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INTRODUZIONE

| recenti progressi tecnologici nei settori scicitidella genomica, proteomica e
metabolomica hanno determinato I'evoluzione dellsione tradizionale della
medicina, tesa prevalentemente a rimuovere i dispupvocati da una patologia, verso
il moderno approccio “molecolare”, che mira allampyensione ed al trattamento
precoce delle alterazioni genetiche e biochimichéa @ase delle malattie.
Parallelamente, le tecniche di imaging si sono weolda indagini prettamente
morfologiche, volte ad evidenziare alterazioni ttmali di organi e tessuti, ad indagini
“molecolari”’, capaci di fornire informazioni sulkdterazioni funzionali e metaboliche
che si manifestano nei primi stadi di una patologisanovativo approccio molecolare
ha dunque contribuito significativamente a miglreréa tempestivita delle diagnosi, il
monitoraggio dell’evoluzione delle malattie e loilggpo di nuove terapie [1]. Le
patologie cardiovascolari, ed in particolare la deaniopatia ischemica, sono
attualmente annoverate tra le principali cause drbifita e mortalita nel mondo
occidentale. Pertanto, la comunita scientifica enwtn forte interesse nel perfezionare
I'iter diagnostico e sviluppare programmi preventt terapeutici innovativi per le
cardiopatie. La comprensione della patogenesi €edeluzione dell'ischemia del
miocardio e lo sviluppo di nuove terapie si sonmlete di pari passo con la
sperimentazione biomedica sui modelli animali. Abtente i modelli animali
rappresentano degli strumenti insostituibili peglorare la prevenzione, la diagnosi e
la terapia dell’ischemia del miocardio nelluomoe Ipotenzialita di manipolazione
genetica nei roditori da laboratorio hanno conserdi migliorare la comprensione di
fondamentali aspetti genetici e fisiopatologicildehalattie cardiovascolari umane. In
particolare, la crescente disponibilita di numerosppi di topo (Mus Musculus)
geneticamente modificati, ha condotto alla lorogpessiva affermazione rispetto ad
altri modelli animali. L'imaging preclinico nei topla laboratorio ha apportato un
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contributo rilevante alla ricerca cardiovascolare. traslazione delle metodiche di
imaging dal modello animale all'uomo non & sempédéan particolare, il loro impiego
nel topo per lo studio del cuore € complicata da serie di fattori, come le ridotte
dimensioni e l'elevata frequenza cardiaca. Pertagto studi di diagnostica per
immagini sul cuore del topo richiedono alta risadune spaziale e temporale. Diverse
metodiche di imaging, come I'Ecocardiografia, laniagrafia Computerizzata a raggi
X (TC), la Risonanza Magnetica (RM), la TomografthEmissione di Positroni (PET)
e la Tomografia ad Emissione di Singolo Fotone (SPEconsentono di studiare in
vivo, in modo non invasivo e longitudinale, la nwodgia, iI metabolismo e la
funzionalita cardiaca. In particolare, I'impiegotdcniche di Imaging morfo-funzionale
integrato, come PET/TC o PET/RM, permettono di taakiin vivo processi molecolari
che avvengono a livello cellulare e contemporanedenedttenere informazioni

anatomiche ad alta risoluzione [2-3].

| modelli sperimentali murini nella ricerca cardiovascolare

Il topo (Mus musculus) ha conquistato popolaritiameomodello sperimentale
nella ricerca biomedica in quanto presenta diwastaggi, quali le piccole dimensioni,
la facile manipolazione, il breve ciclo riprodutii¥21 giorni di gestazione) e I'elevata
prolificita, la pratica e relativamente economidabsilazione. Nell'ultimo decennio
inoltre, gli enormi progressi nei settori della Ioga e della genetica molecolare, le
innovazioni tecnologiche nel campo della microclgra e la dimostrazione di
significative analogie nell'organogenesi e nell'mmmaia del cuore tra uomo e topo,
hanno condotto all’affermazione del topo come mloddl prima scelta anche nella

ricerca cardiovascolare [11-12].



§ Anatomia compar ata del cuore umano e murino

Il topo da laboratorio (Mus musculus) rappresentaiabmente il principale
modello animale per lo studio di alterazioni cactia morfo-funzionali congenite o
acquisite. E’ indispensabile, tuttavia, per la eta estrapolazione e traslazione dei
risultati sperimentali dal modello animale alluomoonfrontare dettagliatamente
morfogenesi ed anatomia del cuore nelle due spBorerse pubblicazioni scientifiche
descrivono in maniera comparata lo sviluppo deflamato cardiovascolare nel topo e
nell’'uomo [4-7]. Nonostante alcune differenze, 8tomia di base del cuore nelluomo
e nel topo € molto simile e pertanto I'impiego tigbo come modello nella ricerca

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

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

Ao: aorta; AVS: setto atrioventricolare; I1AS: seiiberatriale; LA: atrio sx;
LBB: branca sinistra del fascio di His; RV: ventlic destro.

DaWessels A et al. Method Mol Biol 2000; 136: 239-259



Durante lo sviluppo fetale delluomo, la definitisuddivisione delle camere
cardiache si completa nei primi due mesi di gestazie l'assetto morfologico
definitivo del cuore matura nella vita prenatalel dpo la suddivisione delle camere
cardiache si completa in due settimane, e la matma delle strutture cardiache si
protrae nella vita neonatale. Il cuore umano hgeso di circa 250 grammi ed una
frequenza cardiaca media di 65 battiti al minutocanfronto a quello di un topo, che
pesa circa 0.2 grammi e presenta una frequenzaan®db00 battiti al minuto.
Nell’'uomo, il cuore é adagiato sul diaframma, e treoana forma approssimativamente
piramidale ed una superficie dorsale piatta. Ngdofoinvece, data la stazione
quadrupedale, il cuore non & a contatto con ilrdiama ed ha una forma piu
ellissoidale. Infine, lo sviluppo delle cavita atrie proporzionalmente maggiore
nell'uomo rispetto al topo. In entrambe le spedieuore & suddiviso in 4 camere, 2
atri, separati dal setto interatriadedue ventricoli, separati dal setto interventacel
Tra i setti interatriale ed interventricolare sdividua un breve segmento settale
atrioventricolare, che si estende dal tratto diusffo subartico del ventricolo sinistro
all'atrio destro: nell'uomo questo tratto € rapgmsto da una sottile struttura fibrosa
ed e denominato “setto membranoso”, mentre nel t@pccostituito da uno
sdoppiamento muscolare del lembo settale della olalricuspide ed appare
relativamente spesso. L'assetto delle valvole ateiatricolari nel topo e nell’'uomo e
comparabile: la valvola atrio-ventricolare sinistva“mitrale” ha due lembi, quella
destra o “tricuspide” ha tre lembi. In entrambspecie, le estremita dei lembi valvolari
atrio-ventricolari sono in continuita con i muscpéipillari attraverso le corde tendinee,
che appaiono meno pronunciate nel topo. La superficterna dei ventricoli é
caratterizzata da numerose sporgenze dette “trebeamee”, che nell’'uomo risultano
pil spesse nel ventricolo destro. In entrambe lecisp nelle cavita ventricolari é

possibile distinguere a livello apicale delle do#tirutture simili a tendini, dette “falsi
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tendini”, che rappresentano un’estensione della setbendocardica del sistema di
conduzione, formata da cellule del Purkinje immensana matrice fibrosa. Nel cuore
umano, il setto interventricolare € una strutturasoolare molto robusta, con uno
spessore comparabile o superiore alla parete libelraentricolo sinistro, mentre nel
topo appare meno spesso e si assottiglia gradutdnerso I'apice. L'orientamento del
cono di efflusso dell’aorta rispetto al setto imtartricolare appare leggermente diverso
tra le due specie. Le principali differenze anatdmaitra il sistema cardiovascolare del
topo e del’'uomo riguardano l'assetto del polo \wmalla base del cuore. Nelll'uomo
I'atrio sinistro riceve quattro vene polmonari, rfrennel topo le vene polmonari
confluiscono in un unico vaso prima di sboccaresdionente nella cavita atriale
sinistra. Nelluomo la vena cava craniale sinistgredisce nel corso dello sviluppo
fetale, dando origine con la parte distale al legjatm di Marshall ed alla vena obliqua,
e con la porzione prossimale al seno coronario,stloeca nell’atrio destro [9]. Nel
topo la vena cava craniale sinistra non regredisdi@ vita post-natale ed € connessa
alla vena azigos sinistra; il seno coronario eittogi pertanto dal segmento terminale
della vena cava craniale sinistra che decorre daite azigos all’atrio destro. Il seno
coronario nel topo riceve sangue sia dalla circotez sistemica sia dalle vene
cardiache, che decorrono sulla superficie del cuorposizione subepicardica [10].
L’anatomia delle arterie coronarie nel topo presemicune differenze rispetto
alluomo. Nel topo si individua una cospicageria coronaria settaleche origina dal
seno di Valsalva o come una branca prossimale dekaia coronaria destra e decorre
lungo il solco interventricolare, provvedendo ali@rfusione del miocardio del
ventricolo destro e del setto interventricolare.l’Nemo invece questo distretto é
perfuso dalle arterie settali perforatrici che originano dall'arteria coronaria
discendente anteriore sinistra o dall’arteria car@discendente posteriore. Nelluomo

I'arteria coronaria sinistrasi divide prossimamente iarteria coronaria discendente



anteriore sinistrae arteria circonflessamentre nel topo decorre obliguamente lungo la
parete laterale del ventricolo sinistro e si diramamodo variabile, analogamente
all'arteria intermedia dell’'uomo. A differenza dattmo, dunque, il topo non possiede
un’arteria coronaria discendente anteriore sinigtcgpriamente detta, mostra una lieve
variabilita tra gli individui nella fisionomia del diramazioni dell’arteria coronaria
sinistra e possiede una distinta arteria cororssitle. Pertanto la legatura dell’arteria
coronaria sinistra nel topo, che mima la cardiorat@p ischemica coronarica
delluomo, induce un infarto del miocardio con esiene variabile, che puo
interessare la parete ventricolare sinistra artdevale, posteriore e apicale,
risparmiando il setto interventricolare [11-12].INepo l'arteria coronaria destrasi
divide prossimamente in uramo ventricolare destre in unarteria circonflessa

deputata all’irrorazione della parete ventricolgirastra posteriore.
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Figura 2. Anatomia delle arterie coronarie nell'uomo
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Figura 3. Anatomia delle arterie coronarie nel topo

A) la punta di freccia gialla indicaditeria diagonale la punta di freccia azzurra indica
I arteria circonflessaja punta di freccia bianca indicaiteria discendente sinistra
DaTellez et al 2004; Cardiovascular Pathology 13:91-9
B) Arteria coronaria settalenel topo ( calco con Silastic “in situ” ed immagitie
sottrazione).
Da Kumar et al 2005; Coronary Artery Disease 16:41-44

Anche I'anatomia del sistema di conduzione presaltiane differenze tra le due
specie, in particolare nel topo il nodo seno-armllocalizzato in corrispondenza della
vena cava craniale destra, al di sopra della suazgine con l'atrio destro, piuttosto

che in corrispondenza del pavimento dell’atrio spgfd 3].

