-
dalizzazioni (RR 1.10; IC 95% 0.91-1.33)*’. Lo studio ATTACH
(Anti-TNF Therapy Against Congestive Heart failure) & stato
interrotto prematuramente per I'aumento di mortalita nei pa-
zienti con SC in terapia con infliximab, antagonista del TNF-o.38,
La scoperta successiva che i recettori TNF-1 e TNF-2 esercitano
effetti opposti sul rimodellamento cardiaco potrebbe in parte
spiegare i risultati deludenti dell’inibizione di TNF-a®3.

La colchicina ha un‘importante azione anti-infiammatoria
per via della sua efficacia nell’inibire I'inflammasoma, varie
citochine e chemochine pro-infiammatorie®*. Nei modelli mu-
rini di IM, la colchicina si é rivelata efficace nel ridurre I'e-
stensione della cicatrice infartuale; la riduzione dell’estensio-
ne della fibrosi & stata confermata in uno studio effettuato
su conigli con SC®®¢, | o studio clinico COLCOT (Colchicine
Cardiovascular Outcomes Trial), che ha randomizzato 4745
pazienti con IM a colchicina o placebo a 30 giorni dall’even-
to, ha rivelato un rischio inferiore di mortalita o ospedalizza-
zione per cause cardiovascolari (HR 0.77; I1C 95% 0.61-0.96;
p=0.02) rispetto ai trattati dopo un follow-up medio di 22.6
mesi*>®7. |'effetto sulla fibrosi miocardica non é stato valutato
specificamente. Il recente studio COVERT-MI (COlchicine for
Left VEntricular Remodeling Treatment in Acute Myocardial
Infarction) ha dimostrato che i pazienti trattati con colchicina
dopo IM (n=101) non mostravano differenze in termini di di-
mensioni dell’area infartuata (p=0.87) osservata tramite RMC
a 3 mesi di follow-up, rispetto ai controlli (n=91)°,

Gli agonisti del recettore attivato dal proliferatore peros-
sisomiale-o. (PPAR-a) hanno ridotto la fibrosi miocardica e
migliorato la funzione cardiaca in un modello di ratto con
cardiopatia ipertensiva indotta tramite infusione di desos-
sicorticosterone acetato (DOCA) con alto apporto di sale®.
D’altro canto, I'eccessiva espressione di PPAR-o. & associata a
lipotossicita, disfunzione ventricolare e ipertrofia cardiaca®®7°.

