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II NNTTRROODDUUZZII OONNEE  

I recenti progressi tecnologici nei settori scientifici della genomica, proteomica e 

metabolomica hanno determinato l’evoluzione della visione tradizionale della 

medicina, tesa prevalentemente a rimuovere i disturbi provocati da una patologia, verso 

il moderno approccio “molecolare”, che mira alla comprensione ed al trattamento 

precoce delle alterazioni genetiche e biochimiche alla base delle malattie. 

Parallelamente, le tecniche di imaging si sono evolute da indagini prettamente 

morfologiche, volte ad evidenziare alterazioni strutturali di organi e tessuti, ad indagini 

“molecolari”, capaci di fornire informazioni sulle alterazioni funzionali e metaboliche 

che si manifestano nei primi stadi di una patologia. L’innovativo approccio molecolare 

ha dunque contribuito significativamente a migliorare la tempestività delle diagnosi, il 

monitoraggio dell’evoluzione delle malattie e lo sviluppo di nuove terapie [1]. Le 

patologie cardiovascolari, ed in particolare la cardiomiopatia ischemica, sono 

attualmente annoverate tra le principali cause di morbilità e mortalità nel mondo 

occidentale. Pertanto, la comunità scientifica nutre un forte interesse nel perfezionare 

l’iter diagnostico e sviluppare programmi preventivi e terapeutici innovativi per le 

cardiopatie. La comprensione della patogenesi e dell’evoluzione dell’ischemia del 

miocardio e lo sviluppo di nuove terapie si sono evolute di pari passo con la 

sperimentazione biomedica sui modelli animali. Attualmente i modelli animali 

rappresentano degli strumenti insostituibili per migliorare la prevenzione, la diagnosi e 

la terapia dell’ischemia del miocardio nell’uomo. Le potenzialità di manipolazione 

genetica nei roditori da laboratorio hanno consentito di migliorare la comprensione di 

fondamentali aspetti genetici e fisiopatologici delle malattie cardiovascolari umane. In 

particolare, la crescente disponibilità di numerosi ceppi di topo (Mus Musculus) 

geneticamente modificati, ha condotto alla loro progressiva affermazione rispetto ad 

altri modelli animali. L’imaging preclinico nei topi da laboratorio ha apportato un 
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contributo rilevante alla ricerca cardiovascolare. La traslazione delle metodiche di 

imaging dal modello animale all’uomo non è semplice ed in particolare, il loro impiego 

nel topo per lo studio del cuore è complicata da una serie di fattori, come le ridotte 

dimensioni e l’elevata frequenza cardiaca. Pertanto, gli studi di diagnostica per 

immagini sul cuore del topo richiedono alta risoluzione spaziale e temporale. Diverse 

metodiche di imaging, come l’Ecocardiografia, la Tomografia Computerizzata a raggi 

X (TC), la Risonanza Magnetica (RM), la Tomografia ad Emissione di Positroni (PET) 

e la Tomografia ad Emissione di Singolo Fotone (SPECT) consentono di studiare in 

vivo, in modo non invasivo e longitudinale, la morfologia, il metabolismo e la 

funzionalità cardiaca. In particolare, l’impiego di tecniche di Imaging morfo-funzionale 

integrato, come PET/TC o PET/RM, permettono di valutare in vivo processi molecolari 

che avvengono a livello cellulare e contemporaneamente ottenere informazioni 

anatomiche ad alta risoluzione [2-3].       

 

II   mmooddeell ll ii   ssppeerr iimmeennttaall ii   mmuurr iinnii   nneell llaa  rr iicceerr ccaa  ccaarr ddiioovvaassccoollaarr ee  

Il topo (Mus musculus) ha conquistato popolarità come modello sperimentale 

nella ricerca biomedica in quanto presenta diversi vantaggi, quali le piccole dimensioni, 

la facile manipolazione, il breve ciclo riproduttivo (21 giorni di gestazione) e l’elevata 

prolificità, la pratica e relativamente economica stabulazione. Nell’ultimo decennio 

inoltre, gli enormi progressi nei settori della biologia e della genetica molecolare, le 

innovazioni tecnologiche nel campo della microchirurgia e la dimostrazione di 

significative analogie nell’organogenesi e nell’anatomia del cuore tra uomo e topo, 

hanno condotto all’affermazione del topo come modello di prima scelta anche nella 

ricerca cardiovascolare [11-12]. 
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§§  AAnnaattoommiiaa  ccoommppaarr aattaa  ddeell   ccuuoorr ee  uummaannoo  ee  mmuurr iinnoo  

Il topo da laboratorio (Mus musculus) rappresenta attualmente il principale 

modello animale per lo studio di alterazioni cardiache morfo-funzionali congenite o 

acquisite. E’ indispensabile, tuttavia, per la corretta estrapolazione e traslazione dei 

risultati sperimentali dal modello animale all’uomo, confrontare dettagliatamente 

morfogenesi ed anatomia del cuore nelle due specie. Diverse pubblicazioni scientifiche 

descrivono in maniera comparata lo sviluppo dell’apparato cardiovascolare nel topo e 

nell’uomo [4-7]. Nonostante alcune differenze, l’anatomia di base del cuore nell’uomo 

e nel topo è molto simile e pertanto l’impiego del topo come modello nella ricerca 

cardiologica appare appropriato [7] [Fig. 1].  

 

Figura 1. A) anatomia del cuore umano B) sezione istologica del cuore di topo 

Ao: aorta; AVS: setto atrioventricolare; IAS: setto interatriale; LA: atrio sx;           

LBB: branca sinistra del fascio di His; RV: ventricolo destro.   

Da Wessels A et al. Method Mol Biol 2000; 136: 239-259 
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Durante lo sviluppo fetale dell’uomo, la definitiva suddivisione delle camere 

cardiache si completa nei primi due mesi di gestazione e l’assetto morfologico 

definitivo del cuore matura nella vita prenatale. Nel topo la suddivisione delle camere 

cardiache si completa in due settimane, e la maturazione delle strutture cardiache si 

protrae nella vita neonatale. Il cuore umano ha un peso di circa 250 grammi ed una 

frequenza cardiaca media di 65 battiti al minuto, in confronto a quello di un topo, che 

pesa circa 0.2 grammi e presenta una frequenza media di 600 battiti al minuto. 

Nell’uomo, il cuore è adagiato sul diaframma, e mostra una forma approssimativamente 

piramidale ed una superficie dorsale piatta. Nel topo, invece, data la stazione 

quadrupedale, il cuore non è a contatto con il diaframma ed ha una forma più 

ellissoidale. Infine, lo sviluppo delle cavità atriali è proporzionalmente maggiore 

nell’uomo rispetto al topo. In entrambe le specie, il cuore è suddiviso in 4 camere, 2 

atri, separati dal setto interatriale  e due ventricoli, separati dal setto interventricolare. 

Tra i setti interatriale ed interventricolare si individua un breve segmento settale 

atrioventricolare, che si estende dal tratto di efflusso subartico del ventricolo sinistro 

all’atrio destro: nell’uomo questo tratto è rappresentato da una sottile struttura fibrosa 

ed è denominato “setto membranoso”, mentre nel topo è costituito da uno 

sdoppiamento muscolare del lembo settale della valvola tricuspide ed appare 

relativamente spesso. L’assetto delle valvole atrio-ventricolari nel topo e nell’uomo è 

comparabile: la valvola atrio-ventricolare sinistra o “mitrale” ha due lembi, quella 

destra o “tricuspide” ha tre lembi. In entrambe le specie, le estremità dei lembi valvolari 

atrio-ventricolari sono in continuità con i muscoli papillari attraverso le corde tendinee, 

che appaiono meno pronunciate nel topo. La superficie interna dei ventricoli è 

caratterizzata da numerose sporgenze dette “trabecole carnee”, che nell’uomo risultano 

più spesse nel ventricolo destro. In entrambe le specie, nelle cavità ventricolari è 

possibile distinguere a livello apicale delle sottili strutture simili a tendini, dette “falsi 
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tendini”, che rappresentano un’estensione della rete subendocardica del sistema di 

conduzione, formata da cellule del Purkinje immerse in una matrice fibrosa. Nel cuore 

umano, il setto interventricolare è una struttura muscolare molto robusta, con uno 

spessore comparabile o superiore alla parete libera del ventricolo sinistro, mentre nel 

topo appare meno spesso e si assottiglia gradualmente verso l’apice. L’orientamento del 

cono di efflusso dell’aorta rispetto al setto interventricolare appare leggermente diverso 

tra le due specie. Le principali differenze anatomiche tra il sistema cardiovascolare del 

topo e dell’uomo riguardano l’assetto del polo venoso alla base del cuore. Nell’uomo 

l’atrio sinistro riceve quattro vene polmonari, mentre nel topo le vene polmonari 

confluiscono in un unico vaso prima di sboccare dorsalmente nella cavità atriale 

sinistra. Nell’uomo la vena cava craniale sinistra regredisce nel corso dello sviluppo 

fetale, dando origine con la parte distale al legamento di Marshall ed alla vena obliqua, 

e con la porzione prossimale al seno coronario, che sbocca nell’atrio destro [9]. Nel 

topo la vena cava craniale sinistra non regredisce nella vita post-natale ed è connessa 

alla vena azigos sinistra; il seno coronario è costituito pertanto dal segmento terminale 

della vena cava craniale sinistra che decorre dalla vena azigos all’atrio destro. Il seno 

coronario nel topo riceve sangue sia dalla circolazione sistemica sia dalle vene 

cardiache, che decorrono sulla superficie del cuore in posizione subepicardica [10]. 

L’anatomia delle arterie coronarie nel topo presenta alcune differenze rispetto 

all’uomo. Nel topo si individua una cospicua arteria coronaria settale, che origina dal 

seno di Valsalva o come una branca prossimale dalla arteria coronaria destra e decorre 

lungo il solco interventricolare, provvedendo alla perfusione del miocardio del 

ventricolo destro e del setto interventricolare. Nell’uomo invece questo distretto è 

perfuso dalle arterie settali perforatrici, che originano dall’arteria coronaria 

discendente anteriore sinistra o dall’arteria coronaria discendente posteriore. Nell’uomo 

l’ arteria coronaria sinistra si divide prossimamente in arteria coronaria discendente 
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anteriore sinistra e arteria circonflessa, mentre nel topo decorre obliquamente lungo la 

parete laterale del ventricolo sinistro e si dirama in modo variabile, analogamente 

all’arteria intermedia dell’uomo. A differenza dell’uomo, dunque, il topo non possiede 

un’arteria coronaria discendente anteriore sinistra propriamente detta, mostra una lieve 

variabilità tra gli individui nella fisionomia delle diramazioni dell’arteria coronaria 

sinistra e possiede una distinta arteria coronaria settale. Pertanto la legatura dell’arteria 

coronaria sinistra nel topo, che mima la cardiomiopatia ischemica coronarica 

dell’uomo, induce un infarto del miocardio con estensione variabile, che può 

interessare la parete ventricolare sinistra antero-laterale, posteriore e apicale, 

risparmiando il setto interventricolare [11-12]. Nel topo l’arteria coronaria destra si 

divide prossimamente in un ramo ventricolare destro e in un’arteria circonflessa, 

deputata all’irrorazione della parete ventricolare sinistra posteriore.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Anatomia delle arterie coronarie nell’uomo 

Da my.clevelandclinic.org 
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Figura 3. Anatomia delle arterie coronarie nel topo  

A) la punta di freccia gialla indica l’arteria diagonale; la punta di freccia azzurra indica 

l’ arteria circonflessa; la punta di freccia bianca indica l’arteria discendente sinistra.  

Da Tellez et al 2004; Cardiovascular Pathology 13:91-97  

B) Arteria coronaria settale nel topo ( calco con Silastic “in situ” ed immagine di 

sottrazione). 

Da Kumar et al 2005; Coronary Artery Disease 16:41-44 

Anche l’anatomia del sistema di conduzione presenta alcune differenze tra le due 

specie, in particolare nel topo il nodo seno-atriale è localizzato in corrispondenza della 

vena cava craniale destra, al di sopra della sua giunzione con l’atrio destro, piuttosto 

che in corrispondenza del pavimento dell’atrio stesso [13]. 

 

§§  MM ooddeell ll ii   mmuurr iinnii   ddii   ppaattoollooggiiee  ccaarr ddiioovvaassccoollaarr ii   uummaannee  

Recentemente sono stati sviluppati numerosi modelli murini geneticamente 

modificati, in cui specifici geni, coinvolti nello sviluppo di malformazioni cardiache o 

altre patologie cardiovascolari, sono overespressi, deleti o mutati. I topi knockout, 

conditional knockout, knockin e transgenici offrono l’opportunità unica di valutare 

l’effetto di specifici geni come singola variabile indipendente, in una popolazione con 

caratteristiche genetiche ben definite ed in cui lo stato di salute, l’età, il sesso ed altre 
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variabili possono essere strettamente controllate. Inoltre, nell’ultimo decennio le 

pratiche chirurgiche sperimentali sui modelli animali nella ricerca cardiovascolare sono 

state in gran parte traslate dal ratto al topo, grazie anche alla crescente disponibilità di 

sempre più sofisticati microscopi per microdissezione, di strumenti microchirurgici di 

precisione, di sistemi monitoraggio dei parametri vitali, di anestesia e ventilazione 

polmonare assistita specificamente dedicati a piccoli roditori da laboratorio, 

consentendo pertanto di ottimizzare le procedure interventistiche, e limitare il numero 

di animali impiegati e la variabilità sperimentale. I modelli murini impiegati nella 

ricerca cardiovascolare possono essere ottenuti mediante tecniche di manipolazione 

genetica, interventi chirurgici, modificazioni ambientali, somministrazione di farmaci o 

inoculazione di agenti patogeni. Queste metodiche fondamentali possono essere 

proficuamente combinate tra loro, testando ad esempio gli effetti di fattori esogeni su 

un particolare substrato genetico. Le manipolazioni del genoma murino hanno portato 

alla creazione di un numero crescente di topi geneticamente modificati recanti 

malformazioni cardiache che mimano patologie cardiache congenite umane [9]. In 

letteratura sono inoltre riportati svariati modelli murini di cardiomiopatia su base 

genetica. Ad esempio, l’ipertrofia cardiaca si sviluppa spontaneamente in topi 

transgenici per la fosfoinositolo-3 chinasi (PI3K) [14] oppure overesprimenti i recettori 

per l’ “Insulin-like growth factor 1” (IGF1) [15]. Modelli di cardiomiopatia dilatativa 

ed insufficienza cardiaca sono rappresentati da topi transgenici overesprimenti la forma 

dominante-negativa della proteina p21ras [16], un importante fattore di crescita per i 

miocardiociti, oppure recanti mutazioni dei geni codificanti per le proteine del 

citoscheletro o difettivi per i geni della distrofina e utrofina [11;17]. Ceppi murini 

knockout per i recettori per l’apolipoproteina E (apoE) o per le lipoproteine a bassa 

densità (LDL) rappresentano interessanti modelli per lo studio dell’aterosclerosi [18]. 

Ancora, sono riportati in letteratura diversi topi knockin, knockout e trangenici che 
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rappresentano modelli di aritmie cardiache dell’uomo [19]. Modelli sperimentali murini 

di cardiomiopatia possono essere anche riprodotti con tecniche diverse dalla 

manipolazione genetica, come l’esercizio fisico, modificazioni della dieta, procedure 

chirurgiche o inoculazione di agenti patogeni. Ad esempio, l’ipertrofia del ventricolo 

sinistro può essere indotta sottoponendo i topi ad un programma di allenamento fisico 

costante come il nuoto [20], oppure determinando un sovraccarico pressorio mediante 

la costrizione chirurgica (banding) dell’aorta ascendente [12]. Analogamente, la 

sindrome legata alla stenosi congenita dell’arteria polmonare nell’uomo può essere 

mimata nel topo mediante banding dell’arteria polmonare. I modelli murini di infarto 

del miocardio e di ischemia / riperfusione miocardica sono ampiamente descritti in 

letteratura e riprodotti mediante legatura chirurgica definitiva o temporanea dell’arteria 

coronaria sinistra [ 2; 12]. Le procedure chirurgiche possono essere eseguite su topi 

transgenici, knockout e wild-type. Infine, sono riportati in letteratura modelli murini di 

aterosclerosi riprodotti mediante opportune modificazioni della dieta [18] o di 

miocardite indotta mediante inoculazione del virus dell’encefalomiocardite [21]. 

 

MM eettooddiicchhee  ppeerr   lloo  ssttuuddiioo  ddeeii   mmooddeell ll ii   mmuurr iinnii   nneell llaa  rr iicceerr ccaa  

ccaarr ddiioovvaassccoollaarr ee  

§§  GGeennoommiiccaa  ee  PPrr ootteeoommiiccaa  

Il termine anglosassone “omics” viene impiegato attualmente per indicare le 

discipline che integrano le informazioni derivanti dai geni (“genomica”), dall’RNA 

messaggero (“trascriptomica”), dalle proteine (“proteomica”) e da composti organici a 

basso peso molecolare (“metabolomica”) [22] per comprendere i meccanismi cellulari 

alla base delle patologie, ad esempio le disfunzioni cardiache. Ampi studi di genomica, 

trascriptomica e proteomica sono stati condotti nell’uomo in corso di diverse malattie 
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cardiache [22], come la coronaropatia e l’ischemia acuta e cronica del miocardio [23]. 