§ Modelli murini di patologie cardiovascolari umane

Recentemente sono stati sviluppati numerosi modaellirini geneticamente
modificati, in cui specifici geni, coinvolti nellsviluppo di malformazioni cardiache o
altre patologie cardiovascolari, sono overespresdsieti o mutati. | topiknockout
conditional knockoytknockin e transgenicioffrono 'opportunita unica di valutare
I'effetto di specifici geni come singola variabiledipendente, in una popolazione con

caratteristiche genetiche ben definite ed in custlio di salute, I'eta, il sesso ed altre



variabili possono essere strettamente controll&teltre, nell’ultimo decennio le
pratiche chirurgiche sperimentali sui modelli anlimalla ricerca cardiovascolare sono
state in gran parte traslate dal ratto al topozigranche alla crescente disponibilita di
sempre piu sofisticati microscopi per microdisseeiodi strumenti microchirurgici di
precisione, di sistemi monitoraggio dei paramettaly di anestesia e ventilazione
polmonare assistita specificamente dedicati a piccoditori da laboratorio,
consentendo pertanto di ottimizzare le procedur@entistiche, e limitare il numero
di animali impiegati e la variabilita sperimentalemodelli murini impiegati nella
ricerca cardiovascolare possono essere ottenutiamtedtecniche di manipolazione
genetica, interventi chirurgici, modificazioni arahtali, somministrazione di farmaci o
inoculazione di agenti patogeni. Queste metodicheddmentali possono essere
proficuamente combinate tra loro, testando ad egeglpeffetti di fattori esogeni su
un particolare substrato genetico. Le manipolazd@aiigenoma murino hanno portato
alla creazione di un numero crescente di topi gemeente modificati recanti
malformazioni cardiache che mimano patologie catacongenite umane [9]. In
letteratura sono inoltre riportati svariati modettiurini di cardiomiopatia su base
genetica. Ad esempio, lipertrofia cardiaca si @ppa spontaneamente in topi
transgenici per la fosfoinositolo-3 chinasi (PIJK}] oppure overesprimenti i recettori
per I' “Insulin-like growth factor 1 (IGF1) [15]. Modelli di cardiomiopatia dilatativa
ed insufficienza cardiaca sono rappresentati dettapsgenici overesprimenti la forma

dominante-negativa della proteina §2116], un importante fattore di crescita per i

miocardiociti, oppure recanti mutazioni dei genidificanti per le proteine del
citoscheletro o difettivi per i geni della distnodi e utrofina [11;17]. Ceppi murini
knockoutper i recettori per I'apolipoproteina E (apoE) er pe lipoproteine a bassa
densita (LDL) rappresentano interessanti modeliilpestudio dell’aterosclerosi [18].
Ancora, sono riportati in letteratura diversi tdgiockin, knockoue trangenici che
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rappresentano modelli di aritmie cardiache dell'odi®]. Modelli sperimentali murini

di cardiomiopatia possono essere anche riprodaith ¢ecniche diverse dalla
manipolazione genetica, come l'esercizio fisico,drficazioni della dieta, procedure
chirurgiche o inoculazione di agenti patogeni. Agrapio, l'ipertrofia del ventricolo
sinistro pud essere indotta sottoponendo i topiragrogramma di allenamento fisico
costante come il nuoto [20], oppure determinandsanraccarico pressorio mediante
la costrizione chirurgica b@nding dell’aorta ascendente [12]. Analogamente, la
sindrome legata alla stenosi congenita dell'art@@monare nellluomo pud essere
mimata nel topo medianteandingdell’arteria polmonare. | modelli murini di infart
del miocardio e di ischemia / riperfusione mioceadsono ampiamente descritti in
letteratura e riprodotti mediante legatura chircagilefinitiva o temporanea dell’arteria
coronaria sinistra [ 2; 12]. Le procedure chirungigpossono essere eseguite su topi
transgenici, knockout wild-type Infine, sono riportati in letteratura modelli nmurdi
aterosclerosi riprodotti mediante opportune mod#ioni della dieta [18] o di

miocardite indotta mediante inoculazione del viole{’encefalomiocardite [21].

Metodiche per lo studio dei modelli murini nella ricerca
cardiovascolare
§ Genomica e Proteomica

Il termine anglosassoneorics viene impiegato attualmente per indicare le
discipline che integrano le informazioni derivadfi geni (genomicd), dal’RNA
messaggero {fascriptomicd), dalle proteine (proteomicd) e da composti organici a
basso peso molecolarer{etabolomicg [22] per comprendere i meccanismi cellulari
alla base delle patologie, ad esempio le disfunziardiache. Ampi studi di genomica,

trascriptomica e proteomica sono stati condottiumho in corso di diverse malattie
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cardiache [22], come la coronaropatia e l'ischeawata e cronica del miocardio [23].
Queste metodiche sono adottate anche per I'ardilisiodelli murini di cardiopatia,
data I'elevata omologia genetica e proteomica c¢oomo. Diversi lavori scientifici
riportano I'analisi genomica [12] e proteomica @eincipali organi del topo, tra cui
anche il cuore, sia in condizioni fisiologiche [Z4& in corso di patologie, ad esempio
nella cardiomiopatia dilatativa [25] o nell'insuffenza cardiaca in topinockoutper il
fosfolambano [26]. L'analisi dei profili d’espressie genica mediante sofisticate
tecniche come la “microarray”, consente di indidde i geni la cui trascrizione e
attivata in maniera differente in varie patologi@ueste informazioni consentono di
monitorare le modificazioni dell’espressione geteein diverse fasi di una malattia o a
seguito di una procedura chirurgica, e dunque dinide le tappe fisiopatologiche
fondamentali di una cardiopatia sperimentalmentiotia, ad esempio la progressione
dell’'ipertrofia ventricolare sinistra in rispostasavraccarico pressorio indotto mediante
bandingaortico dalla fase compensata a quella di ingefiiza cardiaca. Le piu recenti
generazioni dmicroarrays,ad esempigpossono valutare I'espressione di piu di 34.000
geni. Gli svantaggi di questa metodica sono ragmtes dalla sua applicazione ex
vivo, dagli elevati costi, dai lunghi tempi di esemne e dall’elevato numero di
variabili che possono inficiare la precisione dsultati, quali errori di misurazione,
mancata standardizzazione delle tecniche di estrazdel’lRNA o di ibridizzazione
[12]. | progressi tecnologici nel campo della spettetria e della bioinformatica hanno
consentito di identificare e quantificare migliaikh proteine da tessuti normali o
patologici. L'analisi delle variazioni nell’esprésse proteica del tessuto miocardico in
condizioni patologiche, mediante spettrometria ettelforesi, fornisce importanti

informazioni sul piano diagnostico e terapeutico.
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§ Esameistologico

L’istomorfometria rappresenta tuttora la tecnicaitéirimento per la valutazione
morfostrutturale delle lesioni cardiache e dell@dtia di potenziali trattamenti su
modelli murini di cardiomiopatia.
Il tessuto miocardico puo essere fissato, inclusagéato in sezioni dello spessore di
pochi um, per essere successivamente sottoposto a valwazstologica previa
colorazione, comunemente con ematossilina ed e@siBa[2]. Altre colorazioni utili
per lo studio del tessuto cardiaco sono I'EvansRiurifeniltetrazoliumcloride (TTC)
[2], il sirius red [4] e la colorazione tricromick Masson [27]. Con queste colorazioni
e possibile, ad esempio, visualizzare e misuracaratamente I'estensione di un’area
di ischemia miocardica con l'ausilio di un micropama trasmissione ed un opportuno
software di elaborazione immagini. Il vantaggio laelalutazione istologica e
rappresentato dalla possibilita di distinguereedsuto sano da quello danneggiato gia
dopo poche ore dallischemia e di poter effettuaresurazioni precise dell’area
d’infarto. Attualmente I'istomorfometria rappresara tecnica di riferimento anche per
la validazione di misurazioni ottenute mediante adithe di imaging. Gli svantaggi
sono rappresentati dalla sua applicazione ex dablunghi tempi di preparazione del

campione e la minore accuratezza nelle misurapeni’Evans Blue [2].