Oltre a determinare una riduzione nei livelli di colesterolo,
le statine esercitano una potente azione anti-inflammatoria e
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cardioprotettiva mediante I'inibizione delle proteine Ras, Rho,
NF-kB, e |'attivazione della via di PI3K/Akt/eNOS’"72. La rosuva-
statina si & dimostrata efficace nell’attenuazione della fibrosi car-
diaca in modelli murini di cardiopatia ipertensiva’. In un piccolo
studio clinico, la terapia con 40 mg/die di atorvastatina per 6
mesi ha ridotto i livelli di PIIINP (da 4.65 + 1.86 a 4.09 + 1.25
ng/ml, p<0.05) in pazienti con SC sistolico e normale coleste-
rolemia (n=56)*'. Uno studio condotto su pazienti ipertesi con
aterosclerosi (n=15) trattati per la prima volta con 40 mg/die di
atorvastatina per 12 settimane ha confermato I'efficacia del far-
maco nel ridurre i livelli plasmatici di PIINP (da 9.5 +2.7a 6.4 +
1.4 ng/ml, p=0.012) e TIMP-1 (da 299 + 65 a 250 + 45 ng/ml,
p=0.024)*. Risultati contrastanti sono stati ottenuti in un sot-
to-studio del trial UNIVERSE (rosUvastatiN Impact on VEentricular
Remodeling cytokineS and neurohormonkEs), in cui si & osservato
un aumento dei marcatori plasmatici di collagene PINP (p=0.03)
e PIIINP (p=0.001) in pazienti con SC cronico (n=32) trattati per
6 mesi con rosuvastatina fino a 40 mg/die**. In conclusione, il
ruolo delle statine nel trattamento dello SC cronico rimane con-
troverso. Nonostante numerosi studi retrospettivi abbiano rivela-
to una prognosi migliore nei pazienti con SC trattati con statine,
nei due trial clinici randomizzati GISSI-HF (Gruppo Italiano per
lo Studio della Soprawivenza nell'Insufficienza Cardiaca-Heart
Failure) e CORONA (Controlled Rosuvastatin Multinational Trial
in Heart Failure), il trattamento con rosuvastatina non ha eviden-
ziato un vantaggio nella riduzione degli endpoint primario e se-
condario in entrambi i trial**4°. Lo studio GISSI-HF & stato un trial
randomizzato controllato a doppio cieco condotto interamente
sul territorio italiano, coinvolgendo 326 e 31 centri di medicina
cardiologica e internistica, rispettivamente, per valutare in primis
|'associazione del trattamento con rosuvastatina alla mortalita
per tutte le cause e in secundis alla mortalita o ospedalizzazione
per cause cardiovascolari. Gli autori hanno incluso 4574 pazienti
con eta =18 anni, con mediana del follow-up di 3.9 anni, senza
alcuna evidenza di riduzione negli endpoint primario (HR 1.00; IC
95.5% 0.89-1.12) o secondario (HR 1.01; IC 99% 0.90-1.11)*.
Lo studio CORONA ¢ stato un trial randomizzato controllato a
doppio cieco, eseguito in 378 centri di 21 stati, per valutare |'effi-
cacia del farmaco dapprima nel ridurre la mortalita da causa car-
diovascolare, IM non fatale o ictus non fatale e secondariamente
da tutte le cause. Il trial ha incluso e randomizzato 5011 pazienti
con eta =60 anni a placebo o rosuvastatina, con mediana del fol-
low-up di 32.8 mesi, senza differenze significative negli endpoint
primario (HR 0.92; IC 95% 0.83-1.02) o secondario (HR 0.95; IC
95% 0.86-1.05) in seguito al trattamento®.

Anticorpi anti-TGF-p

Il TGF-B ha un ruolo centrale nello sviluppo di fibrosi cardia-
ca. TGF-B espleta il suo effetto pro-fibrotico mediante la via
di segnalazione ALK/Smad2/3/Smad4 e le vie TAK/p-38/INK
e NOX4/R0S>>*74. In modelli murini di IM o di cardiopatia
ipertensiva indotta tramite costrizione aortica sopra-renale,
gli anticorpi anti-TGF-B si sono rivelati in grado di ridurre la
fibrosi miocardica ma non l'ipertrofia dei cardiomiociti’>’¢.
Nel primo modello, gli autori hanno utilizzato degli anticor-
pi monoclonali murini IgG1 bloccanti tutte e tre le isoforme
di TGF-B, mentre nel secondo sono stati scelti degli anticorpi
neutralizzanti. La terapia anticorpale anti-TGF-p & stata inoltre
associata a gravi effetti avversi, tra cui la dilatazione del VS e
un incremento della mortalita’>78. Il blocco della via di segna-
lazione mediante anticorpi sembra quindi pericoloso, mentre
un’inibizione meno intensa potrebbe essere piu efficace.

TRATTAMENTO DELLA FIBROSI CARDIACA

Pirfenidone

Il pirfenidone & un farmaco anti-fibrotico orale approvato per
il trattamento della FPI””78, Dal momento che la fibrosi polmo-
nare e cardiaca condividono molti meccanismi fisiopatologici,
vi & un crescente interesse nella sua applicazione in ambito
cardiovascolare’. Il meccanismo d'azione del farmaco non &
totalmente chiaro, ma sembra ridurre |'espressione di fattori
pro-fibrotici come TGF-B e citochine pro-infiammatorie, ad
esempio TNF-o, interleuchina (IL)-4 e IL-13%. || pirfenidone
inoltre promuove I'espressione di MMP con seguente riduzio-
ne dell’accumulo di proteine della MEC®'. Il farmaco inoltre
potrebbe anche contribuire alla modulazione dell’attivazione
e proliferazione dei linfociti T e B, andando quindi a regola-
re la secrezione di numerose molecole pro-infiammatorie e
pro-fibrotiche, come TNF-a. e TGF-p82-84,

In modelli murini di ipertensione, la somministrazione di
pirfenidone & stata associata a riduzione dellipertrofia del VS
e a un aumento della sopravvivenza rispetto ai controlli®. Un
altro studio ha documentato che la molecola riduce il rimodel-
lamento ventricolare e contrasta la fibrosi interstiziale indotta
tramite infusione di Ang I1%°.