Queste metodiche sono adottate anche per l’analisi di modelli murini di cardiopatia, 

data l’elevata omologia genetica e proteomica con l’uomo. Diversi lavori scientifici 

riportano l’analisi genomica [12] e proteomica dei principali organi del topo, tra cui 

anche il cuore, sia in condizioni fisiologiche [24] sia in corso di patologie, ad esempio 

nella cardiomiopatia dilatativa [25] o nell’insufficienza cardiaca in topi knockout per il 

fosfolambano [26]. L’analisi dei profili d’espressione genica mediante sofisticate 

tecniche come la “microarray”, consente di individuare i geni la cui trascrizione è 

attivata in maniera differente in varie patologie. Queste informazioni consentono di 

monitorare le modificazioni dell’espressione genetica in diverse fasi di una malattia o a 

seguito di una procedura chirurgica, e dunque di definire le tappe fisiopatologiche 

fondamentali di una cardiopatia sperimentalmente indotta, ad esempio la progressione 

dell’ipertrofia ventricolare sinistra in risposta a sovraccarico pressorio indotto mediante 

banding aortico dalla fase compensata a quella di insufficienza cardiaca. Le più recenti 

generazioni di microarrays, ad esempio, possono valutare l’espressione di più di 34.000 

geni. Gli svantaggi di questa metodica sono rappresentati dalla sua applicazione ex 

vivo, dagli elevati costi, dai lunghi tempi di esecuzione e dall’elevato numero di 

variabili che possono inficiare la precisione dei risultati, quali errori di misurazione, 

mancata standardizzazione delle tecniche di estrazione dell’RNA o di ibridizzazione 

[12]. I progressi tecnologici nel campo della spettrometria e della bioinformatica hanno 

consentito di identificare e quantificare migliaia di proteine da tessuti normali o 

patologici. L’analisi delle variazioni nell’espressione proteica del tessuto miocardico in 

condizioni patologiche, mediante spettrometria o elettroforesi, fornisce importanti 

informazioni sul piano diagnostico e terapeutico.  
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§§  EEssaammee  iissttoollooggiiccoo  

L’istomorfometria rappresenta tuttora la tecnica di riferimento per la valutazione 

morfostrutturale delle lesioni cardiache e dell’efficacia di potenziali trattamenti su 

modelli murini di cardiomiopatia. 

Il tessuto miocardico può essere fissato, incluso e tagliato in sezioni dello spessore di 

pochi µm, per essere successivamente sottoposto a valutazione istologica previa 

colorazione, comunemente con ematossilina ed eosina (HE) [2]. Altre colorazioni utili 

per lo studio del tessuto cardiaco sono l’Evans Blue e trifeniltetrazoliumcloride (TTC) 

[2], il sirius red [4] e la colorazione tricromica di Masson [27]. Con queste colorazioni 

è possibile, ad esempio, visualizzare e misurare accuratamente l’estensione di un’area 

di ischemia miocardica con l’ausilio di un microscopio a trasmissione ed un opportuno 

software di elaborazione immagini. Il vantaggio della valutazione istologica è 

rappresentato dalla possibilità di distinguere il tessuto sano da quello danneggiato già 

dopo poche ore dall’ischemia e di poter effettuare misurazioni precise dell’area 

d’infarto. Attualmente l’istomorfometria rappresenta la tecnica di riferimento anche per 

la validazione di misurazioni ottenute mediante metodiche di imaging. Gli svantaggi 

sono rappresentati dalla sua applicazione ex vivo, dai lunghi tempi di preparazione del 

campione e la minore accuratezza nelle misurazioni per l’Evans Blue [2]. 

 

§§  II nnddaaggiinnii   eemmaattoocchhiimmiicchhee  

E’ possibile determinare la concentrazione plasmatica degli enzimi cardiaci, quali 

la creatina-kinasi e l’isoenzima I della deidrogenasi, per valutare il danno subito dalle 

cellule cardiache, ad esempio in seguito ad ischemia miocardica [2].  
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§§  DDiiaaggnnoosstt iiccaa  ppeerr   II mmmmaaggiinnii   

Diverse metodiche di imaging, come l’Ecocardiografia, la Tomografia 

Computerizzata a raggi X (TC), la Risonanza Magnetica (RM), la Tomografia ad 

Emissione di Positroni (PET) e la Tomografia Computerizzata ad Emissione di Singolo 

Fotone (SPECT) sono correntemente impiegate sia in campo clinico che nella ricerca 

preclinica per valutare l’anatomia, la funzionalità, la perfusione ed il metabolismo del 

cuore. Attualmente il confine tra imaging “morfologico” e “molecolare” appare sempre 

più sfumato e metodiche tradizionalmente dedicate all’analisi anatomo-funzionale 

cardiaca, come l’Ecografia o la Risonanza Magnetica, sono utilizzate con successo 

anche per visualizzare e misurare processi biologici a livello cellulare e subcellulare, 

mediante l’ausilio di specifiche sonde molecolari [28]. La diffusione delle metodiche di 

imaging nella sperimentazione biomedica ha rappresentato una innovazione rilevante, 

perché ha consentito di studiare i modelli animali in vivo, in modo non invasivo e 

longitudinale, monitorando in uno stesso soggetto l’evoluzione di una patologia o la 

risposta ad una terapia. L’avanzamento tecnologico delle apparecchiature per imaging 

preclinico è avvenuto parallelamente ed in accordo con lo sviluppo delle scienze degli 

animali da laboratorio e la maturazione di un impiego sempre più consapevole, 

razionale ed eticamente corretto dei modelli animali sperimentali. Infatti le tecniche di 

imaging, consentendo lo studio dei modelli animali in vivo, in modo non invasivo e 

ripetuto nel tempo, hanno permesso sia di migliorare l’accuratezza e l’attendibilità dei 

risultati sperimentali, sia di ridurre significativamente il numero di animali impiegati 

nella ricerca, in accordo col principio etico del “Replacement, Reduction, Refinement” 

enunciato da Burch e Russell nel 1959. Per favorire la ricerca traslazionale, sono state 

sviluppate diverse apparecchiature per imaging dedicate ai piccoli animali da 

laboratorio. L’estensione delle modalità di imaging cardiaco dall’uomo al topo presenta 

alcune problematiche legate principalmente alle differenze di dimensioni e frequenza 
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cardiaca tra le due specie. Ad esempio, i valori medi del diametro e dello spessore 

parietale del ventricolo sinistro e del setto interventricolare nel topo si aggirano 

rispettivamente intorno ai 2.0, 1.5 ed 1.3 mm, mentre il diametro delle arterie coronarie 

del topo è di circa 0.16 mm, rispetto ai 3.7 mm dell’uomo [13]. La frequenza cardiaca 

media nell’uomo è circa 10 volte più bassa (65 battiti al minuto) rispetto al topo (600 

battiti al minuto). Pertanto, appare fondamentale per eseguire studi di imaging sul cuore 

del topo, disporre di apparecchiature con alta risoluzione spaziale e temporale. 

Nell’ultimo decennio hanno inoltre trovato ampia diffusione gli scanner ibridi dedicati, 

che associano metodiche di Imaging complementari, come SPECT o PET e TC oppure 

PET ed RM. L’imaging multimodale ha il vantaggio di fornire una precisa 

localizzazione anatomica della distribuzione del tracciante molecolare e di permettere 

la correzione per l’attenuazione dei fotoni da parte dei tessuti corporei e degli errori di 

volume parziale, che possono inficiare l’accuratezza delle valutazioni quantitative. 

L’Ecografia in modalità B-mode, M-mode e Doppler rappresenta attualmente la tecnica 

di imaging più diffusa per lo studio dell’apparato cardiovascolare, sia in campo clinico 

che nella ricerca preclinica. L’Ecocardiografia consente di effettuare una valutazione 

morfologica e funzionale del cuore in tempo reale, in modo non invasivo e 

relativamente economico, senza ricorrere a radiazioni ionizzanti. Applicazioni 

convenzionali dell’ecocardiografia sono rappresentate dalla valutazione della struttura 

cardiaca, della funzione sistolica e diastolica del ventricolo sinistro, della perfusione del 

miocardio e, con l’ausilio dell’ecoDoppler, dei parametri emodinamici. L’impiego del 

mezzo di contrasto ecografico favorisce la visualizzazione dell’interfaccia sangue-

miocardio e la misurazione della perfusione tissutale. L’imaging molecolare con 

l’ecografia si basa sull’utilizzo di mezzi di contrasto strutturati in modo da legarsi a 

specifici bersagli molecolari presenti sulle cellule endoteliali o in ambiente 

extravascolare, come i recettori di membrana VCAM-1, VEGF o ανβ3. 
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L’evidenziazione di marcatori dei processi di flogosi ed angiogenesi risulta utile ad 

esempio in caso di lesioni aterosclerotiche, di ischemia e rimodellamento del miocardio 

[28-29]. In passato è stato descritto l’utilizzo di apparecchi ecografici convenzionali, 

dotati di sonde con frequenza di 15 MHz, per lo studio dell’apparato cardiovascolare 

nel topo. Tuttavia, la loro limitata risoluzione spaziale (risoluzione laterale 250 µm; 

risoluzione assiale 100 µm) non è apparsa adeguata per esaminare accuratamente le 

strutture cardiache ed i parametri emodinamici in questa specie. Inoltre, un altro 

parametro importante per l’imaging cardiaco nel topo è la risoluzione temporale. Per 

visualizzare accuratamente la fase telesistolica e telediastolica occorrono almeno 15 

frame per ciclo cardiaco, ed aggirandosi la frequenza cardiaca media del topo intorno ai 

600 battiti al minuto, è necessario un frame rate di almeno 150 Hz [30]. Pertanto sono 

stati sviluppati negli ultimi anni degli apparecchi ecografici definiti “Biomicroscopi ad 

Ultrasuoni”, dotati di sonde con frequenza compresa tra 40 e 200 MHz e caratterizzati 

da altissima risoluzione spaziale (circa 50 µm) [31] e frame rate tra 120 e 600 Hz. 

Queste apparecchiature offrono una risoluzione spaziale e temporale ed una profondità 

di penetrazione ideali per la fenotipizzazione dell’apparato cardiovascolare in modelli 

murini transgenici o chirurgici [32-34]. Recentemente si sta diffondendo nella ricerca 

preclinica l’impiego dell’ecocardiografia tridimensionale, per eseguire valutazioni 

accurate della massa e del volume ventricolari anche in modelli murini di cardiopatia, 

come l’infarto del miocardio, in cui il ventricolo sinistro assume una forma asimmetrica 

[35]. La TC fornisce immagini tomografiche e tridimensionali del cuore e, attraverso 

l’acquisizione di immagini volumetriche in diverse fasi del ciclo cardiaco, consente di 

ricostruire anche immagini in 4D, utili per un’accurata valutazione del volume e della 

contrattilità ventricolari [36]. La TC cardiaca è utilizzata in campo clinico per lo studio 

delle arterie coronarie e per la diagnosi di aneurismi aortici, embolismo polmonare e 

malattie pericardiche. L’impiego di mezzi di contrasto iodati migliora la 
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visualizzazione dei vasi sanguigni e permette di discernere tra tessuto miocardico sano 

e danneggiato. Per ridurre gli artefatti da movimento, può essere registrato un tracciato 

elettrocardiografico (ECG) simultaneamente all’acquisizione TC, che può essere 

successivamente utilizzato in modo prospettico o retrospettivo in fase di ricostruzione 

per ottenere scansioni sincronizzate con una determinata fase del ciclo cardiaco 

(“gating ”). Analogamente, le acquisizioni TC possono essere sincronizzate con le fasi 

del ciclo respiratorio [29]. Per ottenere nel topo acquisizioni TC con un dettaglio 

anatomico del cuore comparabile all’uomo, è necessario impiegare una risoluzione 

spaziale di almeno 100 µm. Inoltre, data l’elevata frequenza cardiaca (600 battiti al 

minuto) e respiratoria del topo (50 atti respiratori al minuto), è richiesta una risoluzione 

temporale di circa 50 ms, rispetto ai 300 ms per l’uomo. Pertanto, negli studi preclinici 

su piccoli animali da laboratorio, sia in vivo che su campioni ex vivo, vengono 

impiegati scanner TC dedicati, ad alta risoluzione spaziale e temporale, designati col 

termine “micro-TC” [37]. In letteratura è descritta la valutazione TC del cuore del topo 

ex vivo, con risoluzione spaziale di 25 µm, ottenendo ricostruzioni tridimensionali con 

un buon dettaglio anatomico. Lo studio in vivo del cuore nel topo con micro-TC è 

problematico per una serie di fattori. Negli scanner micro-TC è possibile migliorare la 

risoluzione spaziale, temporale e di contrasto aumentando l’intensità del flusso di fotoni 

X emessi dal tubo radiogeno, incrementando però la dose di radiazioni ionizzanti 

somministrate al soggetto esaminato. Pertanto, per le acquisizioni in vivo non possono 

essere impiegate le alte risoluzioni utilizzate ex vivo. Inoltre, data l’elevata frequenza 

cardiaca e respiratoria del topo, gli artefatti creati dal movimento del muscolo cardiaco 

e dall’escursione respiratoria della parete toracica sono significativi, e pertanto, per una 

valutazione morfo-funzionale ottimale del cuore in questa specie, sono indispensabili 

acquisizioni “gating”. Poiché l'attenuazione dei raggi X da parte del sangue e del 

miocardio è molto simile, per ottenere immagini micro-TC di alta qualità spesso si 
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ricorre all’impiego di mezzi di contrasto. Nel topo i mezzi di contrasto iodati 

tradizionalmente usati in campo clinico cominciano ad essere filtrati dal rene circa 30 

secondi dopo la somministrazione endovenosa in singolo bolo. Pertanto nel topo è 

preferibile utilizzare mezzi di contrasto dedicati, caratterizzati da lunga persistenza nel 

letto vascolare, per differenziare il sangue dal muscolo cardiaco e misurare ad esempio 

il volume ventricolare, la frazione d’eiezione o la gettata cardiaca in soggetti normali o 

in modelli chirurgici di ischemia del miocardio [36-38]. L’uso di tecniche di 

acquisizione e protocolli operativi più sofisticati (delayed-enhancement cine 3D   

micro-CT) permettono anche di distinguere il miocardio infartuato da quello sano e di 

misurare accuratamente l’estensione dell’area d’infarto [39]. La RM è una tecnica di 

imaging che non utilizza radiazioni ionizzanti, ma si basa sull’energia a radiofrequenza 

assorbita e riemessa in condizioni di risonanza dai nuclei di idrogeno presenti nei 

tessuti. Questa metodica è diffusamente impiegata in campo clinico per valutare 

l’anatomia cardiaca, la funzione ventricolare e per determinare, in maniera precisa e 

con elevata risoluzione temporale e di contrasto, la massa, la vitalità, la perfusione ed il 

metabolismo energetico del miocardio. L’impiego di mezzo di contrasto a base di 

gadolinio consente inoltre di determinare in maniera accurata l’estensione dell’infarto 

del miocardio [29]. Una tipica immagine RM del cuore nell’uomo presenta una 

risoluzione per voxel di 5 mm3. Gli scanner RM dedicati per piccoli animali da 

laboratorio presentano un elevato campo magnetico, compreso tra 1.5 e 11.75 T, per 

raggiungere un’elevata risoluzione spaziale, di circa 0.00144 mm3. Poiché il segnale 

RM è estremamente sensibile al movimento, per evitare artefatti è indispensabile 

effettuare acquisizioni sincronizzate con determinate fasi del ciclo cardiaco e 

respiratorio [36]. In letteratura è descritto l’impiego dell’RM nel topo in vivo per la 

determinazione della massa, del volume e della frazione di eiezione del ventricolo 

sinistro [40] e per valutare le valvole cardiache e le arterie coronarie [41]. Le tecniche 
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di Imaging Nucleare, come la Tomografia ad Emissione di Positroni (PET) e la 

Tomografia Computerizzata ad Emissione di Singolo Fotone (SPECT), rappresentano 

le principali modalità di imaging molecolare, in quanto sono caratterizzate da elevata 

sensibilità e dalla disponibilità di una vasta gamma di radiotraccianti per applicazioni 

cliniche e precliniche. Con queste metodiche è possibile valutare la perfusione e la 

vitalità del miocardio, la funzione sistolica ventricolare e processi biologici come 

l’apoptosi, l’infiammazione e l’angiogenesi in corso di patologie cardiovascolari, quali 

l’aterosclerosi, l’infarto del miocardio ed il rimodellamento del ventricolo sinistro. 

Attualmente, la PET rappresenta la tecnica di imaging nucleare più affermata, in quanto 

presenta una sensibilità ed una risoluzione spaziale migliori rispetto alla SPECT [28]. 