§ Indagini ematochimiche

E’ possibile determinare la concentrazione plastaadegli enzimi cardiaci, quali
la creatina-kinasi e I'isoenzima | della deidroganger valutare il danno subito dalle

cellule cardiache, ad esempio in seguito ad ischennpcardica [2].
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§ Diagnostica per Immagini
Diverse metodiche di imaging, come [|'Ecocardiografila Tomografia

Computerizzata a raggi X (TC), la Risonanza Magae{iRM), la Tomografia ad
Emissione di Positroni (PET) e la Tomografia Conepakzata ad Emissione di Singolo
Fotone (SPECT) sono correntemente impiegate st@anmpo clinico che nella ricerca
preclinica per valutare I'anatomia, la funzionglita perfusione ed il metabolismo del
cuore. Attualmente il confine tra imaging “morfolog” e “molecolare” appare sempre
piu sfumato e metodiche tradizionalmente dedicdtanalisi anatomo-funzionale
cardiaca, come I'Ecografia 0 la Risonanza Magnetstamo utilizzate con successo
anche per visualizzare e misurare processi bialagiovello cellulare e subcellulare,
mediante l'ausilio di specifiche sonde molecol@8][ La diffusione delle metodiche di
imaging nella sperimentazione biomedica ha rapptate una innovazione rilevante,
perché ha consentito di studiare i modelli aninmalvivo, in modo non invasivo e
longitudinale, monitorando in uno stesso sogge#woluzione di una patologia o la
risposta ad una terapia. L'avanzamento tecnolodeile apparecchiature per imaging
preclinico € avvenuto parallelamente ed in accaao lo sviluppo delle scienze degli
animali da laboratorio e la maturazione di un imgpiesempre piu consapevole,
razionale ed eticamente corretto dei modelli anisérimentali. Infatti le tecniche di
imaging, consentendo lo studio dei modelli animmalvivo, in modo non invasivo e
ripetuto nel tempo, hanno permesso sia di miglefaccuratezza e I'attendibilita dei
risultati sperimentali, sia di ridurre significadimente il numero di animali impiegati
nella ricerca, in accordo col principio etico dBeplacement, Reduction, Refinement”
enunciato da Burch e Russell nel 1959. Per favdaimcerca traslazionale, sono state
sviluppate diverse apparecchiature per imaging caéeli ai piccoli animali da
laboratorio. L’estensione delle modalita di imagaagdiaco dall’'uomo al topo presenta

alcune problematiche legate principalmente alléetdhze di dimensioni e frequenza
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cardiaca tra le due specie. Ad esempio, i valordingel diametro e dello spessore
parietale del ventricolo sinistro e del setto iméstricolare nel topo si aggirano
rispettivamente intorno ai 2.0, 1.5 ed 1.3 mm, meeihtdiametro delle arterie coronarie
del topo e di circa 0.16 mm, rispetto ai 3.7 mni'demo [13]. La frequenza cardiaca
media nelluomo é circa 10 volte piu bassa (65itbait minuto) rispetto al topo (600
battiti al minuto). Pertanto, appare fondamentalegseguire studi di imaging sul cuore
del topo, disporre di apparecchiature con altaluBone spaziale e temporale.
Nell'ultimo decennio hanno inoltre trovato ampidfusione gli scanner ibridi dedicati,
che associano metodiche di Imaging complementamecSPECT o PET e TC oppure
PET ed RM. Limaging multimodale ha il vantaggio dornire una precisa
localizzazione anatomica della distribuzione date¢rante molecolare e di permettere
la correzione per I'attenuazione dei fotoni da @akei tessuti corporei e degli errori di
volume parziale, che possono inficiare l'accuraterielle valutazioni quantitative.
L’Ecografia in modalita B-mode, M-mode e Doppleppeesenta attualmente la tecnica
di imaging piu diffusa per lo studio dell’apparatardiovascolare, sia in campo clinico
che nella ricerca preclinica. L’'Ecocardiografia sente di effettuare una valutazione
morfologica e funzionale del cuore in tempo reale, modo non invasivo e
relativamente economico, senza ricorrere a radiazionizzanti. Applicazioni
convenzionali dell’ecocardiografia sono rappredentialla valutazione della struttura
cardiaca, della funzione sistolica e diastolicawdgitricolo sinistro, della perfusione del
miocardio e, con l'ausilio del’ecoDoppler, dei paretri emodinamici. L'impiego del
mezzo di contrasto ecografico favorisce la visualzzone dell'interfaccia sangue-
miocardio e la misurazione della perfusione tidsutd’imaging molecolare con
I'ecografia si basa sull'utilizzo di mezzi di coas$to strutturati in modo da legarsi a

specifici bersagli molecolari presenti sulle callulendoteliali o in ambiente

extravascolare, come i recettori di membrana VCAM-YEGF o oyB3.
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L’evidenziazione di marcatori dei processi di flesg@d angiogenesi risulta utile ad
esempio in caso di lesioni aterosclerotiche, dieésgia e rimodellamento del miocardio
[28-29]. In passato € stato descritto I'utilizzoagiparecchi ecografici convenzionali,
dotati di sonde con frequenza di 15 MHz, per |lastudell’apparato cardiovascolare
nel topo. Tuttavia, la loro limitata risoluzioneagyale (risoluzione laterale 250m;
risoluzione assiale 10Am) non & apparsa adeguata per esaminare accuréateen
strutture cardiache ed i parametri emodinamici uesga specie. Inoltre, un altro
parametro importante per I'imaging cardiaco nelot@pla risoluzione temporale. Per
visualizzare accuratamente la fase telesistolitalediastolica occorrono almeno 15
frame per ciclo cardiaco, ed aggirandosi la freqaetardiaca media del topo intorno ai
600 battiti al minuto, € necessario fuame ratedi almeno 150 Hz [30]. Pertanto sono
stati sviluppati negli ultimi anni degli apparec@uografici definiti “Biomicroscopi ad
Ultrasuoni”, dotati di sonde con frequenza comptesal0 e 200 MHz e caratterizzati
da altissima risoluzione spaziale (circa |n@) [31] e frame rate tra 120 e 600 Hz.
Queste apparecchiature offrono una risoluzioneialgae temporale ed una profondita
di penetrazione ideali per la fenotipizzazione 'dpfpparato cardiovascolare in modelli
murini transgenici o chirurgici [32-34]. Recenterteesi sta diffondendo nella ricerca
preclinica I'impiego dell’ecocardiografia tridimdogale, per eseguire valutazioni
accurate della massa e del volume ventricolari @amehmodelli murini di cardiopatia,
come l'infarto del miocardio, in cui il ventricokinistro assume una forma asimmetrica
[35]. La TC fornisce immagini tomografiche e tricdgnsionali del cuore e, attraverso
I'acquisizione di immagini volumetriche in divergasi del ciclo cardiaco, consente di
ricostruire anche immagini in 4D, utili per un’acata valutazione del volume e della
contrattilita ventricolari [36]. La TC cardiaca 8&lizzata in campo clinico per lo studio
delle arterie coronarie e per la diagnosi di arssoiriaortici, embolismo polmonare e
malattie pericardiche. L'impiego di mezzi di comst@ iodati migliora la
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visualizzazione dei vasi sanguigni e permette sicelinere tra tessuto miocardico sano
e danneggiato. Per ridurre gli artefatti da movitnepuo essere registrato un tracciato
elettrocardiografico (ECG) simultaneamente all’asgione TC, che pud essere
successivamente utilizzato in modo prospetticotmspettivo in fase di ricostruzione
per ottenere scansioni sincronizzate con una detatan fase del ciclo cardiaco
(“gating”). Analogamente, le acquisizioni TC possono essancronizzate con le fasi
del ciclo respiratorio [29]. Per ottenere nel topoguisizioni TC con un dettaglio
anatomico del cuore comparabile alluomo, & necessmpiegare una risoluzione
spaziale di almeno 10(m. Inoltre, data I'elevata frequenza cardiaca (6@@iti al
minuto) e respiratoria del topo (50 atti respira&bminuto), e richiesta una risoluzione
temporale di circa 50 ms, rispetto ai 300 ms p@yhio. Pertanto, negli studi preclinici
su piccoli animali da laboratorio, si@m vivo che su campionex vivQ vengono
impiegati scanner TC dedicati, ad alta risoluzigpaziale e temporale, designati col
termine “micro-TC” [37]. In letteratura & descriteavalutazione TC del cuore del topo
ex vivq con risoluzione spaziale di 2Bn, ottenendo ricostruzioni tridimensionali con
un buon dettaglio anatomico. Lo studio vivo del cuore nel topo con micro-TC é
problematico per una serie di fattadegli scanner micro-TC & possibile migliorare la
risoluzione spaziale, temporale e di contrasto autamelo I'intensita del flusso di fotoni
X emessi dal tubo radiogeno, incrementando perdolse di radiazioni ionizzanti
somministrate al soggetto esaminato. Pertantolepacquisizioni in vivo non possono
essere impiegate le alte risoluzioni utilizzateveso. Inoltre, data I'elevata frequenza
cardiaca e respiratoria del topo, gli artefattiatirelal movimento del muscolo cardiaco
e dall’escursione respiratoria della parete toesmmno significativi, e pertanto, per una
valutazione morfo-funzionale ottimale del cuorequresta specie, sono indispensabili
acquisizioni fating’. Poiché l'attenuazione dei raggi X da parte dmigsie e del
miocardio € molto simile, per ottenere immagini midC di alta qualita spesso si
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ricorre allimpiego di mezzi di contrasto. Nel togomezzi di contrasto iodati
tradizionalmente usati in campo clinico cominciawbessere filtrati dal rene circa 30
secondi dopo la somministrazione endovenosa inokingolo. Pertanto nel topo e
preferibile utilizzare mezzi di contrasto dedicatyatterizzati da lunga persistenza nel
letto vascolare, per differenziare il sangue dascolo cardiaco e misurare ad esempio
il volume ventricolare, la frazione d’eiezione oglettata cardiaca in soggetti normali o
in modelli chirurgici di ischemia del miocardio [38]. L'uso di tecniche di
acquisizione e protocolli operativi piu sofisticafilelayed-enhancement cine 3D
micro-CT) permettono anche di distinguere il miocardio fifato da quello sano e di
misurare accuratamente I'estensione dell’area afinf[39]. La RM & una tecnica di
imaging che non utilizza radiazioni ionizzanti, Bidasa sull’energia a radiofrequenza
assorbita e riemessa in condizioni di risonanzamdaiei di idrogeno presenti nei
tessuti. Questa metodica é diffusamente impiegataaimpo clinico per valutare
'anatomia cardiaca, la funzione ventricolare e @geterminare, in maniera precisa e
con elevata risoluzione temporale e di contrastopdssa, la vitalita, la perfusione ed il
metabolismo energetico del miocardio. L'impiegondezzo di contrasto a base di
gadolinio consente inoltre di determinare in mamiaccurata I'estensione dellinfarto
del miocardio [29]. Una tipica immagine RM del ceonelluomo presenta una
risoluzione per voxel di 5 mi Gli scanner RM dedicati per piccoli animali da
laboratorio presentano un elevato campo magnetmmpreso tra 1.5 e 11.75 T, per
raggiungere un’elevata risoluzione spaziale, diacid.00144 mrh Poiché il segnale
RM é estremamente sensibile al movimento, per revitatefatti € indispensabile
effettuare acquisizioni sincronizzate con detert@indasi del ciclo cardiaco e
respiratorio [36]. In letteratura & descritto I'ilego del’RM nel topoin vivo per la
determinazione della massa, del volume e delladnazdi eiezione del ventricolo