Solamente due studi retrospettivi hanno valutato I'effetto
del pirfenidone sui parametri cardiaci in pazienti con FPI. Nel
primo (n=27) non é stata evidenziata un‘associazione tra som-
ministrazione e cambiamento nei parametri ecocardiografici“.
Nel secondo (n=24) il pirfenidone & stato associato a una ridu-
zione dei volumi telesistolico e telediastolico del VS, ma senza
cambiamenti significativi nella funzione ventricolare®’. Lo stu-
dio di fase 2 PIROUETTE ha incluso 94 pazienti con HFpEF e
fibrosi estesa, definita come ECV =27%“¢. Dopo un follow-up
di 52 settimane, e stata rilevata una riduzione assoluta dello
0.7% nell’ECV nei trattati con pirfenidone rispetto all’aumento
dello 0.5% nei controlli trattati con placebo (p=0.009). Questo
effetto molto limitato sull’'ECV non é stato associato a variazio-
ni significative nei parametri di funzione diastolica®.

Inibitori delle metalloproteinasi della matrice
Nonostante fosse stato dimostrato che gli inibitori di MMP
(MMPI) attenuano la fibrosi cardiaca e il rimodellamento in mo-
delli sperimentali, questi risultati non hanno portato i risultati
clinici attesi®”#. Nello studio PREMIER (Prevention of Myocar-
dial Infarction Early Remodeling), in cui & stato valutato I'effetto
della somministrazione orale del MMPi PG-116800 in 253 pa-
zienti con recente IM, il farmaco non ha mostrato alcun effetto
benefico nel prevenire il rimodellamento del VS o nel migliorare
il tasso di mortalita o reinfarto a 90 giorni dall'lM (p=0.17)*.

Modulatori del sistema adrenergico

Il blocco farmacologico dei recettori adrenergici 1 (31-AR)
costituisce una terapia fondamentale per il trattamento dello
SC e per la prevenzione del rimodellamento strutturale, pre-
venendo e attenuando la dilatazione progressiva del VS e I'i-
pertrofia cardiaca®°'. Al contrario, la via di segnalazione dei
recettori adrenergici B2 (B2-AR) esercita effetti anti-fibrotici.
Tuttavia, mentre |'effetto acuto dell’attivazione dei B2-AR ini-
bisce la sintesi del collagene, i miofibroblasti estratti e isolati
da pazienti con SC sembrano essere resistenti agli agonisti
di B2-AR, verosimilmente a causa dell'incrementata attivita
della chinasi GPCR-2 (GRK2)?2. Infatti, studi condotti su mo-
delli murini geneticamente modificati per sviluppare precoce-
mente ipertensione, ipertrofia e insufficienza cardiaca, hanno
evidenziato il ruolo patologico di GRK2 nello SC®3°4. GRK2 &
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diventato un bersaglio farmacologico attraente in seguito alla
scoperta che la sua inibizione si associa ad una protezione
significativa contro la fibrosi miocardica nei modelli animali
di SC%. In un modello suino di SC post-IM, la terapia genica
mediante virus adeno-associato ha consentito I’espressione di
un peptide inibitore di GRK2 (BARKct), dimostrando un mi-
glioramento a lungo termine della funzione cardiaca®.