Nonostante le difficoltà relative alle ridotte dimensioni del cuore ed alla elevata 

frequenza cardiaca nel topo, in letteratura sono descritti diversi studi PET cardiaci in 

questa specie, utilizzando scanner dedicati ad alta risoluzione. Gli studi PET in piccoli 

animali da laboratorio offrono l’opportunità di valutare il metabolismo, la perfusione e 

l’espressione genica a livello miocardico in maniera non invasiva, ripetuta nel tempo e 

di misurare parametri quantitativi [42]. Inoltre, attraverso acquisizioni con gating 

cardiaco e respiratorio è possibile ridurre significativamente gli artefatti da movimento, 

migliorando così l’accuratezza delle misurazioni quantitative, ed è possibile stimare nel 

topo anche parametri anatomo-funzionali, quali il volume ventricolare telesistolico e 

telediastolico, la frazione di eiezione e la gettata cardiaca [42-43]. 

 

MM ooddeell ll ii   ssppeerr iimmeennttaall ii   mmuurr iinnii   ddii   iinnffaarr ttoo  ddeell   mmiiooccaarr ddiioo  

La coronaropatia nell’uomo può manifestarsi con quadri clinici e lesioni 

anatomopatologiche di gravità variabile, inducendo disfunzioni cardiache la cui severità 

è proporzionale alla durata dell’occlusione vascolare. L’ischemia cardiaca transitoria 

può essere definita come un danno miocardico provocato da uno squilibrio tra 
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perfusione coronarica e fabbisogno energetico del muscolo cardiaco. La manifestazione 

clinica caratteristica di questa condizione patologica è rappresentata dall’insorgenza di 

un dolore acuto nella regione precordiale, noto come “angina pectoris”, ma nei soggetti 

diabetici o trapiantati alcuni episodi possono verificarsi in maniera subclinica. In questi 

casi, se l’occlusione delle arterie coronarie viene risolta entro 20 minuti circa, si 

osserva il fenomeno definito “stunning”, cioè un deficit contrattile temporaneo del 

miocardio ventricolare, senza compromissione della vitalità. L’infarto acuto del 

miocardio può essere definito come un danno necrotico irreversibile del muscolo 

cardiaco, causato da una severa e prolungata riduzione del flusso coronarico. La 

riperfusione del miocardio viene descritta come il ripristino spontaneo o indotto 

mediante opportuna terapia, del flusso ematico attraverso le arterie coronarie.                

I fenomeni di ischemia e riperfusione inducono una intensa risposta infiammatoria, che 

rappresenta un ulteriore insulto per i miocardiociti [2]. I modelli animali che mimano la 

patogenesi e le caratteristiche dell’infarto del miocardio e dello scompenso cardiaco ad 

esso conseguente possono essere sviluppati con diversi metodi. Nell’uomo la 

coronaropatia è correlata alla stenosi cronica da parte di placche aterosclerotiche delle 

arterie coronarie, oppure alla loro occlusione acuta ad opera di formazioni trombotiche. 

Nei modelli animali la formazione di placche aterosclerotiche può essere indotta 

attraverso la manipolazione genetica o somministrando specifiche diete ad alto 

contenuto di colesterolo. Tuttavia l’incidenza e la sede dell’occlusione delle arterie 

coronarie in questi modelli è imprevedibile e l’eziologia è differente da quella che si 

riscontra nell’uomo. Diverse patologie cardiovascolari umane, come l’ischemia 

miocardica, possono essere sperimentalmente riprodotte attraverso procedure 

microchirurgiche. In base alla durata ed all’estensione del deficit di perfusione del 

miocardio ventricolare, si distinguono modelli chirurgici di infarto (MI), di danno 

ischemico acuto e riperfusione (I/R) e di ischemia cronica del miocardio. L’induzione 
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chirurgica della stenosi o dell’occlusione delle arterie coronarie ha il vantaggio di 

consentire una precisa cronologia, localizzazione, estensione e riproducibilità della 

coronaropatia [44]. Negli ultimi anni sia topi wild-type che transgenici hanno 

rappresentato i principali modelli animali chirurgici di coronaropatia, testando così 

l’effetto di specifici geni sull’evoluzione della cardiomiopatia ischemica e sull’effetto 

di nuovi approcci terapeutici. Recentemente ad esempio, è stato studiato il ruolo della 

metalloproteasi 7 (MMP-7) nel rimodellamento ventricolare e nella genesi di aritmie 

post-infarto, eseguendo la legatura dell’arteria coronaria sinistra in topi wild-type e 

knockout, cosi come per l’apolipoproteina E, per valutare l’influenza dell’aterosclerosi 

sull’evoluzione dell’insufficienza cardiaca post-infarto. I modelli chirurgici murini di 

infarto miocardico rappresentano inoltre utili strumenti per testare l’efficacia di 

approcci terapeutici innovativi, ad esempio agenti inibitori dell’apoptosi oppure cellule 

staminali [44]. La principale difficoltà nell’esecuzione di procedure di chirurgia 

cardiovascolare sul topo è rappresentata dalle ridotte dimensioni cardiache e delle 

arterie coronarie, per cui è necessario disporre di una serie di attrezzature dedicate, 

come uno stereomicroscopio per microdissezione, che consenta una adeguata 

magnificazione, di strumenti per microchirurgia, di tracheotubi e ventilatori meccanici 

specificamente studiati per l’uso nel topo. I primi a descrivere un modello chirurgico 

murino di ischemia del miocardio furono Michael e colleghi nel 1995. Per realizzare 

questo modello sperimentale, il topo viene sottoposto ad anestesia parenterale o 

inalatoria e posizionato in decubito dorsale su un lettino termoriscaldato. La profondità 

del piano anestesiologico viene valutata saggiando il riflesso digitale, e, quando viene 

giudicata adeguata, si procede alla tricotomia e disinfezione del campo operatorio. Per 

eseguire la toracotomia, il topo deve essere sottoposto ad intubazione tracheale e 

ventilazione assistita. L’intubazione del topo risulta piuttosto indaginosa e non scevra 

da complicanze e può essere realizzata attraverso la cavità orale oppure previa 



 22  

tracheotomia/tracheostomia, utilizzando specifici tracheotubi metallici o cateteri 

endovenosi di teflon 18-20 gauge opportunamente modificati. In letteratura sono 

descritti svariati e più o meno complessi dispositivi “self-made” per migliorare la 

visualizzazione della glottide ed il tasso di successo della procedura [45-50]. Per 

attenuare il riflesso laringeo, può risultare utile applicare una goccia di lidocaina all’1% 

sulla punta del tracheotubo. Una volta posizionato, il tubo endotracheale verrà 

raccordato ad un ventilatore meccanico dedicato per piccoli roditori da laboratorio, a 

sua volta collegato ad un circuito che veicola 2 Lt/min di ossigeno ed eventualmente un 

anestetico inalatorio, settando opportunamente il volume tidalico (in media 120 µl) e la 

frequenza respiratoria (in media 133 atti respiratori al minuto). Il corretto 

posizionamento del tracheotubo è indicato dalla ritmica espansione della gabbia 

toracica in sincronia con la frequenza respiratoria impostata per il ventilatore [2]. Prima 

dell’incisione chirurgica, viene eseguita un’anestesia locale di infiltrazione, iniettando 

nel sottocute della parete toracica 100 µl  di una soluzione di lidocaina all’1%. La 

toracotomia viene realizzata generalmente a livello del IV° spazio intercostale sinistro, 

mediante un’incisione di circa 8 mm di cute e sottocute, a 2 mm di distanza dal margine 

sternale, seguita da dissezione smussa dei muscoli intercostali esterni ed interni ed 

incisione della pleura parietale. Per evitare un’eccessiva perdita ematica, bisogna 

prestare attenzione a non ledere i vasi intercostali e la vena toracica superficiale. Un 

retrattore deve essere delicatamente applicato per ampliare la breccia operatoria senza 

danneggiare i lobi polmonari, ed il cuore deve essere visualizzato dislocando il timo o il 

grasso mediastinico. Il sacco pericardico deve essere aperto con delicatezza, evitando il 

danneggiamento della parete della vena cava craniale sinistra, per visualizzare la parte 

superiore dell’atrio sinistro ed i grossi vasi. L’arteria coronaria sinistra appare come 

un vaso rosso brillante pulsante, che origina al di sotto dell’auricola sinistra e decorre al 

centro della parete cardiaca verso l’apice. Questo vaso può essere legato con un filo da 
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sutura 7-0, 1-2 mm al di sotto della punta dell’auricola sinistra, per indurre un’ischemia 

del 40-50% della parete ventricolare sinistra. Quando si esegue la legatura del vaso, è 

importante evitare sia di penetrare con l’ago nella cavità ventricolare sia di inserirlo 

troppo superficialmente, rischiando di dissecare la parete ventricolare. L’occlusione 

dell’arteria è confermata dalla modificazione del colore della parete anteriore del 

ventricolo sinistro, che diviene pallido [Fig. 2-3].  

 

 

Figura 4. Infarto del miocardio mediante legatura  

dell’arteria coronaria sinistra nel topo. 

Da www.cardiogenomics.org 

 

Figura 5. Sezione istologica di cuore murino con infarto indotto mediante  

legatura dell’arteria coronaria sinistra, colorazione H&E. 

Da www.cardiogenomics.org 
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Prima di suturare la breccia operatoria, è importante assicurarsi della corretta 

reinsufflazione polmonare, occludendo con le dita per pochi secondi il tratto espiratorio 

del circuito di ventilazione. Infatti, il collasso dei lobi polmonari può esitare in distress 

respiratorio post-chirurgico. La parete toracica viene dunque richiusa, legando tra di 

loro la IV° e la V° costa con un filo da sutura riassorbibile 6-0 e suturando piano 

muscolare, sottocute e cute [12]. In letteratura è riportato un tasso di mortalità associato 

all’induzione chirurgica dell’infarto miocardico nel topo compreso tra 37 e 50 %. La 

morte si verifica a volte entro un’ora dalla procedura chirurgica, per l’insorgenza di 

episodi di tachicardia ventricolare maligna, la cui incidenza può essere ridotta mediante 

somministrazione sublinguale di 10-50 µg di nitroglicerina [44] oppure applicando una 

goccia di lidocaina all’1% sull’apice cardiaco [12]. Per favorire il recupero post-

operatorio è necessario monitorare accuratamente la temperatura corporea e la 

respirazione dei topi, utilizzando dispositivi termici, somministrando ossigeno fino al 

completo risveglio ed analgesici per 48 ore. L’infarto del miocardio è associato ad una 

profonda alterazione dell’architettura globale del ventricolo, detta “rimodellamento 

ventricolare”, con assottigliamento della parete del ventricolo sinistro entro 48 ore ed 

estesa deposizione di collagene nell’area infartuata dopo 1 settimana [Fig. 4].  

 

Figura 6. Sezioni istologiche di cuore murino: modificazioni anatomopatologiche 

dopo l’induzione di  infarto mediante legatura dell’arteria coronaria sinistra, 

colorazione Tricromica di Masson. 

Da www.cardiogenomics.org 
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Per realizzare un modello di ischemia del miocardio seguita da riperfusione, 

l’arteria coronaria sinistra viene occlusa temporaneamente, interponendo un tubicino di 

materiale plastico di circa 1mm di diametro tra il filo da sutura ed il vaso, in modo da 

rimuovere facilmente la legatura dopo un determinato periodo di tempo, ad esempio 60 

minuti [12]. L’ischemia è confermata dall’impallidimento della parete anteriore del 

ventricolo sinistro, mentre la riperfusione è indicata dall’iperemizzazione della stessa 

area miocardica. Una frequente complicanza post-chirurgica è rappresentata dalla 

fibrillazione ventricolare a seguito della riperfusione, la cui incidenza può essere ridotta 

somministrando 6 mg/kg di lidocaina per via intraperitoneale subito dopo aver eseguito 

la legatura dell’arteria coronaria sinistra e immediatamente prima della sua rimozione. 

Il modello chirurgico di I/R è caratterizzato da un’intensa infiltrazione di cellule 

infiammatorie e da una attenuato rimodellamento fibrotico ed angiogenesi nell’area 

infartuata. Per minimizzare l’interferenza delle procedure chirurgiche sull’evoluzione 

del processo infiammatorio, sono state sviluppate anche delle tecniche chirurgiche 

meno invasive, che prevedono l’utilizzo di specifici dispositivi impiantabili per 

realizzare l’occlusione dell’arteria coronaria sinistra [2; 44]. In sintesi, dopo la 

toracotomia, un sottile filo da sutura viene fatto passare al di sotto dell’arteria coronaria 

sinistra e le estremità del filo vengono inserite in un tubicino di polietilene ed 

esteriorizzate attraverso la breccia operatoria, che viene suturata. L’esperimento di I/R 

può essere pertanto realizzato attraverso questo dispositivo alcuni giorni dopo la 

procedura chirurgica, quando il processo infiammatorio ad essa conseguente si è ormai 

risolto. Infine, Miller e colleghi nel 1994 descrissero per primi la realizzazione di un 

modello di I/R con “precondizionamento”, riproducendo 5 cicli di occlusione 

dell’arteria coronaria sinistra, della durata di 5 minuti, seguiti da riperfusione di analoga 

durata e successivamente un periodo di 30 minuti di occlusione dell’arteria, seguita da 
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2 ore di riperfusione. Con questo protocollo è stata dimostrata una riduzione 

dell’estensione dell’area d’infarto di circa il 50 %. 

 

II mmaaggiinngg  MM oolleeccoollaarr ee  MM uull tt iimmooddaallee  mmeeddiiaannttee  PPEETT//TTCC  nneeii   mmooddeell ll ii   

mmuurr iinnii   ddii   iinnffaarr ttoo  ddeell   mmiiooccaarr ddiioo  

L’imaging cardiaco tradizionale si basa sulla valutazione di modificazioni 

anatomo-funzionali, come il flusso ematico o la funzione contrattile. L'imaging 

molecolare fornisce piuttosto informazioni sui meccanismi biochimici e cellulari alla 

base delle malattie, come l’alterato metabolismo energetico, l'infiammazione, l'apoptosi 

e l'angiogenesi, favorendo una diagnosi precoce e l’impiego terapie innovative. 

Attualmente la Tomografia ad Emissione di Positroni ha trovato ampia diffusione in 

campo clinico per diagnosticare la coronaropatia e valutare la vitalità del miocardio. In 

particolare, la misurazione dell’estensione dell’area d’infarto miocardico è di 

fondamentale importanza per formulare valutazioni prognostiche e terapeutiche dopo 

un evento ischemico acuto [28; 51]. La metodologia per quantificare l'area d’infarto 

miocardico mediante PET è stata ben definita nell’uomo, mentre risulta più complessa 

da attuare nella sperimentazione con i piccoli roditori. In generale, l’imaging cardiaco 

nei topi è molto difficile da realizzare, a causa delle loro limitate dimensioni corporee, 

del ridotto volume ventricolare e dell’elevata frequenza cardiaca. Pertanto, sono state 

sviluppate apparecchiature dedicate per piccoli animali da laboratorio, caratterizzate da 

elevata risoluzione spaziale e temporale e da alta sensibilità, che hanno apportato un 

contributo notevole per la traslazione clinica dei risultati sperimentali nel campo della 

medicina molecolare. Attualmente, l’istomorfometria rappresenta il gold standard per 

la quantificazione dell’estensione dell'area di infarto miocardico nei piccoli roditori, 

anche per validare nuovi approcci basati sull’imaging. Tuttavia essa presenta lo 

svantaggio di essere applicata ex vivo e dunque non può fornire misurazioni seriali sullo 
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stesso animale, utili per monitorare l'evoluzione di una malattia o la risposta ad un 

trattamento. L’interesse a sviluppare anche in campo preclinico metodi accurati e non 

invasivi, basati sull’Imaging, per valutare l’estensione dell’area d’infarto è dunque 

rilevante, in quanto offrirebbe l’opportunità di indagare in vivo i cambiamenti 

metabolici e funzionali che seguono l’evento ischemico e l’impatto di terapie 

chirurgiche o farmacologiche. In letteratura è riportato che la quantificazione 

dell’estensione dell’area d’infarto nel topo può essere eseguita in modo preciso e 

ripetibile mediante SPECT [53], PET [4], TC [39] ed RM [54]. In particolare, la 

Tomografia ad Emissione di Positroni si è progressivamente affermata anche in campo 

preclinico per valutare metabolismo e vitalità del miocardio. Questa metodica offre 

diversi vantaggi, come l'alta risoluzione spaziale e l’elevata sensibilità [55]. La PET 

fornisce ricostruzioni tridimensionali e pertanto risulta particolarmente adatta rispetto 

ad altre tecniche, come l'ecocardiografia bidimensionale, per eseguire un accurato 

esame volumetrico della cavità ventricolare sinistra e del miocardio infartuato, che 

subiscono eterogenee modificazioni nella forma e nello spessore [51]. Attraverso la 

PET inoltre, è possibile determinare la concentrazione dei traccianti molecolari a livello 

miocardico, grazie anche all'avvento di software dedicati per la ricostruzione delle 

immagini e per la quantificazione dei radiofarmaci nel cuore dei roditori.  