sinistro [40] e per valutare le valvole cardiachle arterie coronarie [41]. Le tecniche
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di Imaging Nucleare, come la Tomografia ad Emissiah Positroni (PET) e la
Tomografia Computerizzata ad Emissione di Singatoie (SPECT), rappresentano
le principali modalita di imaging molecolare, inaio sono caratterizzate da elevata
sensibilita e dalla disponibilita di una vasta gaendh radiotraccianti per applicazioni
cliniche e precliniche. Con queste metodiche € ipbssvalutare la perfusione e la
vitalita del miocardio, la funzione sistolica vaotlare e processi biologici come
I'apoptosi, I'inflammazione e I'angiogenesi in cordi patologie cardiovascolari, quali
I'aterosclerosi, l'infarto del miocardio ed il rirdellamento del ventricolo sinistro.
Attualmente, la PET rappresenta la tecnica di imggiucleare piu affermata, in quanto
presenta una sensibilita ed una risoluzione spanmdliori rispetto alla SPECT [28].
Nonostante le difficolta relative alle ridotte dinsgoni del cuore ed alla elevata
frequenza cardiaca nel topo, in letteratura sorserdé diversi studi PET cardiaci in
guesta specie, utilizzando scanner dedicati adrigtuzione. Gli studi PET in piccoli
animali da laboratorio offrono I'opportunita di uédre il metabolismo, la perfusione e
I'espressione genica a livello miocardico in maaiaon invasiva, ripetuta nel tempo e
di misurare parametri quantitativi [42]. Inoltrettraverso acquisizioni coigating
cardiaco e respiratorio € possibile ridurre sigaifivamente gli artefatti da movimento,
migliorando cosi I'accuratezza delle misurazioramfitative, ed € possibile stimare nel
topo anche parametri anatomo-funzionali, qualialume ventricolare telesistolico e

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

Modelli sperimentali murini di infarto del miocardio

La coronaropatia nelluomo pud manifestarsi con dgueclinici e lesioni
anatomopatologiche di gravita variabile, inducedfunzioni cardiache la cui severita
e proporzionale alla durata dell'occlusione vaseold’ischemia cardiaca transitoria
pud essere definita come un danno miocardico peigocla uno squilibrio tra
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perfusione coronarica e fabbisogno energetico dsicwio cardiaco. La manifestazione
clinica caratteristica di questa condizione patmag rappresentata dall’insorgenza di
un dolore acuto nella regione precordiale, notoe6amgina pectoris”, ma nei soggetti
diabetici o trapiantati alcuni episodi possono fiisi in maniera subclinica. In questi
casi, se l'occlusione delle arterie coronarie vigis®lta entro 20 minuti circa, Si
osserva il fenomeno definitostunning, cioé un deficit contrattile temporaneo del
miocardio ventricolare, senza compromissione deitalita. L'infarto acuto del
miocardio pu0 essere definito come un danno necratireversibile del muscolo
cardiaco, causato da una severa e prolungata omkizdel flusso coronarico. La
riperfusione del miocardio viene descritta comerifristino spontaneo o indotto
mediante opportuna terapia, del flusso ematicoastso le arterie coronarie.
| fenomeni di ischemia e riperfusione inducono untansa risposta infiammatoria, che
rappresenta un ulteriore insulto per i miocardid2it | modelli animali che mimano la
patogenesi e le caratteristiche dell'infarto debcairdio e dello scompenso cardiaco ad
€SS0 conseguente possono essere sviluppati considineetodi. Nelluomo la
coronaropatia € correlata alla stenosi cronicaattepli placche aterosclerotiche delle
arterie coronarie, oppure alla loro occlusione aauat opera di formazioni trombotiche.
Nei modelli animali la formazione di placche atetesotiche pud essere indotta
attraverso la manipolazione genetica o somminidtraspecifiche diete ad alto
contenuto di colesterolo. Tuttavia l'incidenza eskde dell’occlusione delle arterie
coronarie in questi modelli & imprevedibile e la@pgia e differente da quella che si
riscontra nel'uomo. Diverse patologie cardiovaacolumane, come [lischemia
miocardica, possono essere sperimentalmente rifteodattraverso procedure
microchirurgiche. In base alla durata ed all’estams del deficit di perfusione del
miocardio ventricolare, si distinguono modelli chgici di infarto (MI), di danno

ischemico acuto e riperfusione (I/R) e di ischegnanica del miocardio. L'induzione
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chirurgica della stenosi o dell’occlusione delléeese coronarie ha il vantaggio di
consentire una precisa cronologia, localizzaziasensione e riproducibilita della
coronaropatia [44]. Negli ultimi anni sia topvild-type che transgenici hanno
rappresentato i principali modelli animali chirwigdi coronaropatia, testando cosi
I'effetto di specifici geni sull’'evoluzione dellaaocdiomiopatia ischemica e sull’effetto
di nuovi approcci terapeutici. Recentemente ad paeng stato studiato il ruolo della
metalloproteasi 7 (MMP-7) nel rimodellamento vestlare e nella genesi di aritmie
post-infarto, eseguendo la legatura dell’arterisoaria sinistra in topwild-type e
knockout,cosi come per I'apolipoproteina E, per valutareflienza dell’aterosclerosi
sull’evoluzione dell'insufficienza cardiaca postarto. | modelli chirurgici murini di
infarto miocardico rappresentano inoltre utili stenti per testare l'efficacia di
approcci terapeutici innovativi, ad esempio agamhitori dell’apoptosi oppure cellule
staminali [44]. La principale difficolta nell’esezione di procedure di chirurgia
cardiovascolare sul topo €& rappresentata dalletteiddimensioni cardiache e delle
arterie coronarie, per cui € necessario disporrandi serie di attrezzature dedicate,
come uno stereomicroscopio per microdissezione, cbaesenta una adeguata
magnificazione, di strumenti per microchirurgia,tidicheotubi e ventilatori meccanici
specificamente studiati per I'uso nel topo. | priamdescrivere un modello chirurgico
murino di ischemia del miocardio furono Michael @leghi nel 1995. Per realizzare
guesto modello sperimentale, il topo viene sottapasd anestesia parenterale o
inalatoria e posizionato in decubito dorsale suettimo termoriscaldato. La profondita
del piano anestesiologico viene valutata saggiandftesso digitale, e, quando viene
giudicata adeguata, si procede alla tricotomiasenftizione del campo operatorio. Per
eseguire la toracotomia, il topo deve essere smdtopad intubazione tracheale e
ventilazione assistita. L'intubazione del topo Waiuttosto indaginosa e non scevra

da complicanze e pud essere realizzata attraversoavita orale oppure previa
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tracheotomia/tracheostomia, utilizzando specificacheotubi metallici o cateteri
endovenosi di teflon 18-20 gauge opportunamenteifroatl. In letteratura sono
descritti svariati e pit 0 meno complessi dispesitself-made” per migliorare la
visualizzazione della glottide ed il tasso di swsce della procedura [45-50]. Per
attenuare il riflesso laringeo, puo risultare uéifgplicare una goccia di lidocaina all'1%
sulla punta del tracheotubo. Una volta posizionatofubo endotracheale verra
raccordato ad un ventilatore meccanico dedicatoppeoli roditori da laboratorio, a
sua volta collegato ad un circuito che veicola /it di ossigeno ed eventualmente un
anestetico inalatorio, settando opportunamentelune tidalico (in media 12(l) e la
frequenza respiratoria (in media 133 atti respiratal minuto). Il corretto
posizionamento del tracheotubo e indicato dallanicd espansione della gabbia
toracica in sincronia con la frequenza respiratonipostata per il ventilatore [2]. Prima
dell'incisione chirurgica, viene eseguita un’ansstdocale di infiltrazione, iniettando
nel sottocute della parete toracica 10 di una soluzione di lidocaina all’'1%. La
toracotomia viene realizzata generalmente a livedlbl\VV° spazio intercostale sinistro,
mediante un’incisione di circa 8 mm di cute e saite, a 2 mm di distanza dal margine
sternale, seguita da dissezione smussa dei musteicostali esterni ed interni ed
incisione della pleura parietale. Per evitare uressiva perdita ematica, bisogna
prestare attenzione a non ledere i vasi interdostéd vena toracica superficiale. Un
retrattore deve essere delicatamente applicat@ameliare la breccia operatoria senza
danneggiare i lobi polmonari, ed il cuore deve essesualizzato dislocando il timo o il
grasso mediastinico. Il sacco pericardico deveresggerto con delicatezza, evitando il
danneggiamento della parete della vena cava ceasiiailstra, per visualizzare la parte
superiore dell’atrio sinistro ed i grossi vasiatteria coronaria sinistraappare come
un vaso rosso brillante pulsante, che origina abtlio dell’auricola sinistra e decorre al
centro della parete cardiaca verso I'apice. Queaso pud essere legato con un filo da
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sutura 7-0, 1-2 mm al di sotto della punta delfeala sinistra, per indurre un’ischemia
del 40-50% della parete ventricolare sinistra. Qoasi esegue la legatura del vaso, €
importante evitare sia di penetrare con I'ago ne#sita ventricolare sia di inserirlo
troppo superficialmente, rischiando di dissecargpdaete ventricolare. L'occlusione

dell'arteria € confermata dalla modificazione deloce della parete anteriore del

ventricolo sinistro, che diviene pallido [Fig. 2-3]
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Figura 4. Infarto del miocardio mediante legatura
dell'arteria coronaria sinistra nel topo.
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Figura 5. Sezione istologica di cuore murino con infartdatio mediante
legatura dell’arteria coronaria sinistra, coloraadi&E.
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Prima di suturare la breccia operatoria, € impdetaassicurarsi della corretta
reinsufflazione polmonare, occludendo con le déagochi secondi il tratto espiratorio
del circuito di ventilazione. Infatti, il collassiei lobi polmonari pud esitare distress
respiratorio post-chirurgico. La parete toracicané dunque richiusa, legando tra di
loro la IV° e la V° costa con un filo da suturassarbibile 6-0 e suturando piano
muscolare, sottocute e cute [12]. In letteraturigp@rtato un tasso di mortalita associato
all'induzione chirurgica dell'infarto miocardico heopo compreso tra 37 e 50 %. La
morte si verifica a volte entro un’ora dalla progesd chirurgica, per I'insorgenza di
episodi di tachicardia ventricolare maligna, laicaidenza puo essere ridotta mediante
somministrazione sublinguale di 10-f@ di nitroglicerina [44] oppure applicando una
goccia di lidocaina all'l% sull’apice cardiaco [12Per favorire il recupero post-
operatorio € necessario monitorare accuratamentéergeratura corporea e la
respirazione dei topi, utilizzando dispositivi tecmsomministrando ossigeno fino al
completo risveglio ed analgesici per 48 ore. L'itdadel miocardio € associato ad una
profonda alterazione dell'architettura globale d@ehtricolo, detta fimodellamento
ventricolaré, con assottigliamento della parete del ventricsiluistro entro 48 ore ed

estesa deposizione di collagene nell’area infaatdapo 1 settimana [Fig. 4].
lday 20ay  Sday 4 day 5 cay Gday  7day