Diversamente dai recettori B1-AR e B2 adrenergici (32-AR),
si ritiene che i recettori adrenergici B3 (B3-AR) siano resistenti
alla desensibilizzazione perché privi di siti di fosforilazione per
le chinasi GRKY’. L'espressione dei $3-AR a livello cardiaco &
fisiologicamente bassa ma aumenta in condizioni di patolo-
gia cronica®®. L'evidenza del ruolo cardioprotettivo di B3-AR &
emersa in seguito alla dimostrazione che i topi privi di B3-AR
andavano incontro a un significativo rimodellamento cardiaco
in risposta alla costrizione aortica trasversale (TAC)*. Gli ago-
nisti di B3-AR (BRL) si sono rivelati efficaci nel contrastare la
fibrosi cardiaca in diversi modelli preclinici di malattia cardio-
vascolare. In modelli murini di HFpEF indotto tramite infusio-
ne di Ang Il, la somministrazione di BRL ha dimostrato effetti
benefici associati all’attenuazione della fibrosi cardiaca, tra
cui miglioramento della rigidita miocardica e riduzione della
congestione polmonare'. In topi knockout per I'ossido nitri-
co-sintasi neuronale (NNOS) sottoposti a TAC, la somministra-
zione di BRL per 3 settimane ha rivelato un’attenuazione della
dilatazione ventricolare, della disfunzione sistolica e parziale
riduzione dell'ipertrofia cardiaca''. Tuttavia, il primo studio
controllato randomizzato (n=70) che ha valutato |'efficacia
dell’agonista $3-AR mirabegron nell’HFrEF, cioe il trial BEAT-HF
(Baroreflex Activation Therapy for Heart Failure), non ha dimo-
strato alcun miglioramento della funzione cardiaca in termini
di variazione di frazione di eiezione nell’arco di 6 mesi®°.

TRATTAMENTO ANTI-FIBROTICO CON CELLULE
CAR-T

Terapia con cellule CAR-T ingegnerizzate ex vivo
I CAR sono dei recettori di membrana che indirizzano i
linfociti, pit comunemente di tipo T, verso cellule da rico-
noscere ed eliminare. Il funzionamento delle cellule CAR-T
consiste nell’interazione tra il CAR e I'antigene bersaglio
espresso sulla cellula target. Tale interazione awviene a li-
vello di uno specifico dominio del CAR chiamato “dominio
di legame dell’antigene” e consente |'attivazione endoge-
na delle cellule T, con successiva eliminazione delle cellule
bersaglio’02193, La terapia con cellule CAR-T rappresenta un
approccio terapeutico rivoluzionario con benefici clinici si-
gnificativi e durevoli gia dimostrati in ambito ematologico,
come nel linfoma a grandi cellule B o nella leucemia linfo-
blastica acuta (LLA)'"4. La terapia con cellule CAR-T é stata
approvata dalla Food and Drug Administration nel 2017 per
il trattamento della LLA'%.

Aghajanian et al.’® sono stati i primi a indagare I'efficacia
di cellule T ingegnerizzate ex vivo per |'eliminazione selettiva
di miofibroblasti che espongono la proteina di attivazione dei
fibroblasti (FAP) sulla superficie di membrana, in un modello
murino di fibrosi indotta tramite infusione di Ang Il e fenilefri-
na. Gli autori hanno identificato FAP come il migliore marcatore
dei miofibroblasti cardiaci, dato che I'espressione del peptide
& quasi esclusiva di questa popolazione cellulare. L'utilizzo di
cellule CAR-T dirette contro FAP ha determinato una riduzione
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della fibrosi in tutti e sette i topi trattati, ed una eliminazione
quasi totale in 5 su 7, oltre che il mantenimento della normale
funzione sistolica e diastolica’®. Una conferma della selettivita
delle cellule CAR-T & fornita dalla persistenza di fibrosi peri-
vascolare dopo il trattamento, poiché i fibroblasti perivascolari
non espongono FAP sulla superficie di membrana e non co-
stituiscono dunque un bersaglio per le cellule CAR-T FAP. La
somministrazione di cellule T ingegnerizzate nei topi con fibrosi
si e inoltre dimostrata sicura e scarsamente cardiotossica, con
una risposta inflammatoria molto blanda'®.