Svantaggi della PET sono rappresentati dall'uso di radiazioni ionizzanti e dai 

limiti intrinseci di risoluzione spaziale di questa metodica (1-3 mm FWHM). Inoltre la 

PET non consente una precisa localizzazione anatomica delle lesioni Pertanto risulta 

estremamente vantaggioso associarla ad altre tecniche di Imaging che forniscano un 

dettaglio morfo-strutturale accurato, come TC o RM. .Attualmente si è ampiamente 

diffuso nella ricerca cardiovascolare l’utilizzo dei sistemi di imaging ibrido PET/TC, 

più vantaggiosi dal punto di vista tecnico ed economico rispetto agli scanner integrati 

con RM. L’associazione tra scanner micro-PET e micro-TC non solo consente la 
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precisa determinazione della sede anatomica dei bersagli molecolari, ma anche di 

migliorare l’accuratezza delle misurazioni quantitative, attraverso la correzione 

dell’errore di volume parziale e la correzione per l'attenuazione, che potrebbero tradursi 

in una sottostima della reale distribuzione regionale del radiotracciante.  

  

§§  RRaaddiiooffaarr mmaaccii   PPEETT  ppeerr   lloo  ssttuuddiioo  ddeeii   mmooddeell ll ii   mmuurr iinnii   ddii   iinnffaarr ttoo  ddeell   

mmiiooccaarr ddiioo  

Le alterazioni del metabolismo miocardico sono fondamentali nella patogenesi di 

molte malattie cardiovascolari. L'infarto miocardico, in particolare, è associato a 

numerosi cambiamenti biochimici e funzionali nel tessuto infartuato, nella zona a 

rischio e nel miocardio remoto. L’imaging PET consente la valutazione e la 

quantificazione in vivo, in modo non-invasivo e ripetuto nel tempo, di diversi parametri 

quali la perfusione, il metabolismo, l'apoptosi e l'espressione genica a livello 

miocardico. Inoltre le acquisizioni PET con gating cardiaco e respiratorio permettono 

di analizzare parametri anatomici e funzionali, come la forma del ventricolo sinistro, il 

volume telediastolico e telesistolico, la gittata sistolica, la gittata cardiaca, la frazione di 

eiezione e la contrattilità [42]. I radiofarmaci PET attualmente più utilizzati per la 

valutazione del flusso ematico a livello miocardico sono 13N-ammoniaca, 82Rubidio e 

H2
15O [51]. Gli studi PET con [18F]-RGD, un peptide ciclico che riconosce in modo 

specifico i recettori ανβ3, è utile per valutare l’angiogenesi in seguito ad ischemia del 

miocardio. In letteratura è descritto uno studio PET preclinico con 
11

C-epinefrina, che 

dimostrerebbe una compromissione della captazione e dello stoccaggio delle 

catecolamine a livello miocardico dopo l’induzione sperimentale dell’infarto. Diversi 

radiotraccianti sono in grado di discriminare il tessuto miocardico danneggiato da 

quello vitale e consentono la valutazione quantitativa dell’estensione dell'infarto.  
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Il 82Rubidio fornisce sostanzialmente informazioni sull’integrità delle cellule.   

Gli studi PET con [
11

C]-palmitato o con svariati composti con struttura analoga agli 

acidi grassi radiomarcati con [18F] sono utili per studiare il metabolismo cardiaco degli 

acidi grassi, in quanto un evento ischemico induce l’utilizzo a livello miocardico del 

glucosio come substrato energetico preferenziale al posto degli acidi grassi, per un 

tempo prolungato. La valutazione quantitativa della captazione di [18F]-FDG è un 

metodo riconosciuto nella pratica clinica per valutare la vitalità del tessuto miocardico 

nei pazienti con malattia coronarica e funzione ventricolare sinistra compromessa. 

Rispetto ad altri traccianti, il [18F]-FDG è di più facile approvvigionamento nella 

maggior parte dei centri PET e fornisce immagini con migliore risoluzione [42]. Il 

[18F]-FDG è un indicatore dell’assorbimento e della fosforilazione del glucosio da parte 

dei miocardiociti e può essere utilizzato per quantificarne il metabolismo. La 

captazione di FDG riflette l'attività dei vari trasportatori del glucosio e dell’esochinasi, 

ma a differenza del glucosio-6-fosfato, l’FDG-6-fosfato non viene ulteriormente 

metabolizzato e rimane intrappolato nelle cellule. Questo radiofarmaco è utile anche 

per valutare l’infiammazione acuta conseguente al danno miocardico da ischemia-

riperfusione ed al processo di rimodellamento ventricolare. Ancora, l’imaging con 

[
11

C]-acetato permette di valutare il metabolismo ossidativo cardiaco.  

 

§§  AAssppeett tt ii   tteeccnniiccii   ddeeggll ii   ssccaannnneerr   PPEETT//TTCC  ppeerr   lloo  ssttuuddiioo  ddeeii   mmooddeell ll ii   

mmuurr iinnii   ddii   iinnffaarr ttoo  ddeell   mmiiooccaarr ddiioo  

Il primo scanner PET dedicato per lo studio dei piccoli animali da laboratorio fu 

commercializzato nel 1995 col nome di “RATPET” [56]. Da allora il principale 

obiettivo tecnologico è stato ottimizzare la risoluzione spaziale di queste 
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apparecchiature, che attualmente si attesta intorno al millimetro. La risoluzione spaziale 

degli scanner PET preclinici è circa 10 volte superiore a quella degli scanner clinici, 

aspetto fondamentale se si considera che, ad esempio, il cuore umano è di dimensioni 

10 volte maggiori di quello murino, cosi come la frequenza cardiaca di un topo è 10 

volte più elevata dell’uomo. La qualità e la definizione delle immagini PET ottenibili 

mediante uno scanner clinico con risoluzione spaziale di circa 10-15 mm è 

paragonabile a quelle fornite da una micro-PET con risoluzione spaziale 

approssimativamente di 1mm [57]. 

 

                

Figura 7. Comparazione della qualità di immagini PET con [18F]-FDG  

del cuore nell’uomo e nel topo. 

Da Riemann B et al Q J NUCL MED MOL IMAGING 2008; 52:215-221 

L’impiego di sistemi PET dedicati offre inoltre il chiaro vantaggio di separare 

fisicamente l’ambiente di lavoro clinico da quello preclinico, aspetto auspicabile per 

motivi igienico-sanitari e legislativi [57-59]. Un problema tecnico rilevante negli 

scanner per piccoli animali da laboratorio è ottenere allo stesso tempo un’adeguata 

risoluzione spaziale ed un’alta sensibilità. In uno scanner PET dedicato, il cui sistema 

di detezione è rappresentato, analogamente agli scanner clinici, da cristalli scintillatori 

(BGO, LSO(Ce),GSO(Ce) ), la risoluzione spaziale può essere migliorata riducendo le 
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dimensioni dei cristalli stessi. D’altra parte, questo comporta una diminuzione dell’area 

coperta da ogni singolo detettore e dunque della sensibilità del sistema. Inoltre, la 

riduzione delle dimensioni dei detettori comporta l’aumento del numero di raggi 

gamma che incidono obliquamente sulla superficie dei detettori, degradando 

ulteriormente la risoluzione spaziale dal centro alla periferia del campo di vista a causa 

dell’errore di parallasse. Attualmente lo scanner PET dedicato con più alta risoluzione 

spaziale è il “quadHIDAC”, il cui sistema di detezione è rappresentato da lamine di 

piombo forate ed assemblate in multistrato, intervallate a materiale isolante, che 

convertono i raggi gamma incidenti in elettroni, registrati poi da camere di 

ionizzazione. Questo particolare sistema di detezione, in associazione all’utilizzo di un 

algoritmo di ricostruzione “resolution recovery”, consente di raggiungere la risoluzione 

spaziale di 1mm FWHM [56-57]. La metodica PET è caratterizzata da due intrinseci 

limiti fisici alla massima risoluzione spaziale raggiungibile: il “range” del positrone ed 

il fenomeno della non colinearità dei fotoni di annichilazione. Ad esempio, i positroni 

emessi dal [18F] percorrono una certa distanza prima dell’annichilazione, producendo 

un effetto “blurring” pari a 0.1-0.2 mm FWHM, mentre i raggi gamma in coincidenza a 

180° presentano una deviazione probabilistica di ± 0.25°, che comporta un’ulteriore 

blurring di 0.3 mm per una distanza di 15 cm dai detettori. Pertanto, il limite fisico di 

risoluzione per il [18F] è pari a circa 0.6 mm. L’influenza di quest’ultimo fenomeno 

sulla risoluzione spaziale può essere ridotta diminuendo le dimensioni del gantry e 

dunque la distanza tra i detettori. Un altro fattore importante per la qualità delle 

immagini PET è la sensibilità del sistema, definita come il numero di fotoni gamma 

coincidenti detettati per VOXEL. Attualmente la sensibilità media riportata sia per gli 

scanner clinici che preclinici si attesta intorno al 2-4% al centro del campo di vista, 

anche e alcuni scanner dedicati possono raggiungere valori dell’ 8-10% [58].              

La sensibilità è determinata principalmente dal materiale, dallo spessore e dalla 
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geometria dei detettori, dalla quantità di radioattività all’interno del campo di vista, dal 

tempo di scansione e dall’algoritmo di ricostruzione delle immagini implementato [59]. 

Per migliorare la sensibilità, attraverso la detezione di un numero adeguato di 

coincidenze, la dose di radiofarmaci analoghi di composti endogeni, come il [18F]-FDG 

per il glucosio, può essere incrementata senza particolari problemi, mentre per sonde di 

bersagli molecolari presenti nei tessuti in concentrazione nanomolare è conveniente 

incrementare l’attività specifica per aumentare la dose di radioattività iniettata [60]. 

L’incremento del numero di coincidenze registrate può essere ottenuto anche 

aumentando il tempo di acquisizione, ma questa strategia è limitata da alcuni fattori 

quali l’emivita del radionuclide impiegato, la clearance del radiofarmaco e la durata 

dell’anestesia dell’animale [57]. Poiché la PET non consente una precisa localizzazione 

anatomica delle lesioni, risulta vantaggioso associarla a metodiche complementari, che 

forniscano un dettaglio morfo-strutturale ad alta risoluzione, prevalentemente TC con 

detettori “flat panel” e sorgente di raggi X microfocale assemblati in un gantry rotante. 

L’imaging multimodale può essere realizzato con scanner separati o integrati in 

un'unica apparecchiatura, in modo da favorire una precisa coregistrazione delle 

immagini. L’integrazione con gli scanner micro-TC permette inoltre di effettuare la 

correzione per l’attenuazione dei fotoni e migliorare l’accuratezza delle misurazioni 

quantitative, anche se questo fenomeno è meno importante nel topo rispetto all’uomo, 

in quanto il corpo di un topo con diametro medio di circa 3 cm attenua soltanto il 23% 

dei fotoni [55]. Le acquisizioni PET/TC possono essere sincronizzate con la fase 

diastolica del ciclo cardiaco e la fase espiratoria di quello respiratorio, utilizzando 

elettrodi per ECG e sensori respiratori pediatrici o dedicati e l’implementando specifici 

software per la registrazione e l’elaborazione dei parametri vitali, con lo scopo di 

ottimizzare la qualità delle immagini e l’accuratezza delle valutazioni quantitative.  

Uno svantaggio dell’associazione tra PET e TC è l’ulteriore esposizione a radiazioni 
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ionizzanti. Infatti, per garantire una adeguata risoluzione spaziale e di contrasto, è 

indispensabile incrementare significativamente il flusso di raggi-X: ad esempio, 

un’acquisizione TC con risoluzione spaziale di 135 µm comporta una dose di radiazioni 

X pari a 250mGy, mentre uno scanner clinico generalmente non supera la dose di 

50mGy. Anche se le dosi di radiazioni riportate in letteratura per acquisizioni micro-TC 

in vivo nel topo non superano la dose letale specie-specifica (LD50 ∼6Gy), ripetute 

esposizioni a dosi limitate di raggi X possono sortire effetti biologici, ad esempio sulla 

crescita tumorale o l’ematopoiesi,  interferendo anche con i risultati sperimentali [37]. 

 

§§  PPrr eeppaarr aazziioonnee  ddeell   ttooppoo  aall ll ’’ eessaammee  PPEETT//TTCC  ppeerr   lloo  ssttuuddiioo  ddeeii   mmooddeell ll ii   

mmuurr iinnii   ddii   iinnffaarr ttoo  ddeell   mmiiooccaarr ddiioo  

Parallelamente all’avanzamento tecnologico degli scanner preclinici PET/TC si è 

assistito al perfezionamento dei protocolli operativi propedeutici all’esecuzione degli 

esami di imaging sui piccoli roditori da laboratorio. Numerosi fattori possono 

influenzare la cinetica e la biodistribuzione dei radio farmaci nei vari organi e tessuti. 

Pertanto gli studi PET in campo clinico, che prevedono ad esempio l’impiego di     

[18F]-FDG, sono condotti seguendo procedure standard per la preparazione del 

paziente. Al contrario, i protocolli operativi descritti per eseguire indagini PET sui 

modelli animali sono estremamente variabili. All’atto della pianificazione di un 

protocollo sperimentale, comprendente studi PET seriali su un modello murino di 

cardiopatia, devono essere tenute in considerazione diverse variabili, non sempre facili 

da bilanciare tra loro, come la preparazione del topo per l’imaging, modalità e tempi di 

somministrazione del radiofarmaco ed anestesia. Poiché il topo presenta un 

metabolismo basale circa 7 volte più rapido dell’uomo, fattori come la temperatura 

ambientale, il digiuno o l’attività muscolare possono influenzare in modo ancora più 
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marcato la biodistribuzione del [18F]-FDG nei vari organi, cuore compreso.                

Ad esempio, nell’uomo è prassi comune mantenere i pazienti in ambiente caldo prima e 

durante la scansione PET con [18F]-FDG, per ridurre la captazione del grasso bruno 

interscapolare e paravertebrale, che può comportare problemi nella corretta 

interpretazione delle immagini PET della regione toracica [61]. Analogamente, è 

riportato in letteratura che l’esecuzione degli studi PET nel topo, in un ambiente con 

temperatura mantenuta nella cosiddetta “zona di termoneutralità” (30-34 °C) comporta 

la riduzione significativa della captazione di FDG da parte del grasso bruno 

interscapolare e della muscolatura paraspinale [62]. Inoltre, poiché il grasso bruno 

interscapolare presenta una fitta innervazione simpatica [61], qualunque fattore stimoli 

la liberazione delle catecolamine, come lo stress derivante da una manipolazione poco 

delicata o da prolungato contenimento, determina un incremento della captazione 

dell’FDG a questo livello, interferendo con l’ottimale visualizzazione del cuore.          

A riposo, il miocardio utilizza gli acidi grassi a lunga catena come fonte principale di 

energia, ma il substrato energetico preferenziale può essere rapidamente commutato nel 

glucosio, ad esempio in caso di stimolazione da parte delle catecolamine o 

dell’insulina, oppure in risposta ad ischemia acuta [63]. In topi a digiuno, il miocardio 

utilizza preferenzialmente gli acidi grassi a lunga catena e dunque mostra una ridotta 

captazione di glucosio o del suo analogo FDG [64]. Negli studi PET clinici con     

[18F]-FDG è prassi comune ricorrere al protocollo di stimolazione con carico di 

glucosio e somministrazione di insulina per migliorare la qualità delle immagini e 

l’accuratezza diagnostica  (hyperinsulinemic euglycemic clamp technique) [65]. Questo 

protocollo è stato applicato con successo anche in studi PET del cuore nel ratto [65] e 

nel topo [63], per standardizzare le condizioni metaboliche degli animali esaminati ed 

incrementare la captazione di [18F]-FDG a livello miocardico. La somministrazione 
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intraperitoneale di 8mU/g di insulina umana e 1 mg/g di glucosio trenta minuti prima 

della iniezione endovenosa di [18F]-FDG, seguita da un’acquisizione PET statica dopo 

30 minuti di biodistribuzione, è stata impiegata con buoni risultati nel ratto [65] ed ha 

prodotto nel topo un incremento di circa 50 volte della captazione miocardica del 

tracciante [63]. In generale il volume del bolo di radiofarmaco iniettato per via 

endovenosa non può superare il limite di 5% del volume ematico complessivo, pari a 

200 µl per il topo, pena la morte dell’animale per ipervolemia iatrogena ed edema 

polmonare. Anche in relazione a questo parametro, i radiofarmaci con breve emivita 

sono caratterizzati da un tempo massimo di utilizzo nei piccoli roditori. Inoltre col 

trascorrere del tempo la loro attività specifica si riduce, aumentando quindi il numero di 

molecole di radiofarmaco iniettate e la potenziale comparsa di effetti negativi sulla 

qualità delle immagini o addirittura farmacologici. Questo problema è particolarmente 

critico nel topo, se si considera che, in rapporto al peso corporeo, i radiofarmaci sono 

iniettati in quantità maggiori rispetto all’uomo per assicurare un’adeguata risoluzione 

spaziale. Ad esempio la dose comune di [18F]-FDG nell’uomo è 10 mCi, mentre nel 

topo è 0.2 mCi che, rapportata al peso corporeo, equivale ad una dose circa 50 volte 

maggiore [66]. Ne consegue che gli studi PET-TC preclinici possono comportare 

un’elevata esposizione a radiazioni ionizzanti (mediamente tra 40 cGy per [18F] PET e 

250 mGy per una scansione micro-TC 135 µm) soprattutto in caso di studi seriali, che 

potrebbero sortire effetti biologici, ed influenzare i risultati sperimentali [37; 66].       