0hr 1 hr 4 hrs 24 hrs 48 hrs 1wk 8 wks control

Operation; Maormal MNormal Thinning of left Extansive Extensive collagen Paper-thin left LV = lgft vaniricle
LAD morphology morpholagy ventricular free wall remodelling & deposition in the ventricular free wall & RV = right ventricle

ligation thinning of left infarcted area extensive collagen IV = interventricular

ventricular free wall deposition septum
43:%
 Upd &

o IF

- ~
BT iy
7 RS %

e

e
.‘;. 7 '

Figura 6. Sezioni istologiche di cuore murino: modificazianatomopatologiche
dopo l'induzione di infarto mediante legatura @etkeria coronaria sinistra,
colorazione Tricromica di Masson.
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Per realizzare un modello di ischemia del miocarsikguita da riperfusione,
I'arteria coronaria sinistra viene occlusa tempeeanente, interponendo un tubicino di
materiale plastico di circa 1mm di diametro tréild da sutura ed il vaso, in modo da
rimuovere facilmente la legatura dopo un deternoimegriodo di tempo, ad esempio 60
minuti [12]. L’ischemia & confermata dall'impallidento della parete anteriore del
ventricolo sinistro, mentre la riperfusione e irad& dall’iperemizzazione della stessa
area miocardica. Una frequente complicanza postigfica € rappresentata dalla
fibrillazione ventricolare a seguito della ripeifuse, la cui incidenza puo essere ridotta
somministrando 6 mg/kg di lidocaina per via intnéjo@eale subito dopo aver eseguito
la legatura dell’arteria coronaria sinistra e immétmente prima della sua rimozione.
Il modello chirurgico di I/R e caratterizzato da’intensa infiltrazione di cellule
inflammatorie e da una attenuato rimodellamentoofibo ed angiogenesi nell’area
infartuata. Per minimizzare l'interferenza delleogedure chirurgiche sull’evoluzione
del processo inflammatorio, sono state sviluppateha delle tecniche chirurgiche
meno invasive, che prevedono l'utilizzo di specifaispositivi impiantabili per
realizzare l'occlusione dell’arteria coronaria st [2; 44]. In sintesi, dopo la
toracotomia, un sottile filo da sutura viene faitssare al di sotto dell’arteria coronaria
sinistra e le estremita del filo vengono inserite un tubicino di polietilene ed
esteriorizzate attraverso la breccia operatoria,\wséne suturata. L’'esperimento di I/R
pud essere pertanto realizzato attraverso quesioositivo alcuni giorni dopo la
procedura chirurgica, quando il processo inflammatad essa conseguente si € ormai
risolto. Infine, Miller e colleghi nel 1994 des@&o per primi la realizzazione di un
modello di I/R con “precondizionamento”, riproduden 5 cicli di occlusione
dell’arteria coronaria sinistra, della durata anbuti, seguiti da riperfusione di analoga

durata e successivamente un periodo di 30 minuitduusione dell’arteria, seguita da
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2 ore di riperfusione. Con questo protocollo e sstaimostrata una riduzione

dell’estensione dell’area d'infarto di circa il 90.

Imaging Molecolare Multimodale mediante PET/TC nei modelli

murini di infarto del miocardio

L’'imaging cardiaco tradizionale si basa sulla vahibne di modificazioni
anatomo-funzionali, come il flusso ematico o la Ziwme contrattile. L'imaging
molecolare fornisce piuttosto informazioni sui meatsmi biochimici e cellulari alla
base delle malattie, come I'alterato metabolismergetico, l'inflammazione, l'apoptosi
e l'angiogenesi, favorendo una diagnosi precoceingiégo terapie innovative.
Attualmente la Tomografia ad Emissione di Positroaitrovato ampia diffusione in
campo clinico per diagnosticare la coronaropatialatare la vitalita del miocardio. In
particolare, la misurazione dell'estensione dedlard’infarto miocardico € di
fondamentale importanza per formulare valutaziawigpostiche e terapeutiche dopo
un evento ischemico acuto [28; 51]. La metodolquga quantificare I'area d’infarto
miocardico mediante PET é stata ben definita naitia, mentre risulta piu complessa
da attuare nella sperimentazione con i piccolitoydiln generale, I'imaging cardiaco
nei topi € molto difficile da realizzare, a causdl@lloro limitate dimensioni corporee,
del ridotto volume ventricolare e dell’elevata fuegza cardiaca. Pertanto, sono state
sviluppate apparecchiature dedicate per piccothahida laboratorio, caratterizzate da
elevata risoluzione spaziale e temporale e dasalteibilitd, che hanno apportato un
contributo notevole per la traslazione clinica dsultati sperimentali nel campo della
medicina molecolare. Attualmente, I'istomorfometrégopresenta ijold standardper
la quantificazione dell’estensione dell'area dartd miocardico nei piccoli roditori,
anche per validare nuovi approcci basati sull'imggi Tuttavia essa presenta lo

svantaggio di essere applicatavivoe dunque non puo fornire misurazioni seriali sullo
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stesso animale, utili per monitorare I'evoluzioneuda malattia o la risposta ad un
trattamento. L’interesse a sviluppare anche in @apneclinico metodi accurati e non
invasivi, basati sull'lmaging, per valutare I'ess@me dell'area d’infarto € dunque
rilevante, in quanto offrirebbe I'opportunita didagarein vivo i cambiamenti
metabolici e funzionali che seguono l'evento isclteme limpatto di terapie
chirurgiche o farmacologiche. In letteratura e riptm che la quantificazione
dell'estensione dell'area d’infarto nel topo pusare eseguita in modo preciso e
ripetibile mediante SPECT [53], PET [4], TC [39] &M [54]. In particolare, la
Tomografia ad Emissione di Positroni si & progressiente affermata anche in campo
preclinico per valutare metabolismo e vitalitd deibcardio. Questa metodica offre
diversi vantaggi, come l'alta risoluzione spazialéelevata sensibilita [55]. La PET
fornisce ricostruzioni tridimensionali e pertantsufta particolarmente adatta rispetto
ad altre tecniche, come l'ecocardiografia bidimamale, per eseguire un accurato
esame volumetrico della cavita ventricolare simistr del miocardio infartuato, che
subiscono eterogenee modificazioni nella forma ko repessore [51]. Attraverso la
PET inoltre, & possibile determinare la concentrazidei traccianti molecolari a livello
miocardico, grazie anche all'avvento di softwareicki per la ricostruzione delle
iImmagini e per la quantificazione dei radiofarmaei cuore dei roditori.

Svantaggi della PET sono rappresentati dall'usoadiazioni ionizzanti e dai
limiti intrinseci di risoluzione spaziale di questetodica (1-3 mm FWHM). Inoltre la
PET non consente una precisa localizzazione anedodelle lesioni Pertanto risulta
estremamente vantaggioso associarla ad altre bexwicImaging che forniscano un
dettaglio morfo-strutturale accurato, come TC o RRttualmente si € ampiamente
diffuso nella ricerca cardiovascolare I'utilizzoi dgstemi di imaging ibrido PET/TC,
piu vantaggiosi dal punto di vista tecnico ed ecoiwo rispetto agli scanner integrati

con RM. L'associazione tra scanner micro-PET e oqili€C non solo consente la
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precisa determinazione della sede anatomica deiapkermolecolari, ma anche di
migliorare l'accuratezza delle misurazioni quatiti® attraverso la correzione
dell’errore di volume parziale e la correzione fettenuazione, che potrebbero tradursi

in una sottostima della reale distribuzione regiemi| radiotracciante.

§ Radiofarmaci PET per lo studio dei modelli murini di infarto de

miocardio

Le alterazioni del metabolismo miocardico sono fandntali nella patogenesi di
molte malattie cardiovascolari. L'infarto miocamlicin particolare, € associato a
numerosi cambiamenti biochimici e funzionali nessigto infartuato, nella zona a
rischio e nel miocardio remoto. L'imaging PET camse la valutazione e la
guantificazione in vivo, in modo non-invasivo eaipto nel tempo, di diversi parametri
qguali la perfusione, il metabolismo, l'apoptosi 'espressione genica a livello
miocardico. Inoltre le acquisizioni PET cgating cardiaco e respiratorio permettono
di analizzare parametri anatomici e funzionali, edaforma del ventricolo sinistro, il
volume telediastolico e telesistolico, la gittatetdica, la gittata cardiaca, la frazione di

eiezione e la contrattilita [42]. | radiofarmaci P&ttualmente piu utilizzati per la

valutazione del flusso ematico a livello miocardiz:nrlol3N-ammoniaca?zRubidio e
H215O [51]. Gli studi PET conlfF]-RGD, un peptide ciclico che riconosce in modo

specifico i recettoritvBf3, € utile per valutare I'angiogenesi in seguitoisshemia del