Le cellule CAR-T vengono solitamente prodotte ex vivo at-
traverso la trasduzione mediante un retrovirus o un lentivirus
contenente un tratto di DNA o RNA codificante per una pro-
teina CAR geneticamente modificata, in cellule T autologhe
prelevate dal paziente. Una volta ingegnerizzate, le cellule
T vengono indotte alla proliferazione e infuse nel paziente,
in cui e stata realizzata una deplezione dei linfociti T vergini
(Figura 3)'%7.1%8 Questa metodica & efficace ma indaginosa e
dispendiosa. Un ulteriore limite delle cellule CAR-T progettate
ex vivo e costituito dalla loro attivazione persistente in seguito
all'infusione’®. Per esempio, & stato documentato che cellule
CAR-T infuse in pazienti con leucemia avanzata persistono nel
torrente sanguigno per almeno 6 mesi, diffondendo nei vari
distretti corporei'®. Il principale effetto avverso documentato
& rappresentato dalla sindrome di rilascio di citochine pro-in-
fiammatorie da parte delle cellule CAR-T attivate e altre del si-
stema immunitario, con un’incidenza di complicanze lievi pari
al 70-90% e di complicanze severe, come shock cardiogeno e
insufficienza multiorgano, pari al 20-50%''°""". La potenziale
tossicita associata a terapia con cellule CAR-T ha stimolato
la ricerca di approcci alternativi, come I'utilizzo delle cellule
CAR-natural killer (NK), e di metodiche di programmazione
cellulare piu sicure.

Impiego di cellule CAR-T per il trattamento del danno
cardiaco in vivo

Rurik et al.>" hanno elaborato una strategia per ottenere delle
cellule CAR-T anti-fibrotiche transienti utilizzando un sistema
di nano-particelle lipidiche (LNP) che racchiudono degli mRNA
modificati al loro interno. Lintroduzione di mRNA in cellu-
le T per trasformarle in cellule CAR-T era gia stata attuata
attraverso metodica di elettroporazione, ma esclusivamen-
te ex vivo''2. Per evitare la necessita dell’estrazione e della
reinfusione delle cellule T, gli autori hanno messo a punto
un approccio in grado di ottenere la differenziazione di cel-
lule CAR-T mediante una infusione di LNP contenenti mRNA
modificato in vivo. L'utilizzo di sistemi LNP-mRNA ha riscon-
trato grande successo nella realizzazione dei vaccini contro il
COVID-19 e in altri contesti clinici, dato che le LNP possono
essere rivestite da anticorpi diretti contro una specifica cellula
bersaglio, come le cellule T, a cui veicolare I'mRNA™'3. Gli au-
tori sono riusciti a produrre delle cellule CAR-T meno stabili
e durature rispetto a quelle normalmente prodotte ex vivo,
risolvendo il problema della loro eccessiva permanenza e atti-
vazione. Nello specifico, le cellule T presenti nella milza dopo
soltanto 1 settimana dall’infusione delle LNP, infatti, non mo-
stravano piu alcuna espressione di peptide CAR diretto contro
la proteina FAP (FAPCAR). Mentre la progettazione di cellule
CAR-T ex vivo prevede una trasduzione con vettore virale e
I'integrazione di un frammento di acido nucleico codificante
per la proteina CAR ingegnerizzata nel genoma della cellula
bersaglio; I'utilizzo del sistema LNP-mRNA comporta |I'endoci-
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Figura 3. Produzione di cellule CAR-T ex vivo. Le cellule T autologhe vengono estratte dal paziente,
ingegnerizzate in laboratorio per ottenere I'esposizione dei CAR e quindi la differenziazione dei linfociti
in cellule CAR-T, che verranno poi amplificate ed infuse nel paziente precedentemente sottoposto a

linfodeplezione.
Riprodotto da National Cancer Institute'®s,
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Figura 4. Produzione di cellule CAR-T mediante CD5/LNP-FAPCAR in vivo. La somministrazione di nano-par-
ticelle lipidiche (LNP) tappezzate di anticorpi anti-CD5 e contenenti molecole di mRNA codificante per il
recettore di membrana FAPCAR, che riconosce selettivamente la proteina di attivazione dei fibroblasti (FAP)
espressa dai miofibroblasti cardiaci, consente di ottenere delle cellule CAR-T transienti in vivo che eliminino
specificatamente le cellule pro-fibrotiche dal miocardio danneggiato. CAR, recettore chimerico dell’antigene.