La modalità di somministrazione del radiofarmaco è un altro parametro da definire 

nell’ambito del protocollo sperimentale. I radiotraccianti vengono comunemente 

somministrati nel topo per via endovenosa o intraperitoneale. Negli studi PET preclinici 

la tecnica di iniezione preferenziale è quella endovenosa, in quanto la cinetica di 

biodistribuzione è più rapida, prevedibile e traslabile in campo umano. In letteratura è 
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riportato che la somministrazione intraperitoneale di [18F]-FDG comporta maggiore 

variabilità nella cinetica del radiofarmaco dopo 30 minuti di biodistribuzione [63], 

mentre dopo 60 minuti dall’iniezione del bolo non si apprezzano significative 

differenze tra le due vie di somministrazione [62]. A causa del ridotto calibro della 

vena caudale laterale, l’iniezione endovenosa nel topo spesso esita in una parziale 

extravasazione del radiotracciante. Pertanto, per valutare correttamente la dose iniettata, 

dovrebbe essere stimata la quota di radiofarmaco depositatasi nei tessuti perivasali 

mediante una scansione PET statica di 2 minuti della coda [55]. Per evitare artefatti da 

movimento e garantire un’accurata ripetibilità del posizionamento in studi PET/TC 

longitudinali è indispensabile immobilizzare i topi mediante anestesia. La scelta del 

protocollo anestesiologico è un fattore chiave negli studi preclinici, e dovrebbe essere 

scelto in accordo con il tipo e la durata della procedura sperimentale e con la finalità 

dello studio. I topi da laboratorio presentano specifiche peculiarità anatomiche e 

fisiologiche che influenzano gli effetti dei farmaci anestetici. In sintesi, a causa delle 

ridotte dimensioni corporee, il metabolismo e l'escrezione dei farmaci sono 

estremamente veloci. Inoltre, presentando un elevato rischio di ipotermia, ipossia ed 

ipoglicemia, la durata dell'anestesia ed il monitoraggio dei parametri vitali 

rappresentano dei fattori estremamente critici [67]. In letteratura sono riportati diversi 

studi che valutano l’impatto di differenti protocolli anestesiologici sulla 

biodistribuzione di 18F-FDG nel topo, dimostrando un incremento “dose-dipendente” 

della captazione del radiofarmaco in rene, polmone, intestino e cuore impiegando 

l’isoflurano [68]. Diversamente, la captazione del radiotracciante MIBG (radio-iodio-

meta-iodobenzilguanidina) è incrementata a livello di miocardio, polmoni, fegato, reni 

e surreni in caso di anestesia con chetamina e xylazina, verosimilmente per inibizione 

del rilascio di norepinefrina esercitata dagli α2-agonisti [69]. Inoltre l’anestesia 

influenza diversi parametri emodinamici, tra cui la perfusione miocardica. Kober et al. 
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(2005) [70] hanno effettuato delle misurazioni della perfusione regionale del miocardio 

in topi anestetizzati con due protocolli anestesiologici di comune impiego. Essi hanno 

riportato che la perfusione miocardica in topi anestetizzati con chetamina 100 mg/kg e 

xylazina 5 mg/kg oppure con isoflurano 1.25% appare comparabile, mentre 

somministrando isoflurano 2% questo parametro, e di conseguenza la captazione di 

FDG, vengono significativamente incrementati. Infatti, l’isoflurano influenza il flusso 

ematico e le resistenze vascolari in vari tessuti, compreso il miocardio, esercitando un 

effetto vasodilatatorio sulle arterie coronarie [71], attivando l’apertura dei canali di 

membrana per il trasporto del potassio sotto il controllo dell’adenosina trifosfato 

mitocondriale [72]. Per ottimizzare la biodistribuzione del [18F]-FDG in studi PET sul 

cuore, Stegger et al. 2009 [42] hanno anestetizzato i topi.con isoflurano 1.5% e 

iniettarono nella vena laterale caudale circa 270 µCi di [18F]-FDG, eseguendo una PET 

statica di 30 minuti dopo un periodo di biodistribuzione di un’ora. Essi si rifanno ai 

risultati riportati da Fueger et al (2006) inerenti le variazioni nella biodistribuzione 

dell’[18F]-FDG nel topo sotto l’influenza di svariati fattori, quali temperatura, digiuno e 

protocollo anestesiologico. Essi hanno riportato che i topi, senza digiuno preliminare, 

mantenuti in anestesia con isoflurano 1.5% durante l’iniezione di [18F]-FDG e durante 

il periodo di biodistribuzione mostrano un marcato incremento della captazione di FDG 

a livello cardiaco ed una significativa riduzione di captazione a livello del grasso bruno 

e dei muscoli scheletrici [61]. 
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§§  PPoosstt--pprr oocceessssiinngg  ddeell llee  iimmmmaaggiinnii   PPEETT//TTCC  nneeii   mmooddeell ll ii   mmuurr iinnii   ddii   

iinnffaarr ttoo  ddeell   mmiiooccaarr ddiioo  

La quantificazione della distribuzione regionale dei radiofarmaci ha rappresentato 

una conquista rivoluzionaria nell’ambito della cardiologia nucleare, in quanto consente 

di determinare diversi parametri cardiovascolari in condizioni fisiologiche e 

patologiche. Nell’ultimo decennio è aumentato significativamente il ricorso alla PET in 

pazienti affetti da coronaropatia, per la valutazione della perfusione e della vitalità 

miocardica in condizioni di riposo e sotto sforzo (rest/stress), conseguendo una 

maggiore accuratezza ed un migliore valore prognostico rispetto ad altre tecniche, quali 

ecocardiografia e SPECT [72-74]. La PET consente di misurare parametri fisiologici o 

farmacologici in unità assolute o, più semplicemente, in maniera semiquantitativa. 

Nell’uomo ed in modelli animali di grosse dimensioni corporee come il maiale è 

possibile quantificare in maniera assoluta la perfusione ed il metabolismo del glucosio a 

livello miocardico mediante  una serie di acquisizioni PET dinamiche, per valutare la 

cinetica del radiofarmaco nel tessuto d’interesse, e la misurazione delle variazioni nel 

tempo della concentrazione del radiotracciante nel plasma attraverso ripetuti prelievi 

ematici o in modo non invasivo, valutando l’attività del sangue arterioso contenuto 

nella cavità ventricolare sinistra su immagini PET. Nel topo, a causa del ridotto volume 

ematico (mediamente 1.7 ml) e le ridotte dimensioni del ventricolo sinistro, la cinetica 

del radiofarmaco nel sangue non è facilmente misurabile né attraverso prelievi ematici 

seriali né in modo non invasivo. Pertanto, nonostante la quantificazione del tasso 

metabolico di utilizzo del glucosio migliori l’accuratezza della misurazione 

dell’estensione dell’infarto, nel topo sono comunemente adottati approcci 

semiquantitativi per l’analisi della distribuzione dei radiotraccianti [55-64]. Lo sviluppo 

di un metodo semplice, automatizzato e riproducibile per l’analisi dei dati SPECT o 

PET rappresenta ad oggi un obiettivo importante nella ricerca cardiovascolare. 
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Attualmente sono disponibili in campo clinico diversi software per effettuare l’analisi 

quantitativa delle immagini cardiache di medicina nucleare, secondo uno schema che si 

articola in alcune fasi fondamentali. Innanzitutto, l’immagine PET del ventricolo 

sinistro viene “segmentata”, cioè isolata da ogni altra struttura circostante. Poiché le 

immagini PET sono generalmente acquisite con orientamento transassiale rispetto 

all’asse longitudinale del paziente, le immagini del cuore devono essere riorientate, 

definendone l’asse lungo. Molti software consentono inoltre di definire il piano 

valvolare e la giunzione inferiore tra ventricolo destro e sinistro. A questo punto, i dati 

tomografici PET del cuore possono essere rielaborati in sezioni “in asse corto” 

(dall’apice alla base, perpendicolarmente all’asse lungo del cuore), “in asse lungo 

verticale” (dalla parete posteriore all’anteriore, parallelamente all’asse lungo del 

cuore), “in asse lungo orizzontale” (dalla parete laterale al setto, parallelamente all’asse 

lungo del cuore), che risultano simmetriche quando il procedimento è stato eseguito 

correttamente. Assumendo un modello strutturale semplificato del ventricolo sinistro, 

descritto come una struttura cilindrica nei due terzi basali e di forma sferica all’apice, 

da ciascuna sezione “in asse corto” viene effettuato un campionamento del valore 

massimo di radioattività, ad intervalli regolari (30-60 punti equidistanti) e lungo dei 

raggi perpendicolari al miocardio, definendone la superficie, che sarà successivamente 

rappresentata in modo bidimensionale in un “profilo circonferenziale”. Le superfici 

epicardiche ed endocardiche sono stabilite in base a valori predefiniti di deviazione 

standard al di sotto del valore miocardico massimo. L’insieme dei “profili 

circonferenziali” disposti concentricamente, ed in numero proporzionale a quello delle 

sezioni in asse corto del miocardio ventricolare, forma una “mappa polare”. La mappa 

polare è una rappresentazione bidimensionale della distribuzione tridimensionale del 

radiofarmaco nel cuore, la cui porzione centrale corrisponde all’apice, mentre la 

porzione più esterna corrisponde alla base del ventricolo sinistro [75-77]. 
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Figura 8. Metodologia per l’analisi quantitativa delle immagini PET cardiache e  

genesi di una mappa polare. 

Da Burckhardt D D 2009 e Lin G S 2006 

Le superfici epicardiche ed endocardiche sono anche utili per elaborare 

rappresentazioni tridimensionali della perfusione miocardica, visualizzate con una 

mappa a colori o come una struttura “a rete”. La distribuzione regionale del 

radiotracciante (parete anteriore, posteriore, laterale, setto ed apice) può essere espressa 

in MBq/ml, SUV o in unità di deviazione standard rispetto al valore medio di attività 

miocardica. Attualmente in letteratura non esistono linee guida che stabiliscano un 

valore-soglia normale di perfusione miocardica per la determinazione dell’estensione 

dell’area d’infarto. Molti algoritmi si basano sullo sviluppo e sulla validazione di un 

database normale su soggetti sani, oppure sui risultati ottenuti con fantocci 

antropomorfi o rappresentano tutti i valori di perfusione inferiori al 50% del valore 

massimo di attività miocardica come anormali [76-78]. Generalmente le mappe polari 

sono normalizzate per il massimo valore di attività miocardica, adottando una scala da 

0 alla massima attività, pari al 100%. Pertanto, i difetti di perfusione del miocardio 

vengono comunemente espressi in valore percentuale, contando il numero di pixel nella 
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mappa polare la cui attività è considerata inferiore alla norma, e rapportandolo al 

numero totale di pixel. Metodi alternativi prevedono la determinazione nella mappa 

polare del valore di deviazione standard per i pixel con attività inferiore alla norma, 

oppure la misurazione dell’estensione della regione ipoperfusa in cm2, essendo note le 

dimensioni dei singoli pixel [76-77]. I pixel oscurati nella mappa polare rappresentano 

visivamente il difetto di perfusione miocardico. In letteratura la valutazione della 

perfusione e della vitalità miocardica mediante PET è riportata anche nei roditori da 

laboratorio, con l’ausilio di software automatici proprietari [79-80], clinici (Scion 

Image, ImageJ) [78-81] o dedicati (Munich Heart) [52-53-65]. La validazione dei 

metodi di analisi quantitativa PET sviluppati per i piccoli roditori di laboratorio è stata 

realizzata utilizzando come gold standard l’istomorfometria [53-65-81] o 

l’autoradiografia [78-79]. Il valore-soglia di perfusione miocardica normale per 

misurare accuratamente l’estensione dell’area infartuata è stato determinato e validato 

nel topo per comparazione con le misurazioni istologiche [65], oppure stabilendo, sulla 

base del metodo descritto da O’Conner et al. nel 1990 [78-82], che i pixel con valore 

inferiore al 50% della massima attività miocardica rappresentano aree di ipoperfusione 

[52-53-78-81]. 
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BBAASSEE  DDEELL LL AA  RRII CCEERRCCAA  SSCCII EENNTTII FFII CCAA  EE  SSCCOOPPOO  DDEELL   LL AAVVOORROO  

La PET cardiaca con [18F]-FDG è largamente impiegata per identificare nei 

pazienti infartuati le aree di miocardio vitale residuo (stunned, hibernating 

myocardium), caratterizzato da disfunzione contrattile reversibile, le cui cellule sono 

ancora in grado di metabolizzare il glucosio, con importanti implicazioni prognostiche 

e terapeutiche [83]. Nell’uomo la quantificazione dell’estensione dell’area d’infarto 

mediante PET è stata accuratamente standardizzata e la misurazione di questo 

parametro è un importante obiettivo clinico per formulare una prognosi corretta e 

ottimizzare le scelte terapeutiche. Nella ricerca cardiovascolare preclinica, la PET con 

[18F]-FDG offre l’indubbio vantaggio di valutare in maniera accurata il metabolismo 

glucidico e l’estensione dell’area di necrosi miocardica, monitorando uno stesso 

soggetto nel tempo ed in maniera non invasiva. Sebbene la quantificazione 

dell’estensione dell’infarto nel topo risulti più complessa a causa delle ridotte 

dimensioni e per l’elevata frequenza del battito cardiaco, la sua determinazione 

mediante acquisizioni PET seriali rappresenta attualmente uno strumento utile per 

testare l’efficacia di trattamenti innovativi come la terapia genica o con cellule 

staminali. Negli ultimi anni, inoltre, diversi studi hanno dimostrato che la progressione 

dell’infarto miocardico verso lo scompenso cardiaco è associata ad alterazioni 

metaboliche e trascrizionali, quali il viraggio dalla prevalente ossidazione degli acidi 

grassi alla ossidazione del glucosio e la variazione della sintesi di vari enzimi, tra cui 

l’ Uncoupling Protein 3 (UCP3), che disaccoppia la fosforilazione ossidativa dell’ADP. 

Queste proteine sono coinvolte nell’evoluzione dell’insufficienza cardiaca e 

rappresentano pertanto potenziali bersagli terapeutici nella cardiomiopatia ischemica. 

In tale ambito, i modelli murini geneticamente modificati rappresentano preziosi 
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strumenti per valutare in vivo il ruolo di specifiche sequenze geniche nella regolazione 

del metabolismo miocardico in condizioni patologiche. 

Il principale scopo di questo studio è rappresentato dalla valutazione delle 

potenzialità applicative della PET/TC con  [18F]-FDG nei modelli murini di infarto 

miocardico, in particolare per effettuare un’accurata valutazione qualitativa e 

quantitativa dell’estensione dell’area miocardica infartuata e del processo di 

rimodellamento ventricolare. Inoltre, la metodologia standardizzata è stata applicata 

all’analisi di un modello murino geneticamente modificato, per studiare a livello 

molecolare le alterazioni del metabolismo energetico associate all’infarto miocardico 

ed allo scompenso cardiaco in topi wild type e knockout per il gene UCP3. 

  

MM AATTEERRII AALL II   EE  MM EETTOODDII   

§§  MM ooddeell lloo  mmuurr iinnoo  ddii   iinnffaarr ttoo  ddeell   mmiiooccaarr ddiioo  

Per questo studio sono stati esaminati mediante PET/TC con [18F]-FDG 40 topi, 

di età compresa tra 9 e 16 settimane, del ceppo inbred C57Bl/6J wild type e con 

background genetico misto C57/129S knockout per il gene UCP3. I topi knockout sono 

stati ottenuti generando delle chimere mediante microiniezione di cellule embrionali 

staminali (ES) del ceppo inbred 129SvJ agouti in blastocisti del ceppo C57Bl/6J, e 

proseguendo con l’intercross delle chimere e del ceppo ospite ed il backcross degli 

individui della generazione F1 eterozigoti knockout, in modo da ottenere in F2 

individui omozigoti knockout per il gene UCP3. Il ceppo 129SvJ è noto per fornire con 

relativa facilità cellule embrionali staminali per realizzare esperimenti di “gene 

targeting” [84-85], ma non può essere convenientemente impiegato come ceppo ospite 

per le blastocisti a causa di problemi riproduttivi, immunologici e comportamentali 

[86]. I topi sono stati suddivisi in un gruppo di controllo, costituito da 20 soggetti 
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giudicati sani all’esame obiettivo generale ed un gruppo di 20 soggetti infartuati. 