. . R : . - 11 L
miocardio. In letteratura € descritto uno studiol Rieclinico con "C-epinefrina, che

dimostrerebbe una compromissione della captazionelelo stoccaggio delle
catecolamine a livello miocardico dopo I'induzioggerimentale dell'infarto. Diversi
radiotraccianti sono in grado di discriminare ikgeto miocardico danneggiato da

quello vitale e consentono la valutazione quanmiaatell’estensione dell'infarto.
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Il #Rubidio fornisce sostanzialmente informazioni soi€gritd delle cellule.
Gli studi PET con][ C]-palmitato o con svariati composti con struttaraloga agli

acidi grassi radiomarcati coﬁsl_:] sono utili per studiare il metabolismo cardia=mgli
acidi grassi, in quanto un evento ischemico indigdizzo a livello miocardico del
glucosio come substrato energetico preferenzialpoato degli acidi grassi, per un
tempo prolungato. La valutazione quantitativa delégptazione di 1[SF]-FDG e un

metodo riconosciuto nella pratica clinica per vatatla vitalita del tessuto miocardico

nei pazienti con malattia coronarica e funzionetwneolare sinistra compromessa.
Rispetto ad altri traccianti, illfF]-FDG e di piu facile approvvigionamento nella
maggior parte dei centri PET e fornisce immaginm coigliore risoluzione [42]. Il

[18F]-FDG e un indicatore dell'assorbimento e dellsfdoilazione del glucosio da parte

dei miocardiociti e puo essere utilizzato per qifi@arne il metabolismo. La

captazione di FDG riflette I'attivita dei vari tpstatori del glucosio e dell’esochinasi,
ma a differenza del glucosio-6-fosfato, 'FDG-6{fi® non viene ulteriormente
metabolizzato e rimane intrappolato nelle cell@elesto radiofarmaco e utile anche
per valutare l'inflammazione acuta conseguente aind miocardico da ischemia-

riperfusione ed al processo di rimodellamento veofmre. Ancora, I'imaging con

11 . . . g .
[ "C]-acetato permette di valutare il metabolismodssio cardiaco.

§ Agpetti tecnici degli scanner PET/TC per lo studio dei modelli

murini di infarto del miocardio

Il primo scanner PET dedicato per lo studio decglicanimali da laboratorio fu
commercializzato nel 1995 col nome di “RATPET” [5@)a allora il principale

obiettivo tecnologico € stato ottimizzare la ristune spaziale di queste
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apparecchiature, che attualmente si attesta intrnollimetro. La risoluzione spaziale
degli scanner PET preclinici & circa 10 volte sigrera quella degli scanner clinici,
aspetto fondamentale se si considera che, ad eseinpilore umano € di dimensioni
10 volte maggiori di quello murino, cosi come laduenza cardiaca di un topo e 10
volte piu elevata delluomo. La qualita e la defione delle immagini PET ottenibili
mediante uno scanner clinico con risoluzione spazi@d circa 10-15 mm é
paragonabile a quelle fornite da una micro-PET cosoluzione spaziale

approssimativamente di 1mm [57].

Figura 7. Comparazione della qualita di immagini PET CbSIFI-FDG

del cuore nell'uomo e nel topo.

DaRiemann B et al Q J NUCL MED MOL IMAGING 2008; 555221

L’'impiego di sistemi PET dedicati offre inoltre ¢hiaro vantaggio di separare
fisicamente I'ambiente di lavoro clinico da quepeeclinico, aspetto auspicabile per
motivi igienico-sanitari e legislativi [57-59]. Uproblema tecnico rilevante negli
scanner per piccoli animali da laboratorio € otten&llo stesso tempo un’adeguata
risoluzione spaziale ed un’alta sensibilita. In weanner PET dedicato, il cui sistema
di detezione e rappresentato, analogamente aginscalinici, da cristalli scintillatori

(BGO, LSO(Ce),GSO(Ce) ), la risoluzione spazialé pasere migliorata riducendo le
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dimensioni dei cristalli stessi. D’altra parte, gtoeecomporta una diminuzione dell’area
coperta da ogni singolo detettore e dunque deltsilsiita del sistema. Inoltre, la
riduzione delle dimensioni dei detettori comportauinento del numero di raggi
gamma che incidono obliguamente sulla superficia detettori, degradando
ulteriormente la risoluzione spaziale dal centta periferia del campo di vista a causa
dell’'errore di parallasse. Attualmente lo scannef Rledicato con piu alta risoluzione
spaziale e il “quadHIDAC”, il cui sistema di deteze e rappresentato da lamine di
piombo forate ed assemblate in multistrato, intéat@ a materiale isolante, che
convertono i raggi gamma incidenti in elettroni,gistrati poi da camere di
ilonizzazione. Questo particolare sistema di detezion associazione all’'utilizzo di un
algoritmo di ricostruzionerésolution recovery consente di raggiungere la risoluzione
spaziale di Imm FWHM [56-57]. La metodica PET eatierizzata da due intrinseci
limiti fisici alla massima risoluzione spaziale gagngibile: il “rang€’ del positrone ed

il fenomeno della non colinearita dei fotoni di afmlazione. Ad esempio, i positroni

emessi dal 1fF] percorrono una certa distanza prima dell’anteamne, producendo

un effetto ‘blurring” pari a 0.1-0.2 mm FWHM, mentre i raggi gammaamcidenza a
180° presentano una deviazione probabilistica @.25°, che comporta un’ulteriore
blurring di 0.3 mm per una distanza di 15 cm dai detetRertanto, il limite fisico di

risoluzione per il J[8F] e pari a circa 0.6 mm. L'influenza di quest'mit fenomeno

sulla risoluzione spaziale puo essere ridotta diemdo le dimensioni dejantry e
dunque la distanza tra i detettori. Un altro fateamportante per la qualita delle
immagini PET € la sensibilita del sistema, defirdtane il numero di fotoni gamma
coincidenti detettati per VOXEL. Attualmente la srilita media riportata sia per gli
scanner clinici che preclinici si attesta intorra2ad% al centro del campo di vista,
anche e alcuni scanner dedicati possono raggiungateri dell 8-10% [58].

La sensibilita € determinata principalmente dal emale, dallo spessore e dalla
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geometria dei detettori, dalla quantita di radioéét all'interno del campo di vista, dal
tempo di scansione e dall’algoritmo di ricostruaatelle immagini implementato [59].
Per migliorare la sensibilita, attraverso la deieei di un numero adeguato di

coincidenze, la dose di radiofarmaci analoghi einposti endogeni, come ﬂg[F]-FDG

per il glucosio, puo essere incrementata senzépknt problemi, mentre per sonde di
bersagli molecolari presenti nei tessuti in con@aibne nanomolare € conveniente
incrementare I'attivita specifica per aumentaredtese di radioattivita iniettata [60].
L’incremento del numero di coincidenze registratad pessere ottenuto anche
aumentando il tempo di acquisizione, ma questdesgfiea € limitata da alcuni fattori
quali I'emivita del radionuclide impiegato, tdearancedel radiofarmaco e la durata
dell'anestesia dell’animale [57]. Poiché la PET monsente una precisa localizzazione
anatomica delle lesioni, risulta vantaggioso asstacia metodiche complementari, che
forniscano un dettaglio morfo-strutturale ad alsoluzione, prevalentemente TC con
detettori ‘flat panel e sorgente di raggi X microfocale assemblati mgantry rotante.
L’'imaging multimodale pud essere realizzato conneea separati 0 integrati in
un'unica apparecchiatura, in modo da favorire umnecipa coregistrazione delle
immagini. L’integrazione con gli scanner micro-T@rmette inoltre di effettuare la
correzione per l'attenuazione dei fotoni e miglrerdaccuratezza delle misurazioni
guantitative, anche se questo fenomeno € meno tergernel topo rispetto all'uomo,
in quanto il corpo di un topo con diametro medieidta 3 cm attenua soltanto il 23%
dei fotoni [55]. Le acquisizioni PET/TC possono e¥sssincronizzate con la fase
diastolica del ciclo cardiaco e la fase espiratatiaguello respiratorio, utilizzando
elettrodi per ECG e sensori respiratori pediawidedicati e I'implementando specifici
software per la registrazione e l'elaborazione piwiametri vitali, con lo scopo di
ottimizzare la qualita delle immagini e I'accuratezdelle valutazioni quantitative.
Uno svantaggio dell’associazione tra PET e TC Beliore esposizione a radiazioni
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ionizzanti. Infatti, per garantire una adeguatalusione spaziale e di contrasto, e
indispensabile incrementare significativamente lisso di raggi-X: ad esempio,
un’acquisizione TC con risoluzione spaziale di u&bcomporta una dose di radiazioni
X pari a 250mGy, mentre uno scanner clinico genegate non supera la dose di
50mGy. Anche se le dosi di radiazioni riportatdeitberatura per acquisizioni micro-TC
in vivo nel topo non superano la dose letale specie-spediEDsy [(B6GY), ripetute

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

crescita tumorale o I'ematopoiesi, interferendohancon i risultati sperimentali [37].

§ Preparazione de topo all’esame PET/TC per lo studio dei modelli

murini di infarto del miocardio

Parallelamente all’avanzamento tecnologico deglheer preclinici PET/TC si é
assistito al perfezionamento dei protocolli ope&rgbropedeutici all’esecuzione degli
esami di imaging sui piccoli roditori da laboratriNumerosi fattori possono
influenzare la cinetica e la biodistribuzione dmilio farmaci nei vari organi e tessuti.
Pertanto gli studi PET in campo clinico, che prewenl ad esempio I'impiego di