Riprodotta con permesso da Rurik et al.>.
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tosi della LNP, con la sua conseguente degradazione e dunque
rilascio dell'mRNA, incapace di integrazione genomica e con
emivita limitata, nel citoplasma della cellula T (Figura 4)°'.
Rurik et al.>" hanno dapprima progettato un mRNA mo-
dificato codificante per la proteina di superficie FAPCAR, af-
fine alla proteina FAP espressa dai fibroblasti cardiaci attivati
da danno tissutale, e lo hanno incapsulato all’interno di una
LNP rivestita da anticorpi anti-CD5 (CD5/LNP-FAPCAR). CD5
& una glicoproteina di membrana fisiologicamente espressa
dai linfociti T"4. Gli autori hanno successivamente testato
I'efficacia del sistema CD5/LNP-FAPCAR nel trasformare
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di eliminare le cellule bersaglio con espressione di FAP in
vitro. | risultati positivi hanno incoraggiato la traslazione
della metodica in vivo. Topi sottoposti a infusione di Ang
Il e fenilefrina per 28 giorni hanno poi ricevuto una som-
ministrazione per via endovenosa di CD5/LNP-FAPCAR™>. A
48h dall'iniezione, gli autori hanno rilevato una significati-
va espressione di FAPCAR in una porzione (17.5-24.7%) di
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Figura 5. Cellule CAR-T contro la proteina di attivazione dei fibroblasti (FAP) generate in vivo migliorano la fun-
zionalita cardiaca in seguito a danno al miocardio. Topi adulti wild type C57BL/6 hanno ricevuto una continua
infusione con salina o angiotensina Il (Angll) + fenilefrina (PE) tramite mini-pompa osmotica impiantata per 28
giorni. Dopo 1 settimana dal danno cardiaco dovuto a sovraccarico pressorio, i topi hanno ricevuto una singola
somministrazione di 10 mg di CD5/LNP-FAPCAR. | topi sono stati analizzati dopo 2 settimane dal trattamento.
Misurazione del volume telediastolico (A) e telesistolico (B) del ventricolo sinistro. Stima della massa ventricolare
sinistra normalizzata per il peso corporeo (LVMI) (C). Stima della funzione diastolica (E/e’ ratio) (D), della frazione
di eiezione (E) e della deformazione longitudinale globale (F). La colorazione Picrosirius Red (G) evidenzia il col-
lagene (rosa) in sezione coronale di topi illesi (n=8, 3 settimane dopo impianto della pompa per infusione salina
+ iniezione salina ad 1 settimana), topi danneggiati di controllo (n=11, Angll + PE + salina), e topi danneggiati
trattati (n=12, Angll + PE + CD5/LNP-FAPCAR). La quantificazione della fibrosi & espressa come percentuale del
ventricolo osservato. | dati sono espressi come media + errore standard. | valori di p mostrati derivano dal test

post hoc di Tukey dopo ANOVA ad una via (p<0.05).
Modificata da Rurik et al.>'.
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(Figura 5)°'. L'analisi istologica ha mostrato una significativa
riduzione della frazione di MEC, con regressione della fibrosi
interstiziale, tanto che i campioni di 5 dei 12 topi trattati
risultavano indistinguibili dagli animali sham®".

In sintesi, I'utilizzo di cellule CAR-T progettate in vivo tra-
mite LNP-mRNA e dirette contro FAP promuove |'eliminazione
dei miofibroblasti cardiaci con conseguente riduzione della
fibrosi miocardica e miglioramento della geometria e della
funzione cardiaca, superando potenzialmente i limiti legati
all'ingegnerizzazione ex vivo delle cellule CAR-T.

CONCLUSIONE

L'eterogeneita fisiopatologica della fibrosi miocardica e la
complessita delle risposte da parte dei fibroblasti tissutali al
danno indotto complicano lo sviluppo di strategie anti-fibro-
tiche nelle patologie cardiovascolari. Varie strategie puramen-
te anti-fibrotiche hanno dato risultati promettenti in modelli
preclinici di malattia cardiovascolare; tuttavia, non esiste al
momento un farmaco anti-fibrotico che abbia dimostrato una
chiara efficacia in studi clinici. Questi risultati suggeriscono la
necessita di un nuovo approccio, potenzialmente diretto con-
tro le cellule responsabili della risposta fibrotica, cioé i fibro-
blasti cardiaci attivati, piuttosto che su singole vie molecolari.
La terapia con cellule CAR-T ingegnerizzate in vivo & un nuovo
approccio molto promettente, soprattutto per il trattamento
di condizioni patologiche caratterizzate da un’attivazione in-
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