L’infarto del miocardio è stato indotto chirurgicamente, mediante legatura permanente 

dell’arteria coronaria sinistra Gli animali sono stati sottoposti ad esame PET/TC 

secondo il seguente schema: 

 

Numerosità del campione Gruppo sperimentale 

20 controllo 

6 1 giorno post infarto 

2 1 settimana post-infarto 

2 2 settimane post-infarto 

10 4 settimane post-infarto 

 

 

I risultati degli esami PET/TC con [18F]-FDG del gruppo di controllo sono stati 

elaborati per la creazione di un database normale di riferimento, in relazione allo 

specifico tracciante e protocollo sperimentale, mediante una valutazione qualitativa e 

quantitativa del metabolismo del glucosio a livello miocardico. I topi infartuati sono 

stati sottoposti ad esame PET/TC con [18F]-FDG ad 1 giorno, 1, 2 e 4 settimane di 

distanza dall’induzione dell’infarto miocardico, per effettuare la valutazione qualitativa 

e quantitativa dell’estensione dell’area infartuata e per monitorare il rimodellamento del 

ventricolo sinistro nella progressione dello scompenso cardiaco. Sei topi sono stati 

esaminati a due tempi, monitorando nello stesso soggetto le modificazioni nel tempo 

del metabolismo glucidico e dell’estensione dell’infarto miocardico, secondo il 

seguente schema:  
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Identità del topo Tempo_I Tempo_II 

FF1R controllo 4 settimane post-infarto 

MI2R controllo 4 settimane post-infarto 

FM2L 1 giorno post infarto 4 settimane post-infarto 

FM2N 1 giorno post infarto 4 settimane post-infarto 

224 1 settimana post-infarto 4 settimane post-infarto 

231 2 settimane post-infarto 4 settimane post-infarto 

               

 

§§  PPrr eeppaarr aazziioonnee  ddeell   ttooppoo  ppeerr   ssttuuddii   PPEETT//TTCC  ccaarr ddiiaaccii   

Le procedure operative e l’anestesia adottate per gli studi di imaging sono state 

ottimizzate sulla base delle indicazioni riportate in letteratura in merito all’impatto del 

contenimento e della preparazione del topo sulla qualità delle immagini PET con 

[18F]-FDG. La standardizzazione del protocollo operativo è finalizzata a bilanciare 

l’esigenza di ottenere immagini di buona qualità, di assicurare un buon tasso di 

sopravvivenza dei soggetti infartuati per monitorarli nel tempo e di minimizzare i 

fattori che possono inficiare i risultati sperimentali. 

Nonostante il digiuno rappresenti nell’uomo un modo efficace di uniformare i 

risultati PET nell’imaging con [18F]-FDG, riducendo il tasso plasmatico di glucosio, a 

livello miocardico esso riduce il consumo di glucosio a favore dell’utilizzo degli acidi 

grassi. Inoltre, un digiuno prolungato (<6 ore) può indurre nel topo perdita di peso, 

disidratazione ed ipoglicemia, incrementando il rischio anestesiologico. Pertanto in 

questo studio i topi non sono stati tenuti a digiuno prima degli esami PET. 

Poiché alcuni autori riportano che la temperatura influenza la biodistribuzione del 

[18F]-FDG in vari tessuti ed organi, e l’ipotermia ne aumenta significativamente la 

captazione a livello del grasso bruno interscapolare, i topi sono stati riscaldati con una 
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lampada ad infrarossi circa 15 minuti prima di ricevere il bolo endovenoso di 

radiofarmaco e durante la biodistribuzione. La normotermia è stata assicurata in modo 

analogo nel corso dell’acquisizione PET. Lo stress acuto derivante dal trasporto, dal 

contenimento e da ripetute iniezioni determina il rilascio in circolo di catecolamine e 

corticosterone, che innalzano rapidamente i livelli plasmatici di glucosio, la frequenza 

cardiaca, il dosaggio di anestetici necessario per un’adeguata immobilizzazione ed 

inducono ipertermia. Tutti questi fattori possono influenzare negativamente la 

biodistribuzione del [18F]-FDG, interferendo con una ottimale visualizzazione del 

cuore. Pertanto, è stata prestata particolare attenzione ad un’appropriata manipolazione 

dei topi e prima della iniezione endovenosa di radiofarmaco ed intraperitoneale di 

anestetico è stata effettuata l’induzione con miscela di isoflurano 4% e 1Lt/min O2, 

anche in considerazione del particolare stato patologico degli animali. Questa prassi 

sortisce un effetto vantaggioso sulla qualità delle immagini PET cardiache anche in 

virtù dell’effetto vasodilatatorio sulle arterie coronarie esplicato dall’isoflurano. 

Alcuni anestetici influenzano significativamente il metabolismo del glucosio nel topo 

e dunque i risultati degli studi PET con [18F]-FDG. Ad esempio la xylazina, α agonista 

sedativo, utilizzato comunemente in associazione con la chetamina, riduce 

significativamente i livelli plasmatici di insulina e dunque innalza la glicemia e 

l’attività dell’[ 18F]-FDG nel sangue, riducendone la captazione in vari organi. 

L’isoflurano, invece, innalza solo leggermente la glicemia. Nel corso del nostro studio, 

non disponendo di un sistema di anestesia gassosa connesso all’apparecchiatura 

PET/TC, abbiamo optato per il mouse cocktail ketamina 100 mg/kg + 10 mg/kg 

xylazina, in quanto è risultato adatto ad assicurare alcune esigenze fondamentali, quali 

un’adeguata immobilizzazione per circa 45 minuti, reversibilità a fine esame mediante 

somministrazione intraperitoneale di atipamezolo 1 mg/kg ed ampio margine di 
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sicurezza. Nessun soggetto è deceduto in conseguenza dell’anestesia e, nonostante sia 

riportato in letteratura che la xylazina induca ridotta captazione cardiaca di FDG per 

l’effetto iperglicemizzante, la visualizzazione del miocardio è risultata soddisfacente.  

In letteratura è descritto che l’incremento della captazione miocardica di [18F]-FDG 

può essere ottenuto sia in campo clinico che preclinico mediante la somministrazione 

di insulina e carico di glucosio, trenta minuti prima della iniezione endovenosa di 

[18F]-FDG. In questo studio tale procedura non è stata integrata nella preparazione dei 

topi all’esame PET, in quanto avrebbe potuto confondere imprevedibilmente i risultati 

sperimentali. Infatti, l’obiettivo principale di questo progetto di ricerca è indagare le 

alterazioni del metabolismo energetico miocardico legate all’espressione del gene che 

codifica per l’enzima Uncoupling Protein 3 (UCP3); inoltre il background genetico 

C57BL dei topi impiegati è associato ad un’insita predisposizione all’iperglicemia ed 

al diabete mellito. 

  

§§  PPEETT//TTCC  iimmaaggiinngg  ddeell   ccuuoorr ee  

Per eseguire l’esame PET, il [18F]-FDG è stato iniettato in bolo nella vena laterale 

della coda con una siringa priva di volume morto, munita di ago 30 Gauge, per un 

volume massimo di 100µL ed un’attività compresa tra 200 e 230 µCi. L’attenzione al 

volume dell’iniettato è stata dettata sia dalla raccomandazione generale di non superare 

nel topo il limite di 200 µl nella somministrazione endovenosa, scongiurando il rischio di 

ipervolemia ed edema polmonare, ma anche dalla esigenza di minimizzare i problemi 

legati all’“effetto massa” (relazione tra la riduzione dell’attività specifica del tracciante 

col decadimento radioattivo e l’incremento del numero di molecole iniettate) e dunque ai 

possibili effetti farmacologici del tracciante. Questo problema è più significativo nel topo 

rispetto all’uomo, perché in relazione al peso corporeo, nel primo si inietta una quantità 
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maggiore di radiofarmaco (circa 50 volte superiore a quella di un essere umano) per 

garantire un’adeguata qualità dell’immagine. L’esame PET è stato avviato a circa 40 

minuti dall’iniezione di [18F]-FDG. Appena raggiunta una profondità adeguata 

dell’anestesia (assenza di movimenti spontanei, riflesso podale ridotto o assente), ciascun 

soggetto è stato simmetricamente posizionato su supporto cartaceo monouso preriscaldato 

con l’ausilio di surgical tape ed è stato applicato un lubrificante oculare per prevenire 

ulcere corneali. Infine il soggetto è stato posizionato sul lettino della PET/TC, avendo 

cura di disporre il cuore al centro del FOV. Durante l’esame PET/TC la normotermia è 

stata assicurata con una lampada ad infrarossi. Per ciascun soggetto è stata eseguita una 

acquisizione PET statica, seguita da una scansione TC, con campo di vista esteso dal 

muso al diaframma. L’acquisizione PET/TC “one bed position” è funzionale a diversi 

scopi, ad esempio evitare l’interferenza della vescica, in cui si concentra il radiofarmaco 

in conseguenza dell’escrezione renale, e limitare i tempi di acquisizione, riducendo così il 

rischio anestesiologico per gli animali. Ciascun esame ha richiesto complessivamente 

circa 45 minuti (30 minuti PET/ 10 minuti TC). In questo studio è stato impiegato uno 

scanner PET/TC dedicato per piccoli roditori da laboratorio (eXplore Vista GE 

Healthcare), caratterizzato da un’apertura del gantry di 8 cm, un campo di vista assiale di 

4.8 cm e transassiale di 6.7 cm, con risoluzione spaziale in modalità PET pari a 1.6 mm 

FWHM e 200 µm in modalità TC. Questo scanner si distingue per la particolare struttura 

dei 36 detettori, costituiti da due tipi di cristalli scintillatori 145x145x7mm 

(anteriormente lutezio ittrio ortosilicato, LYSO, e posteriormente gadolinio ortosilicato, 

GSO, attivati al cerio) assemblati in associazione a fotomoltiplicatori. Questa particolare 

struttura consente di stabilire il sito di interazione dei raggi gamma con i cristalli e 

compensare l’errore di parallasse, che degrada progressivamente la risoluzione spaziale 

con l’incremento della distanza dal centro del FOV. Le immagini PET sono state 

ricostruite applicando l’algoritmo definito “2D FORE (Fourier rebinning) 3D OSEM 
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(ordered subset expectation maximization)” per produrre 61 sinogrammi bidimensionali 

nel piano assiale, a partire dai quali generare le immagini tridimensionali (voxels con 

dimensione 0.3875 x 0.3875 x 0.7750 mm3), includendo la correzione per random e 

scatter. Questo algoritmo “resolution recovery” consente di migliorare la qualità delle 

immagini del 30%, riducendo sostanzialmente le variazioni in risoluzione spaziale 

attraverso il campo di vista [87]. 

 

§§  PPoosstt   pprr oocceessssiinngg  ddeell llee  iimmmmaaggiinnii   PPEETT//TTCC  ccaarr ddiiaacchhee  

Il database PET è stato sottoposto ad un’analisi qualitativa e semiquantitativa con 

l’ausilio del software proprietario dello scanner PET/TC eXplore Vista, quantificando il 

consumo di glucosio a livello miocardico, nei topi normali ed infartuati, in MBq/ml ed 

in SUV units. Il SUV è un indicatore adimensionale, diffusamente impiegato per 

esprimere la captazione di FDG a livello tissutale, secondo la formula:  

SUV = radioattività nella regione d’interesse (MBq/ml)* peso corporeo (g) / 

                     dose di radiofarmaco iniettata (MBq) 

Il SUV rappresenta un conteggio normalizzato per il peso corporeo e per la dose 

somministrata, e pertanto consente di comparare studi PET tra diversi soggetti eseguiti 

in differenti condizioni sperimentali. L’analisi semiquantitativa con il software 

proprietario dello scanner PET/TC eXplore Vista ha richiesto innanzitutto la 

ricostruzione delle immagini PET in MBq/ml ed in SUV, successivamente riorientate 

secondo l’asse longitudinale del cuore, in modo da ottenere sezioni simmetriche del 

ventricolo sinistro in asse corto. Procedendo dalla base all’apice, il ventricolo sinistro 

dei topi è risultato compreso mediamente in 7 sezioni assiali, e la mediana è stata scelta 

come tomogramma rappresentativo per calcolare, su una ROI (region of interest) 

circolare, il cui perimetro ricalca intimamente il profilo epicardico, il valore medio di 

MBq/ml e SUV [88] (vedi Figura 9).  
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Figura 9. Analisi semiquantitativa con il software eXplore Vista PET/TC  

Il software “Munich Heart” è stato invece impiegato per generare mappe polari, 

utilizzate per quantificare nei soggetti normali la distribuzione regionale del 

radiofarmaco a livello delle pareti anteriore, laterale, posteriore, del setto e dell’apice 

del ventricolo sinistro in valore percentuale ed in SUV (vedi Figura 10). Inoltre, è stato 

possibile, con l’ausilio di speciali funzioni del software, misurare l’area di superficie 

totale (mm2) ed il volume (µl) del ventricolo sinistro. Nei soggetti infartuati è stata 

valutata l’estensione dell’area di necrosi in cm2 ed in percentuale dell’intera superficie 

del ventricolo sinistro. L’algoritmo analitico impiegato in questo studio è stato adattato 

ed ottimizzato per l’analisi quantitativa dei dati PET del cuore nei roditori da 

laboratorio. Questo studio ha rappresentato la sua prima applicazione nella specie 

murina e dunque l’occasione per standardizzare la procedura d’analisi con mappa 

polare nel topo e verificare la riproducibilità intra- ed inter-operatore della metodica. 

Analogamente ai software utilizzati in campo clinico, l’algoritmo del MH si articola in 

alcuni punti fondamentali, quali la definizione manuale dell’asse longitudinale del 

cuore su una sezione trans-assiale mediana e parasagittale del ventricolo sinistro, del 

piano valvolare e della giunzione inferiore tra ventricolo destro e sinistro. In tal modo, a 

partire da un dataset PET con [18F]-FDG non gated, sono state generate 

automaticamente immagini in asse corto, asse lungo orizzontale e verticale del 
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ventricolo sinistro ed è stato effettuato un campionamento volumetrico della massima 

attività miocardica su un totale di 540 punti (36 in longitudinale, ogni 10°, e 15 in 

trasversale). La risultante mappa polare presenta, secondo la comune convenzione, la 

porzione centrale corrispondente all’apice, e quella più esterna alla base del ventricolo 

sinistro, con la parete anteriore orientata verso l’alto ed il setto verso sinistra [77]. I 

conteggi a livello miocardico possono essere espressi come “raw data” (dati grezzi) in 

SUV oppure possono essere normalizzati per il valore massimo di attività (pari alla 

media ricavata in una ROI costituita dai 6 settori con attività più elevata), 

corrispondente al 100%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 10. Analisi semiquantitativa con il software “Munich Heart” 

 

La soglia adottata per discriminare tra miocardio vitale e scar tissue è stata fissata 

al 50% della massima attività di [18F]-FDG, in accordo con quanto descritto e validato 

sia nell’uomo [77] che nel ratto [52] e nel topo con SPECT [78] e PET [79]. Questo 

programma infine ha consentito anche di realizzare mappe polari tridimensionali [88] 

(vedi Figura 11). 



 52  

   

Figura 11. Quantificazione dell’area d’infarto e ricostruzione 3D del ventricolo sinistro  

con il software “Munich Heart” 

  

AANNAALL II SSII   SSTTAATTII SSTTII CCAA  DDEEII   DDAATTII     

I risultati sperimentali sono stati espressi come valori medi ± deviazione standard. 

In tutti i test effettuati è stato scelto un basso livello di significatività (0.01) a causa 

dell’esigua dimensione del campione. I valori medi della captazione di [18F]-FDG in 

SUV a livello del ventricolo sinistro nei soggetti sani, calcolati con il software 

proprietario eXplore Vista e MH, sono stati comparati con il test di Wilcoxon, con 

intervallo di confidenza del 99%. I valori medi di captazione di [18F]-FDG a livello 

della parete anteriore, laterale, posteriore, del setto e dell’apice del ventricolo sinistro 

dei soggetti sani sono stati comparati con il test di Friedman, con intervallo di 

confidenza del 95%. I valori medi della captazione di [18F]-FDG a livello del ventricolo 

sinistro tra soggetti sani ed infartuati ed, in quest’ultimo gruppo, tra i due genotipi sono 

stati comparati mediante test di Wilcoxon. I valori medi di captazione di [18F]-FDG a 

livello del ventricolo sinistro dei soggetti infartuati appartenenti ai genotipi wild type e 

knockout per il gene UCP3 sono stati comparati mediante test di Wald eseguito sui 

coefficienti di un modello di regressione lineare. Analogamente, è stata comparata 

l’estensione dell’area d’infarto tra i due genotipi per evidenziare eventuali differenze 

statisticamente significative. La comparazione dei valori medi di captazione del     
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[18F]-FDG dei soggetti infartuati esaminati in due tempi successivi è stata effettuata 

mediante test di Wald eseguito sui coefficienti di un modello di regressione lineare..    

Un modello di regressione lineare è stato impiegato inoltre per saggiare eventuali 

differenze statisticamente significative rispetto all’area di superficie ed al volume del 

ventricolo sinistro tra soggetti sani ed infartuati. La riproducibilità intra- ed            

inter-osservatore delle procedure di post-processing per la misurazione dell’estensione 

dell’area infartuata è stata stimata calcolando il repeatability coefficient (RC), mentre la 

riproducibilità interpretativa intra- ed inter-osservatore è stata valutata mediante 

l’ interclass correlation coefficient (ICC) con intervallo di confidenza del 95%.              

I risultati statistici sono stati interpretati assumendo che un valore di RC inferiore al 

doppio della deviazione standard delle differenze e di ICC superiore a 0.8 indicano 

un’eccellente riproducibilità. 