[18F]-FDG, sono condotti seguendo procedure standad |l preparazione del

paziente. Al contrario, i protocolli operativi desic per eseguire indagini PET sui
modelli animali sono estremamente variabili. Abdatdella pianificazione di un
protocollo sperimentale, comprendente studi PETalsesu un modello murino di
cardiopatia, devono essere tenute in considerazimeese variabili, non sempre facili
da bilanciare tra loro, come la preparazione dab foer I'imaging, modalita e tempi di
somministrazione del radiofarmaco ed anestesiachBoiil topo presenta un
metabolismo basale circa 7 volte piu rapido deitwao fattori come la temperatura

ambientale, il digiuno o I'attivita muscolare poseanfluenzare in modo ancora piu
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marcato la biodistribuzione del"F]-FDG nei vari organi, cuore compreso.
Ad esempio, nelluomo e prassi comune manteneagziepti in ambiente caldo prima e
durante la scansione PET cc}ﬁFﬂ-FDG, per ridurre la captazione del grasso bruno

interscapolare e paravertebrale, che pud comporfa@blemi nella corretta
interpretazione delle immagini PET della regioneattca [61]. Analogamente, &
riportato in letteratura che I'esecuzione degldstBET nel topo, in un ambiente con
temperatura mantenuta nella cosiddetta “zona tdeeutralitd” (30-34 °C) comporta
la riduzione significativa della captazione di FD@a parte del grasso bruno
interscapolare e della muscolatura paraspinale. [B@jltre, poiché il grasso bruno
interscapolare presenta una fitta innervazione aiitg [61], qualunque fattore stimoli
la liberazione delle catecolamine, come lo stress/dnte da una manipolazione poco
delicata o da prolungato contenimento, determinainanemento della captazione
del’lFDG a questo livello, interferendo con lotte visualizzazione del cuore.
A riposo, il miocardio utilizza gli acidi grassilanga catena come fonte principale di
energia, ma il substrato energetico preferenziategssere rapidamente commutato nel
glucosio, ad esempio in caso di stimolazione datepafelle catecolamine o
dell'insulina, oppure in risposta ad ischemia aq6&. In topi a digiuno, il miocardio
utilizza preferenzialmente gli acidi grassi a lurggdena e dunque mostra una ridotta

captazione di glucosio o del suo analogo FDG [®Miggli studi PET clinici con
[18F]-FDG e prassi comune ricorrere al protocollo tdmslazione con carico di

glucosio e somministrazione di insulina per miglar la qualita delle immagini e
I'accuratezza diagnosticahyperinsulinemic euglycemic clamp technigigs]. Questo
protocollo é stato applicato con successo anclstuisi PET del cuore nel ratto [65] e

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

incrementare la captazione di F]-FDG a livello miocardico. La somministrazione
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intraperitoneale di 8muU/g di insulina umana e 1 gngdy glucosio trenta minuti prima
della iniezione endovenosa dﬁf]-FDG, seguita da un’acquisizione PET statica dopo

30 minuti di biodistribuzione, é stata impiegata dmioni risultati nel ratto [65] ed ha
prodotto nel topo un incremento di circa 50 voltdlal captazione miocardica del
tracciante [63]. In generale il volume del bolo mdidiofarmaco iniettato per via
endovenosa non puo superare il limite di 5% delw@& ematico complessivo, pari a
200 pl per il topo, pena la morte dellanimale p@ervolemia iatrogena ed edema
polmonare. Anche in relazione a questo parametragiofarmaci con breve emivita
sono caratterizzati da un tempo massimo di utilimeo piccoli roditori. Inoltre col
trascorrere del tempo la loro attivita specificadiice, aumentando quindi il numero di
molecole di radiofarmaco iniettate e la potenziedenparsa di effetti negativi sulla
qualita delle immagini o addirittura farmacologiGuesto problema é particolarmente
critico nel topo, se si considera che, in rappaitpeso corporeo, i radiofarmaci sono
iniettati in quantitd maggiori rispetto alluomorpassicurare un’adeguata risoluzione

spaziale. Ad esempio la dose comunelﬁF]EFDG nel'uomo & 10 mCi, mentre nel

topo € 0.2 mCi che, rapportata al peso corporeoiyvalg ad una dose circa 50 volte

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

un’elevata esposizione a radiazioni ionizzanti (lmeeknte tra 40 cGy pei"gF] PET e

250 mGy per una scansione micro-TC 18b) soprattutto in caso di studi seriali, che
potrebbero sortire effetti biologici, ed influengar risultati sperimentali [37; 66].
La modalita di somministrazione del radiofarmacorealtro parametro da definire
nellambito del protocollo sperimentale. | radi@it@anti vengono comunemente
somministrati nel topo per via endovenosa o intiépeeale. Negli studi PET preclinici

la tecnica di iniezione preferenziale e quella eedosa, in quanto la cinetica di

biodistribuzione e piu rapida, prevedibile e trag&in campo umano. In letteratura e
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riportato che la somministrazione intraperitonedie[lSF]-FDG comporta maggiore

variabilita nella cinetica del radiofarmaco dopo ®@nuti di biodistribuzione [63],
mentre dopo 60 minuti dall’iniezione del bolo non apprezzano significative
differenze tra le due vie di somministrazione [6&]causa del ridotto calibro della
vena caudale laterale, I'iniezione endovenosa opb tspesso esita in una parziale
extravasazione del radiotracciante. Pertanto, pleitare correttamente la dose iniettata,
dovrebbe essere stimata la quota di radiofarmagpogitatasi nei tessuti perivasali
mediante una scansione PET statica di 2 minutadslta [55]. Per evitare artefatti da
movimento e garantire un’accurata ripetibilita gelsizionamento in studi PET/TC
longitudinali e indispensabile immobilizzare i topiediante anestesia. La scelta del
protocollo anestesiologico e un fattore chiave ingtwidi preclinici, e dovrebbe essere
scelto in accordo con il tipo e la durata dellagedura sperimentale e con la finalita
dello studio. | topi da laboratorio presentano #pd® peculiarita anatomiche e
fisiologiche che influenzano gli effetti dei farmamestetici. In sintesi, a causa delle
ridotte dimensioni corporee, il metabolismo e Fegmone dei farmaci sono
estremamente veloci. Inoltre, presentando un edexiathio di ipotermia, ipossia ed
ipoglicemia, la durata dellanestesia ed il mowmiggio dei parametri vitali
rappresentano dei fattori estremamente critici.[@T]letteratura sono riportati diversi
studi che valutano [Iimpatto di differenti prototol anestesiologici sulla
biodistribuzione di*®F-FDG nel topo, dimostrando un incremento “dosexdiente”
della captazione del radiofarmaco in rene, polmangestino e cuore impiegando
l'isoflurano [68]. Diversamente, la captazione datliotracciante MIBG (radio-iodio-
meta-iodobenzilguanidina) e incrementata a livdileniocardio, polmoni, fegato, reni
e surreni in caso di anestesia con chetamina eixglaverosimilmente per inibizione
del rilascio di norepinefrina esercitata dagf-agonisti [69]. Inoltre I'anestesia
influenza diversi parametri emodinamici, tra cupkrfusione miocardica. Kober et al.
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(2005) [70] hanno effettuato delle misurazioni dgiderfusione regionale del miocardio
in topi anestetizzati con due protocolli anestegjmi di comune impiego. Essi hanno
riportato che la perfusione miocardica in topi ae#zzati con chetamina 100 mg/kg e
xylazina 5 mg/kg oppure con isoflurano 1.25% appa@mparabile, mentre
somministrando isoflurano 2% questo parametro, eodiseguenza la captazione di
FDG, vengono significativamente incrementati. lfdtisoflurano influenza il flusso
ematico e le resistenze vascolari in vari tessotmpreso il miocardio, esercitando un
effetto vasodilatatorio sulle arterie coronarie ][7attivando I'apertura dei canali di

membrana per il trasporto del potassio sotto iltrmblo dell’adenosina trifosfato
mitocondriale [72]. Per ottimizzare la biodistriliaze del f‘8F]-FDG in studi PET sul
cuore, Stegger et al. 2009 [42] hanno anestetizedtupi.con isoflurano 1.5% e
iniettarono nella vena laterale caudale circa 2€0di [18F]-FDG, eseguendo una PET

statica di 30 minuti dopo un periodo di biodist@mne di un’ora. Essi si rifanno ai

risultati riportati da Fueger et al (2006) inerelativariazioni nella biodistribuzione
deII’[18F]-FDG nel topo sotto l'influenza di svariati fatitoquali temperatura, digiuno e
protocollo anestesiologico. Essi hanno riportate chopi, senza digiuno preliminare,
mantenuti in anestesia con isoflurano 1.5% durbiniezione di [18F]-FDG e durante

il periodo di biodistribuzione mostrano un marciacremento della captazione di FDG
a livello cardiaco ed una significativa riduzionecdptazione a livello del grasso bruno

e dei muscoli scheletrici [61].

37



§ Post-processing delle immagini PET/TC nei modeli murini di

infarto del miocardio

La quantificazione della distribuzione regionale r@deliofarmaci ha rappresentato
una conquista rivoluzionaria nellambito della daftdgia nucleare, in quanto consente
di determinare diversi parametri cardiovascolari @ondizioni fisiologiche e
patologiche. Nell’'ultimo decennio & aumentato digativamente il ricorso alla PET in
pazienti affetti da coronaropatia, per la valutagiaella perfusione e della vitalita
miocardica in condizioni di riposo e sotto sforzeesf/stresy conseguendo una
maggiore accuratezza ed un migliore valore progrmwsispetto ad altre tecniche, quali
ecocardiografia e SPECT [72-74]. La PET consentaidurare parametri fisiologici o
farmacologici in unita assolute o, piu sempliceraenih maniera semiquantitativa.
Nell'uomo ed in modelli animali di grosse dimensiaorporee come il maiale é
possibile quantificare in maniera assoluta la ofue ed il metabolismo del glucosio a
livello miocardico mediante una serie di acqu@ziPET dinamiche, per valutare la
cinetica del radiofarmaco nel tessuto d’interessks misurazione delle variazioni nel
tempo della concentrazione del radiotracciantepfesma attraverso ripetuti prelievi
ematici o in modo non invasivo, valutando l'attivitlel sangue arterioso contenuto
nella cavita ventricolare sinistra su immagini PRE! topo, a causa del ridotto volume
ematico (mediamente 1.7 ml) e le ridotte dimensawmliventricolo sinistro, la cinetica
del radiofarmaco nel sangue non e facilmente milgraé attraverso prelievi ematici
seriali né in modo non invasivo. Pertanto, nondstda quantificazione del tasso
metabolico di utilizzo del glucosio migliori l'accatezza della misurazione
dell'estensione dell'infarto, nel topo sono comueete adottati approcci
semiquantitativi per I'analisi della distribuziodei radiotraccianti [55-64]. Lo sviluppo
di un metodo semplice, automatizzato e riprodueilpiér I'analisi dei dati SPECT o