 

RRII SSUULL TTAATTII   

§§    DDaattaabbaassee  nnoorr mmaallee  

Il database normale comprende un numero statisticamente significativo (n=20) di 

soggetti non sottoposti a chirurgia e giudicati sani in base ad un esame obiettivo 

generale. Le immagini PET sono state analizzate qualitativamente per valutare l’aspetto 

e l’omogeneità della distribuzione del radiotracciante nel miocardio. Nei topi sani, il 

[18F]-FDG consente di visualizzare nettamente la parete miocardica del ventricolo 

sinistro, mentre la captazione a livello della parete ventricolare destra è meno costante e 

definita. Il ventricolo sinistro si estende prevalentemente alla sinistra del piano sagittale 

mediano ed occupa la porzione medio-caudale e ventrale del mediastino. Esso appare 

caratterizzato da una forma globalmente conica, sezione circolare in short axis slice ed 

approssimativamente triangolare in horizontal e vertical long axis slices. La parete 
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anteriore mostra un profilo lievemente convesso, adagiato sulla superficie sternale, 

mentre quello della parete posteriore appare più rettilineo. L’asse longitudinale è 

orientato in senso cranio-caudale, con la base rivolta verso la parete toracica destra e 

l’apice verso quella sinistra. Nell’uomo si osserva frequentemente una ridotta 

captazione del radiotracciante a livello della pars membranacea septi, mentre nel topo 

questo reperto non è evidente Quando visibile, il ventricolo destro appare caratterizzato 

da una parete sottile, definita da una tenue captazione, e sezione assiale “a semiluna”, 

in rapporto con la porzione medio-basale del setto interventricolare (vedi Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Analisi qualitativa del ventricolo sinistro mediante PET/TC con [18F]-FDG 

in topo normale 
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Parallelamente all’analisi visiva, è stato adottato un approccio semiquantitativo 

per valutare la distribuzione del [18F]-FDG a livello del ventricolo sinistro.                 

La captazione media in percentuale ed in SUV units, calcolata a livello delle pareti 

anteriore, laterale ed inferiore, del setto e dell’apice con il software MH, è risultata 

relativamente uniforme, anche se si osserva una captazione leggermente più bassa a 

livello della parete inferiore e, analogamente all’uomo ed al ratto, a livello apicale. 

Questo aspetto è verosimilmente legato ad un effetto di volume parziale nelle aree dove 

lo spessore miocardico è inferiore alla risoluzione spaziale e ad artefatti da movimento 

in immagini PET non gated.  
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I valori medi della captazione di [18F]-FDG a livello della parete anteriore, 

laterale, posteriore, del setto e dell’apice del ventricolo sinistro dei soggetti sani sono 

stati comparati con il test di Friedman, con correzione per confronti multipli. Il test 

fornisce p<0.00001, evidenziando in linea generale una differenza statisticamente 

significativa tra i valori di captazione delle diverse regioni del miocardio ventricolare 

sinistro. Per definire in maniera specifica le differenze nei livelli di captazione di   

[18F]-FDG tra le pareti ventricolari, sono stati riportati su un grafico i ranghi dei valori 

di captazione per ognuna di esse, con intervallo di confidenza del 95%. L’apice e la 
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parete inferiore del ventricolo sinistro mostrano ranghi simili ed intervalli di confidenza 

sovrapponibili, pertanto tra esse non emerge una differenza statisticamente significativa 

del livello di captazione. Analogamente, le pareti anteriore, laterale e settale presentano 

ranghi comparabili, con intervalli di confidenza che si intersecano notevolmente, per 

cui è possibile affermare che tra esse non si evidenzia una differenza statisticamente 

significativa nella captazione di [18F]-FDG. Le regioni del miocardio ventricolare così 

distinte (apice e parete inferiore versus parete anteriore, laterale e settale) mostrano tra 

loro ranghi diversi, senza intersezione tra gli intervalli di confidenza. I gruppi 

statisticamente equivalenti sono rappresentati nel grafico con lo stesso colore (vedi 

Figura 13). 
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Figura 13. Distribuzione regionale del [18F]-FDG nel ventricolo sinistro 
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La captazione media di [18F]-FDG a livello del ventricolo sinistro, calcolata 

mediante il software proprietario dello scanner PET/TC eXplore Vista in una ROI 

tracciata su una sezione assiale rappresentativa, è risultata pari a 2.018±0.979 SUV e 

0.505±0.235 MBq/ml. La captazione media di [18F]-FDG, calcolata con il software MH 

sull’intera mappa polare è risultata pari a 2.470±1.33 SUV. E’ stato utilizzato il test di 

Wilcoxon con livello di significatività 0.01 per comparare le misure di captazione 

“globale” del ventricolo sinistro ricavate mediante i due software ed è stata evidenziata 

una differenza statisticamente significativa (p=0.000008) relativamente alle 

informazioni da essi fornite. E’ plausibile interpretare questo risultato considerando che 

il software analitico dello scanner PET/TC eXplore Vista stima la captazione media di 

[18F]-FDG della struttura d’interesse su una ROI rappresentativa, individuata in questo 

caso nella sezione assiale mediana del ventricolo sinistro, analogamente alla 

metodologia comunemente adottata in campo oncologico, mentre il MH effettua una 

valutazione sull’intera mappa polare del ventricolo stesso, fornendo verosimilmente un 

dato meno approssimativo. Il valore minimo di captazione di [18F]-FDG a livello 

miocardico è risultato mediamente 49.04 %. Pertanto la soglia del 50% del valore 

massimo di captazione adottata in questo studio per discriminare tra miocardio vitale e 

infartuato, riportata in diversi lavori scientifici, è apparsa adeguata. Inoltre, Stegger et 

al. (2006) hanno riportato nel topo che, nonostante la migliore correlazione tra le 

misurazioni istologiche e PET dell’area d’infarto sia stata ottenuta adottando una soglia 

pari al 50% del valore massimo di captazione miocardica, tale valore rimane accettabile 

in un intervallo della soglia compreso tra 35-65% [79]. Con l’ausilio di particolari 

funzioni implementate nel software MH è stato possibile inoltre ricavare dalle mappe 

polari la misura dell’area di superficie totale e del volume del ventricolo sinistro, i cui 
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valori medi nei soggetti sani sono risultati rispettivamente 72.37 mm2  e 56.62 µl (vedi 

Figura 14).  

                              

Figura 14. Dimensioni del cuore del topo 

La stima dell’area di superficie totale del ventricolo sinistro ricavata in vivo 

dall’analisi delle mappe polari, in base alle nostre conoscenze, non è stata ad oggi 

descritta in letteratura ed è risultata sovrapponibile ai valori ricavati da reperti 

anatomici ex vivo (area di superficie del ventricolo sinistro <100 mm2 ; area di 

superficie atriale <35 mm2) [89-90]. Le misure del volume tele diastolico (LVEDV) e 

telesistolico (LVESV) del ventricolo sinistro vengono generalmente effettuate mediante 

ecocardiografia o acquisizioni RM o PET con gating cardiaco e respiratorio [42]. 

Stegger et al. 2009 hanno riportato valori medi per il LVEDV pari a 86±43µl con PET 

e 73 ±44 µl con RM, e per il LVESV pari a 44 ±42 µl con PET e 41±46 µl con RM. 

L’autore ha effettuato la stima del volume ventricolare su acquisizioni PET gated ed 

utilizzando l’”endocardial contour” come riferimento [42]. Nel nostro studio le 

acquisizioni PET non sono sincronizzate con l’attività cardiaca e l’algoritmo utilizza 

come riferimento per la stima del dato volumetrico il “ midmyocardial contour” (l’area 
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della parete miocardica che delimita la cavità del ventricolo sinistro, equidistante 

dall’endocardio e dall’epicardio) (vedi Figura 15).  

                                      

Figura 15. “Midmyocardial contour” in sezione assiale del ventricolo sinistro 

Pertanto, essendo le acquisizioni PET statiche e non gated, il software ignora la 

contrazione ventricolare e, di conseguenza, i valori ottenuti non possono essere 

considerati una stima puntuale del volume ventricolare, ma piuttosto una stima 

indicativa delle dimensioni ventricolari [92] . 

 

§§  AAnnaall iissii   PPEETT  qquuaall ii ttaatt iivvaa  ee  qquuaanntt ii ttaatt iivvaa  ddeeii   ssooggggeett tt ii   iinnffaarr ttuuaatt ii   

La valutazione qualitativa delle immagini PET dei soggetti in cui è stata effettuata 

la legatura dell’arteria coronaria sinistra ha evidenziato tendenzialmente lo sviluppo di 

un infarto transmurale che interessa prevalentemente la parete antero-laterale e la 

porzione apicale del ventricolo sinistro (vedi Figura 16). Classicamente il territorio 

perfuso dalla arteria coronaria discendente anteriore nell’uomo comprende la parete 

anteriore ed i due terzi del setto del ventricolo sinistro. Le nostre osservazioni sono in 

accordo con i dati riportati in letteratura, evidenziando che la legatura della arteria 

coronaria sinistra nel topo determina in maniera costante l’infarto della parete libera 

del ventricolo sinistro, esteso all’apice, risparmiando il setto. 
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Figura 16. PET/TC con [18F]-FDG in modello murino di infarto del miocardio 

Soltanto in un soggetto abbiamo riscontrato ipocaptazione del setto basale (vedi 

Figura 17). 

              

Figura 17. Infarto del miocardio della parete antero-laterale e dell’apice del ventricolo 

sinistro, con ipocaptazione del setto basale 

In seguito ad infarto miocardico si verifica il “rimodellamento” del ventricolo 

sinistro, con modificazioni nella forma e nelle dimensioni. L’ispezione visiva delle 

immagini PET rivela una considerevole dilatazione della cavità ventricolare nel caso di 

infarti molto estesi [79], che assume forma globosa e presenta pareti assottigliate. Nelle 

fasi avanzate dello scompenso cardiaco inoltre è possibile riscontrare anche la 

dilatazione del ventricolo destro ed una marcata captazione di [18F]-FDG a livello dei 

1 week 4 week 
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muscoli respiratori intercostali e diaframma, segno di alterata dinamica ventilatoria 

(vedi Figura 18). 

 

Figura 18. Dilatazione della cavità ventricolare in seguito ad infarto del miocardio e 

segni di alterata funzione respiratoria 

In modo analogo ai soggetti sani, mediante il software MH è stato possibile 

ricavare dalle mappe polari la misura dell’area di superficie totale e del volume del 

ventricolo sinistro nei soggetti infartuati. Nei soggetti con infarto tuttavia, data la 

mancanza di captazione di [18F]-FDG nell’area necrotica, è importante verificare che il 

software effettui correttamente il processo di interpolazione per ricostruire il profilo 

miocardico completo, in particolare posizionando correttamente il punto di riferimento 

(brush) per il campionamento radiale del terzo inferiore e della regione apicale del 

ventricolo (vedi Figura 19). 

                                            

Figura 19. Ricostruzione del profilo miocardico in ventricolo infartuato con il  

software Munich Heart 
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I valori medi sono risultati rispettivamente 91.87 mm2  e 75 µl, direttamente 

proporzionali alla dilatazione del ventricolo sinistro apprezzabile visivamente. L’area di 

superficie ed il volume del ventricolo sinistro nei soggetti infartuati sono risultati 

superiori a quelli riportati per i soggetti sani, rispettivamente del 20.5%. e 17.7% (vedi 

Figura 20).  

 

Figura 20. Area di superficie e volume ventricolare in soggetto infartuato calcolati  

con il software Munich Heart 

Per evidenziare eventuali differenze significative relativamente all’area di 

superficie ed al volume del ventricolo sinistro tra soggetti sani ed infartuati è stato 

impiegato un modello di regressione lineare. Il test di Wald ha evidenziato differenze 

statisticamente significative relativamente all’area di superficie (p 0.0034), ma non per 

il volume (p 0.18) del ventricolo sinistro tra gruppo di controllo ed infartuati. Questo 

risultato può essere interpretato in base all’assunto geometrico secondo cui in un solido 

(il ventricolo sinistro può essere schematicamente rappresentato come una struttura 

conica) le variazioni dell’area di superficie corrispondenti a quelle di volume non sono 

lineari. I valori medi della captazione di [18F]-FDG a livello del ventricolo sinistro dei 
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soggetti infartuati (nel complesso e separatamente in base al genotipo) sono stati 

calcolati con il software proprietario dello scanner PET/TC eXplore Vista su una 

sezione mediana rappresentativa in asse corto ed espressi in SUV units e MBq/ml. I 

risultati sono riassunti nelle seguenti tabelle : 

 

 SUV (media ± σσσσ) 

topi infartuati (# 20) 3.05±1.19 

topi infartuati wild type (#15) 2.57±0.73 

topi infartuati  knockout (#5) 4.48±1.21 

 

 MBq/ml (media ± σσσσ) 

topi infartuati (# 20) 0.84±0.39 

topi infartuati wild type (#15) 0.66±0.38 

topi infartuati  knockout (#5) 1.12±0.37 

 

I valori medi di captazione del [18F]-FDG a livello del ventricolo sinistro dei 

soggetti sani ed infartuati sono stati comparati mediante test di Wilcoxon, che ha 

evidenziato differenze statisticamente significative tra i due gruppi (SUV ctrl vs 

infartuati p value 0.0051; MBq/ml ctrl vs infartuati p value 0.0016). In particolare, 

confrontando i valori medi di captazione di [18F]-FDG del miocardio ventricolare dei 

soggetti sani con quelli dei soggetti infartuati distinti in base al genotipo, è emersa una 

differenza statisticamente significativa rispetto ai knockout (SUV ctrl vs infartuati KO 

p-value 0.0031; MBq/ml ctrl vs infartuati KO p-value 0.002) ma non rispetto ai wilde 

type (SUV ctrl vs infartuati WT p-value 0.066; MBq/ml ctrl vs infartuati WT p-value 

0.14). 
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L’estensione dell’area dell’infarto miocardico è risultata compresa tra 0.001-0.874 

cm2  (media ± σ: 0.35 ± 0.22), corrispondente ad un intervallo tra 0.22 e 55% (media ± 

σ: 36.20 ± 13.06) dell’area della mappa polare (vedi Figura 21).  

 

Figura 21. Misurazione dell’estensione dell’area d’infarto con il software Munich Heart 

Per evidenziare eventuali significative variazioni dell’estensione dell’area 

infartuata nel tempo, i dati espressi in cm2 o in valore percentuale della mappa polare 

sono stati esaminati con un modello di regressione lineare, in modo da valutare la 

relazione tra tempo ed estensione dell’area d’infarto. Il test di Wald non ha evidenziato 

modificazioni statisticamente significative dell’area infartuata nel tempo (area cm2       

p-value 0.52; area % p-value 0.34). Analogamente, per evidenziare eventuali 

significative variazioni dell’area di superficie e del volume del ventricolo sinistro dei 

soggetti infartuati nel tempo è stato adottato un modello di regressione lineare. Il test di 

Wald non ha evidenziato modificazioni statisticamente significative dell’area di 

superficie e del volume del ventricolo sinistro dei soggetti infartuati nel tempo (area di 

superficie mm2 p-value 0.52; volume µl p-value 0.7). Infine, è stata valutata 

statisticamente la correlazione tra estensione dell’area d’infarto in cm2 ed area di 

superficie e volume del ventricolo sinistro mediante un modello di regressione lineare. 

L’estensione dell’area d’infarto ha mostrato una correlazione positiva e significativa sia 
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rispetto all’area di superficie (coefficiente della regressione positivo, p<0.0001) che al 

volume del ventricolo sinistro (coefficiente della regressione positivo, p<0.0001). 

 

§§  RRiipprr oodduucciibbii ll ii ttàà  iinnttrr aa--  eedd  iinntteerr --oosssseerr vvaattoorr ee  

Per questa analisi tutti gli studi PET sono stati esaminati due volte dallo stesso 

operatore ( riproducibilità intraosservatore) ed interpretati da tre differenti osservatori  

(riproducibilità interosservatore). La riproducibilità intra- ed inter-osservatore delle 

procedure di post-processing e quella interpretativa sono risultate eccellenti come 

indicato dai valori di RC e ICCs riportati nelle tabelle:  

 

 

 

 

 
 
 

 

  

pppooosssttt---ppprrroooccceeessssssiiinnnggg   

rrreeeppprrroooddduuuccciiibbbiiilll iiitttyyy 

area cm2 Intraobserver  

RC value 

Interobserver 

RC value 

Gruppo di controllo 0.01 ± 0.02  0.01  0.01 

Gruppo infartuati 0.35 ± 0.22 0.12  0.16 

pppooosssttt---ppprrroooccceeessssssiiinnnggg   

rrreeeppprrroooddduuuccciiibbbiiilll iiitttyyy 

area % Intraobserver  

RC value 

Interobserver 

RC value 

Gruppo di controllo 1.62 ± 3.54  0.01  1.45 

Gruppo infartuati 36.20 ± 13.06  0.71  5.01 

iiinnnttteeerrrppprrreeetttaaattt iiivvveee      

rrreeeppprrroooddduuuccciiibbbiiilll iiitttyyy 

Intraobserver  

ICC value 

Interobserver 

ICC value 
p value 

Gruppo di controllo 0.89 0.54 < 0.01 

Gruppo infartuati 0.95  0.82 < 0.01 
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§§    MM oonnii ttoorr aaggggiioo  lloonnggii ttuuddiinnaallee  mmeeddiiaannttee  PPEETT//TTCC  ddeeii   ssooggggeett tt ii   iinnffaarr ttuuaatt ii   

Per i topi esaminati in maniera seriale in due tempi è stato possibile effettuare una 

valutazione qualitativa delle variazioni in forma e dimensioni del ventricolo sinistro e 

nell’estensione dell’area d’infarto con l’evoluzione dall’infarto acuto (< 3 settimane) a 

quello cronico (4 settimane). La comparazione qualitativa delle immagini PET a tempi 

differenti mostra una sensibile e progressiva dilatazione della cavità ventricolare ed 

assottigliamento della porzione miocardica captante ai confini della regione infartuata 

(vedi Figura 22). 

                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Monitoraggio longitudinale mediante PET/TC dei soggetti infartuati  

FF1R prima e dopo 4 settimane dall’infarto  
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Le mappe polari acquisite in due tempi per i 2 topi esaminati prima dell’induzione 

dell’infarto e a 4 settimane dall’evento ischemico sono state comparate per valutare i 

cambiamenti nella captazione di [18F]-FDG a livello miocardico. La mappa polare della 

prima acquisizione è stata normalizzata per il valore massimo di attività miocardica 

(pari alla media ricavata in una ROI costituita dai 6 settori connessi, con attività più 

elevata), corrispondente al 100%. La mappa polare della seconda acquisizione PET è 

stata normalizzata in primo luogo “per referenza” rispetto alla prima (ossia 

normalizzando i valori di captazione di [18F] dei pixel di questa mappa polare per il 

valore massimo di attività miocardica registrato nella prima) ed in secondo luogo 

anch’essa per il proprio valore massimo di attività miocardica. La mappa polare 

corrispondente alla IV° settimana dall’infarto è stata dunque comparata con il 

“controllo di se stesso” facente parte del “database normale” relativo allo specifico 

tracciante e tipo di studio, ottenendo una terza mappa detta “differenziale”. La stima 

della “differenza” dei conteggi piuttosto che del loro “rapporto”  è preferibile, perché 

influenzata in quota minore da errori di misurazione (vedi Figura 23). 
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Figura 23. Quantificazione comparativa della captazione di [18F]-FDG pre- e post-infarto 
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Anche le mappe polari acquisite per lo stesso soggetto in due tempi successivi 

dall’induzione dell’infarto sono state comparate per valutare le modificazioni del 

pattern di distribuzione regionale del [18F]-FDG in associazione al rimodellamento 

miocardico. In questo caso le mappe ottenute ai due tempi differenti sono state 

entrambe normalizzate per il valore massimo di attività miocardica. 

Data l’esiguità delle osservazioni ripetute per uno stesso soggetto, non è stato possibile 

elaborare stime statistiche significative. In ogni caso, questi dati hanno permesso di 

saggiare le potenzialità applicative del software MH per confrontare i livelli di 

captazione di [18F]-FDG in fasi evolutive differenti del rimodellamento miocardico.     

A tale scopo, è stata adottata una suddivisione in ROI (region of interest) per “pareti 

miocardiche” (pareti anteriore, laterale, inferiore, setto ed apice) anziché per “territori 

vascolari” (arteria coronaria sinistra discendente, arteria coronaria sinistra circonflessa, 

arteria coronaria destra) secondo la prassi comunemente adottata in campo clinico, date 

le differenze nella vascolarizzazione regionale del miocardio tra uomo e topo 

precedentemente descritte. Il software fornisce i valori di media e deviazione standard 

della distribuzione regionale del radiotracciante nelle mappe polari normalizzate per il 

valore massimo di attività miocardica che fanno riferimento a due tempi di osservazione 

successivi rispetto all’epoca dell’infarto e calcola la differenza tra di esse (vedi Figura 

24 - 25).  
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Figura 24. Quantificazione comparativa della captazione di [18F]-FDG nei soggetti 

infartuati monitorati longitudinalmente 
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Figura 25. Quantificazione comparativa della captazione di [18F]-FDG nei soggetti 

infartuati monitorati longitudinalmente 
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Attraverso le mappe polari è stata calcolata l’estensione dell’area di infarto in 

valore percentuale per i due tempi successivi, come illustrato nella seguente tabella ed 

immagine esplicativa (Figura 26): 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        

Figura 26. Variazioni dell’area d’infarto nei soggetti infartuati monitorati 

longitudinalmente 

 

Identita’ del topo Tempo_I 
area infarto % 

Tempo_II 
area infarto % 

FM2L 1 giorno post infarto 
38% 

4 settimane post-infarto 
37% 

FM2N 1 giorno post infarto 
31% 

4 settimane post-infarto 
26% 

224 1 settimana post-infarto 
37% 

4 settimane post-infarto 
32% 

231 2 settimane post-infarto 
34% 

4 settimane post-infarto 
26% 
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                 Per valutare eventuali cambiamenti nell’estensione dell’area d’infarto al 

progredire della cardiopatia, le misurazioni derivanti dai soggetti esaminati in due tempi 

sono state esaminate mediante un modello di regressione lineare che tiene in 

considerazione l’aggregazione dei dati, in modo da stimare la relazione tra il fattore 

temporale e l’estensione dell’area d’infarto espressa in cm2 o in valore percentuale 

dell’intero ventricolo sinistro. Il test di Wald non ha evidenziato modificazioni 

statisticamente significative dell’area infartuata nel tempo (area cm2 p-value 0.38; area 

% p-value 0.57). Studi sui ratti e sui topi hanno mostrato che nell’evoluzione 

dell’infarto il progressivo assottigliamento della parete ventricolare infartuata è 

associata alla sua riduzione in volume, ma senza evidente riduzione dell’estensione 

dell’area d’infarto in valore percentuale rispetto all’intera superficie ventricolare [27]. 

 

§§  AAnnaall iissii   mmeeddiiaannttee  PPEETT//TTCC  ddii   uunn  mmooddeell lloo  mmuurr iinnoo  ggeenneett iiccaammeennttee  

mmooddii ff iiccaattoo  ddii   iinnffaarr ttoo  mmiiooccaarr ddiiccoo    

Il consumo di ossigeno a livello mitocondriale nel corso dei processi di 

ossidazione dei substrati energetici è in linea di massima accoppiato alla sintesi di ATP. 

Quest’ultima risulta associata durante le reazioni biochimiche di ossido-riduzione ad un 

flusso di elettroni da vari substrati all’ossigeno e di protoni attraverso le membrane 

mitocondriali. Tuttavia, la perdita di protoni ed elettroni può determinare il rilascio di 

energia non associato alla sintesi di ATP. Il disaccoppiamento della ossidazione dei 

substrati dalla sintesi di ATP è mediato da una famiglia di proteine mitocondriali che 

fungono da trasportatori anionici, definite uncoupling proteins (UCPs) [93]. L’ UCP3 è 

localizzata a livello del tessuto adiposo bruno, dei muscoli scheletrici, dove è 

verosimilmente coinvolta nel metabolismo degli acidi grassi, e nel miocardio, dove il 

suo ruolo fisiologico rimane tuttora da definire [94]. Per studiare il ruolo della UCP3 

nella regolazione del metabolismo energetico sono stati generati topi transgenici in cui 



 75  

tale proteina è overespressa o deleta, ma questi modelli non hanno fornito risposte 

chiare ed univoche. Inoltre in letteratura sono riportate differenze nell’espressione di 

UCP3 nell’uomo e nei roditori da laboratorio, verosimilmente per divergenze nelle 

sequenze promotrici [95]. Modelli murini in cui UCP3 è overespresso presentano ridotti 

depositi adiposi e sono resistenti al diabete indotto mediante modificazioni dietetiche, 

mentre quelli knockout sono obesi e predisposti al diabete tipo 2 e mostrano maggiore 

sensibilità a livello muscolare al danno ossidativo. Attualmente sono disponibili dati 

limitati sull’attività dell’UCP3 cardiaca. In condizioni basali non sono state ravvisate 

significative differenze nel potenziale di membrana mitocondriale tra topi wild type e 

knockout per UCP3. In diverse condizioni patologiche è stata ipotizzata una 

correlazione tra il metabolismo energetico cardiaco e UCP3. Gli ormoni tiroidei o il 

digiuno inducono un incremento dell’espressione di UCP3 a livello cardiaco. In pazienti 

con insufficienza cardiaca, l’incremento dell’espressione di UCP3 è correlato ad una 

condizione di deficit energetico miocardico [93]. La positiva correlazione tra 

overespressione di UCP3 nell’insufficienza cardiaca ed il tasso plasmatico di acidi 

grassi non esterificati (Free fatty acids, FFAs) suggerisce un ruolo primario dell’UCP3 

nel metabolismo degli acidi grassi, analogamente a quanto dimostrato per il tessuto 

muscolare scheletrico. L’aumentata espressione cardiaca di UCP3 in corso di 

insufficienza cardiaca incrementerebbe il trasporto degli acidi grassi attraverso le 

membrane mitocondriali, proteggendo i mitocondri dall’azione tossica legata 

all’accumulo di questi anioni [93]. Inoltre, in caso di ischemia e di riperfusione, i 

mitocondri producono “reactive oxygen species” (ROS) che possono danneggiare i 

cardiomiociti. L’UCP3 viene espressa in risposta ad un insulto ischemico, attivando un 

meccanismo citoprotettivo antiossidante, in quanto è capace di ridurre la produzione di 

ROS ed il conseguente danno da riperfusione. Pertanto queste proteine rappresentano 

dei potenziali bersagli terapeutici per la gestione dell’ischemia cardiaca [94]. Nel ratto è 



 76  

stato dimostrato che l’espressione di UCP3 è inversamente associata alle dimensioni 

dell’infarto, attivando verosimilmente un meccanismo protettivo per prevenire la morte 

dei miocardiociti nel tessuto circostante l’area infartuata [96]. Il test di Wald eseguito 

sui coefficienti di una regressione lineare parametrico tra valori di captazione e genotipi, 

non ha evidenziato una differenza statisticamente significativa tra soggetti wild type e 

knockout per il gene UCP3 relativamente ai valori di captazione del [18F]-FDG espressi 

in MBq/ml (wt vs ko: p-value 0.029), mentre emerge una differenza significativa per i 

valori espressi in SUV (wt vs ko: p=0.0023), con valori superiori per i soggetti UCP3 

knockout. Analogamente, per evidenziare eventuali differenze nell’estensione dell’area 

d’infarto tra i due genotipi, i valori in percentuale e cm2 dell’area infartuata sono stati 

comparati mediante test di Wald eseguito sui coefficienti di una regressione lineare tra 

area di infarto e genotipi. L’analisi di questi dati non ha evidenziato differenze 

statisticamente significative tra soggetti wild type e knockout per il gene UCP3 

relativamente all’estensione dell’area d’infarto (area cm2 p=0.32; area percentuale 

p=0.26). L’area di superficie totale del ventricolo sinistro nei topi infartuati wild type è 

risultata mediamente 91.83±33.5 mm2, 95.26±22.41 mm2 nei knockout. Il volume del 

ventricolo sinistro nei topi infartuati wild type è risultato mediamente 75.33 µl±46.3, 

53,8 µl±24.2 nei knockout. Questi due parametri sono stati comparati nei soggetti 

infartuati appartenenti ai due genotipi mediante un modello di regressione lineare. Il test 

di Wald non ha evidenziato differenze statisticamente significative nell’area di 

superficie e nel volume del ventricolo sinistro dei soggetti infartuati in base al genotipo 

(area di superficie mm2 p-value 0.61; volume µl p-value 0.18). 
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§§    DDiissccuussssiioonnee  ee  ccoonncclluussiioonnii   

Nell’ultimo decennio i modelli murini di infarto del miocardio si sono dimostrati 

preziosi strumenti per indagare i meccanismi patogenetici della cardiomiopatia 

ischemica e testare approcci terapeutici innovativi, come la terapia genica o con cellule 

staminali. Nonostante le problematiche inerenti la risoluzione spaziale e temporale 

nell’imaging cardiaco sui piccoli roditori da laboratorio, la metodica PET/TC si è 

affermata nel campo della ricerca preclinica cardiovascolare, fornendo informazioni a 

livello molecolare estremamente utili per saggiare gli effetti di un trattamento 

terapeutico in seguito ad infarto miocardico. Per valutare l’efficacia di queste terapie, è 

estremamente importante la possibilità di determinare in maniera accurata l’estensione 

dell’area d’infarto, al pari di altri indici morfostrutturali e funzionali. La metodica 

PET/TC con [18F]-FDG si è dimostrata estremamente utile per la valutazione 

semiquantitativa del metabolismo regionale del glucosio a livello miocardico e per la 

misurazione quantitativa dell’estensione dell’area d’infarto nel modello murino, in 

modo accurato e ripetibile. 

Essa consente di eseguire nel topo studi in vivo, in modo non invasivo e 

longitudinale, in cui ogni soggetto è controllo di sé stesso. Questi importanti aspetti, 

comuni a tutte le metodiche di imaging, consentono non solo di migliorare 

l’accuratezza dei risultati statistici, ma anche di ridurre significativamente il numero di 

animali impiegati nella ricerca, in accordo col principio etico del “refinement, 

reduction, replacement”. Il conseguimento di risultati ottimali in studi PET/TC su 

modelli murini nell’ambito della ricerca cardiovascolare richiede un coordinato 

approccio multidisciplinare ed una rigorosa pianificazione sperimentale, che contempli 

la razionale standardizzazione delle procedure operative inerenti la preparazione degli 

animali, il protocollo di acquisizione e ricostruzione delle immagini,  e gli algoritmi 

d’analisi per eseguire valutazioni quantitative. 
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 Nel presente studio sono ravvisabili alcuni limiti ed aspetti da approfondire.  

Innanzitutto, il modello murino chirurgico di infarto del miocardio differisce dalla 

reale condizione patologica nell’uomo per una serie di aspetti. La legatura dell’arteria 

coronaria nel topo generalmente esita in un esteso infarto transmurale, con la possibilità 

di sviluppo di un aneurisma parietale. Nell’uomo invece, lo sviluppo di una 

circolazione collaterale e gli effetti potenzialmente protettivi di ripetuti insulti ischemici 

di lieve entità in corso di coronaropatia, comportano infarti meno estesi, non 

transmurali e si assiste raramente alla formazione di aneurismi. Dunque questo modello 

animale può non rispecchiare perfettamente l’ampio e complesso spettro di condizioni 

patologiche in cui l’evento ischemico acuto può evolvere nell’uomo.  

Per quanto riguarda le misure, il SUV è un indice semiquantitativo utile in campo 

clinico ai fini diagnostici, ma quando si verificano errori nell’iniezione endovenosa del 

radiotracciante, è provato che il calcolo di questo parametro è inaccurato se non si 

effettua la correzione della quota reale di iniettato per quella stravasata. Questo evento 

è sporadico nell’uomo (1% dei casi), mentre nel topo risulta frequente una parziale 

extravasazione del radiotracciante, a causa del ridotto calibro della vena caudale 

laterale. Pertanto, per valutare correttamente la dose iniettata, è stata prospettata 

l’opportunità di stimare la quota di radiotracciante depositatasi nei tessuti perivasali 

mediante una scansione PET statica di 2 minuti della coda [55].    

In questo studio è stata valutata mediante PET la vitalità miocardica, valutando il 

metabolismo glucidico mediante l’analogo [18F]-FDG, ma non sono stati raccolti dati in 

merito alla perfusione miocardica.  In studi PET del cuore senza gating, i contorni del 

ventricolo sinistro potrebbero essere imprecisi e far sovrastimare le dimensioni di un 

infarto [77-79].  

Per quanto riguarda l’analisi dei dati, quando si impiegano algoritmi che 

prevedono operazioni non automatiche per generare le mappe polari, ad esempio la 
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definizione dell’asse longitudinale, la base e la giunzione inferiore tra i due ventricoli, 

si evidenziano le differenze intra- ed  inter-individuali legate in particolare 

all’esperienza dell’operatore, ma anche al software per la visualizzazione delle 

immagini o alle condizioni di lavoro [68]. Inoltre i valori calcolati da un software 

d’analisi automatico necessitano di una validazione mediante metodiche considerate 

“gold standard”, quali istologia, autoradiografia o RM. Ad ogni modo, un risultato 

promettente può essere considerato una riproducibilità intra- ed inter-operatore 

superiore all’80% anche nell’analisi di immagini PET in soggetti con infarto molto 

esteso. [91].  

In ogni caso, sia pure considerando con attenzione le limitazioni sopra riportate,  il 

nostro studio ha dimostrato la possibilità, mediante PET/TC con [18F]-FDG, di 

effettuare nel topo da laboratorio una valutazione qualitativa del ventricolo sinistro e 

quantificare il metabolismo del glucosio a livello miocardico sia in soggetti sani che in 

modelli patologici, di discriminare tra tessuto vitale e non, e di determinare in maniera 

accurata e ripetibile l’estensione dell’area miocardia infartuata. I dati ricavati dallo 

studio mediante PET/TC di modelli sperimentali murini di infarto miocardico si 

configurano come una risorsa estremamente preziosa per la comprensione dei 

meccanismi molecolari dell’infarto miocardico nell’uomo e per migliorare la 

prevenzione, la diagnosi e la terapia di questa patologia. 
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