PET rappresenta ad oggi un obiettivo importantelaneicerca cardiovascolare.
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Attualmente sono disponibili in campo clinico disiesoftware per effettuare I'analisi
guantitativa delle immagini cardiache di medicingleare, secondo uno schema che si
articola in alcune fasi fondamentali. Innanzituttbjmmagine PET del ventricolo
sinistro viene “segmentata”, cioé isolata da odtrasstruttura circostante. Poiché le
immagini PET sono generalmente acquisite con @mahto transassiale rispetto
all’asse longitudinale del paziente, le immaginl deore devono essere riorientate,
definendone l'asse lungo. Molti software consentanoltre di definire il piano
valvolare e la giunzione inferiore tra ventricolestto e sinistro. A questo punto, i dati
tomografici PET del cuore possono essere rielabanatsezioni ‘in asse cortd
(dall'apice alla base, perpendicolarmente all’aks®o del cuore), ih asse lungo
verticale’ (dalla parete posteriore all'anteriore, paralieémte all'asse lungo del
cuore), in asse lungo orizzontdlédalla parete laterale al setto, parallelametitasse
lungo del cuore), che risultano simmetriche quaihidrocedimento & stato eseguito
correttamente. Assumendo un modello strutturalepsBoato del ventricolo sinistro,
descritto come una struttura cilindrica nei dueitbasali e di forma sferica all'apice,
da ciascuna sezionén“asse cortd viene effettuato un campionamento del valore
massimo di radioattivita, ad intervalli regolariO¢80 punti equidistanti) e lungo dei
raggi perpendicolari al miocardio, definendoneupesficie, che sara successivamente
rappresentata in modo bidimensionale in ymnofilo circonferenzialé Le superfici
epicardiche ed endocardiche sono stabilite in laasalori predefiniti di deviazione
standard al di sotto del valore miocardico massinhdnsieme dei “profili
circonferenziali” disposti concentricamente, echumero proporzionale a quello delle
sezioni in asse corto del miocardio ventricolaoeima una fhappa polaré La mappa
polare & una rappresentazione bidimensionale d&laibuzione tridimensionale del
radiofarmaco nel cuore, la cui porzione centraleriggonde all’apice, mentre la

porzione piu esterna corrisponde alla base detieeld sinistro [75-77].

39



F f
Eng :_E;I:\:l.l_. Mn:r.rTl. |
ooursdary

o g L1}

|
4/ o

Samping ray inensly profie

Polar
maps

Figura 8. Metodologia per I'analisi quantitativa delle imgwa PET cardiache e
genesi di una mappa polare.

DaBurckhardt D D 2009 e Lin G S 2006

Le superfici epicardiche ed endocardiche sono anctieé per elaborare
rappresentazioni tridimensionali della perfusionéaardica, visualizzate con una
mappa a colori o come una struttura “a rete”. Latriiuzione regionale del
radiotracciante (parete anteriore, posteriorerdédesetto ed apice) puo essere espressa
in MBg/ml, SUV o in unita di deviazione standardpetto al valore medio di attivita
miocardica. Attualmente in letteratura non esistéinee guida che stabiliscano un
valore-soglia normale di perfusione miocardica lpedeterminazione dell’estensione
dell'area d'infarto. Molti algoritmi si basano swilbviluppo e sulla validazione di un
database normale su soggetti sani, oppure sui risultatieraiti con fantocci
antropomorfi o rappresentano tutti i valori di pesibne inferiori al 50% del valore
massimo di attivita miocardica come anormali [76-T@eneralmente le mappe polari
sono normalizzate per il massimo valore di attimti&cardica, adottando una scala da
0 alla massima attivita, pari al 100%. Pertantdjfetti di perfusione del miocardio

vengono comunemente espressi in valore percentaiegndo il numero di pixel nella
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mappa polare la cui attivita & considerata inferiaila norma, e rapportandolo al
numero totale di pixel. Metodi alternativi prevedola determinazione nella mappa
polare del valore di deviazione standard per ilpoan attivita inferiore alla norma,
oppure la misurazione dell'estensione della regippperfusa in cf) essendo note le
dimensioni dei singoli pixel [76-77]. | pixel osatr nella mappa polare rappresentano
visivamente il difetto di perfusione miocardico. letteratura la valutazione della
perfusione e della vitalita miocardica mediante REfiportata anche nei roditori da
laboratorio, con l'ausilio di software automaticroprietari [79-80], clinici (Scion
Image, Imaged) [78-81] o dedicati (Munich Heartp-F3-65]. La validazione dei
metodi di analisi quantitativa PET sviluppati pgiécoli roditori di laboratorio € stata
realizzata utilizzando comegold standard l'istomorfometria [53-65-81] o
'autoradiografia [78-79]. Il valore-soglia di pegione miocardica normale per
misurare accuratamente I'estensione dell’areatudizat € stato determinato e validato
nel topo per comparazione con le misurazioni igficlee [65], oppure stabilendo, sulla
base del metodo descritto da O’Conner et al. nB0]98-82], che i pixel con valore
inferiore al 50% della massima attivita miocardiappresentano aree di ipoperfusione

[52-53-78-81].
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BASE DELLA RICERCA SCIENTIFICA E SCOPO DEL LAVORO

La PET cardiaca conle[F]-FDG e largamente impiegata per identificare nei

pazienti infartuati le aree di miocardio vitale ide® (stunned, hibernating
myocardiun), caratterizzato da disfunzione contrattile reNgles, le cui cellule sono
ancora in grado di metabolizzare il glucosio, ampartanti implicazioni prognostiche
e terapeutiche [83]. Nelluomo la quantificazionell@stensione dell’area d’infarto
mediante PET é stata accuratamente standardizzdta raisurazione di questo

parametro € un importante obiettivo clinico pernfatare una prognosi corretta e

ottimizzare le scelte terapeutiche. Nella riceraedmvascolare preclinica, la PET con
[18F]-FDG offre I'indubbio vantaggio di valutare in mara accurata il metabolismo

glucidico e l'estensione dell'area di necrosi mioliga, monitorando uno stesso
soggetto nel tempo ed in maniera non invasiva. &sbbla quantificazione
dell'estensione dell'infarto nel topo risulti pitomplessa a causa delle ridotte
dimensioni e per l'elevata frequenza del battitodizeco, la sua determinazione
mediante acquisizioni PET seriali rappresenta ktelate uno strumento utile per
testare l'efficacia di trattamenti innovativi coma terapia genica o con cellule
staminali. Negli ultimi anni, inoltre, diversi studanno dimostrato che la progressione
dell'infarto miocardico verso lo scompenso cardiagoassociata ad alterazioni
metaboliche e trascrizionali, quali il viraggio ldaprevalente ossidazione degli acidi
grassi alla ossidazione del glucosio e la variazidella sintesi di vari enzimi, tra cui
I Uncoupling Protein 3UCP3), che disaccoppia la fosforilazione ossidatiel’ADP.
Queste proteine sono coinvolte nell’evoluzione ’ohsllifficienza cardiaca e
rappresentano pertanto potenziali bersagli terapenglla cardiomiopatia ischemica.

In tale ambito, i modelli murini geneticamente nfmditi rappresentano preziosi
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strumenti per valutarm vivo il ruolo di specifiche sequenze geniche nella leEgone
del metabolismo miocardico in condizioni patologch
Il principale scopo di questo studio €& rappresentdalla valutazione delle

potenzialita applicative della PET/TC conlSFﬂ-FDG nei modelli murini di infarto

miocardico, in particolare per effettuare un’actaravalutazione qualitativa e
quantitativa dell’estensione dell'area miocardicafaituata e del processo di
rimodellamento ventricolare. Inoltre, la metodobgitandardizzata e stata applicata
all'analisi di un modello murino geneticamente niiodito, per studiare a livello
molecolare le alterazioni del metabolismo energetissociate all'infarto miocardico

ed allo scompenso cardiaco in tepid typee knockoutper il gene UCP3.

MATERIALI E METODI
§ Moddlo murino di infarto del miocardio

Per questo studio sono stati esaminati mediantd TRETon fLSF]-FDG 40 topi,

di eta compresa tra 9 e 16 settimane, del ceppedni57BIl/6Jwild type e con
background genetico misto C57/12R%ckoutper il gene UCP3. | toginockoutsono
stati ottenuti generando delthimere mediante microiniezione di cellule embrionali
staminali (ES) del ceppmbred 129SvJ agouti in blastocisti del ceppo C57BI/6J, e
proseguendo conititercrossdelle chimere e del ceppo ospite edalckcrossdegli
individui della generazione F1 eterozigdhockout,in modo daottenere in F2
individui omozigotiknockoutper il gene UCP3. Il ceppo 129SvJ e noto per feroon
relativa facilita cellule embrionali staminali peealizzare esperimenti digéne
targeting [84-85], ma non puo essere convenientemente igapiecome ceppo ospite
per le blastocisti a causa di problemi riproduftivhmunologici e comportamentali

[86]. | topi sono stati suddivisi in un gruppo dindrollo, costituito da 20 soggetti
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giudicati sani allesame obiettivo generale ed uwopgo di 20 soggetti infartuati.
L’infarto del miocardio € stato indotto chirurgicante, mediante legatura permanente
dell’arteria coronaria sinistra Gli animali sonaatstsottoposti ad esame PET/TC

secondo il seguente schema:

Numerosita 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

| risultati degli esami PET/TC cor%gF]-FDG del gruppo di controllo sono stati
elaborati per la creazione di watabasenormale di riferimento, in relazione allo
specifico tracciante e protocollo sperimentale, iar@@ una valutazione qualitativa e
quantitativa del metabolismo del glucosio a livathdocardico. | topi infartuati sono
stati sottoposti ad esame PET/TC c(]J?FI-FDG ad 1 giorno, 1, 2 e 4 settimane di
distanza dall'induzione dell’infarto miocardico,rpeffettuare la valutazione qualitativa
e quantitativa dell'estensione dell’area infartuafger monitorare il imodellamento del
ventricolo sinistro nella progressione dello scongee cardiacoSei topi sono stati
esaminati a due tempi, monitorando nello stessgetty le modificazioni nel tempo
del metabolismo glucidico e dell’estensione deffito miocardico, secondo il

seguente schema:
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Identita del topo Tempo_| Tempo_lI
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

§ Preparazione dd topo per studi PET/TC cardiaci

Le procedure operative e I'anestesia adottate pestugli di imaging sono state
ottimizzate sulla base delle indicazioni riportatdetteratura in merito all'impatto del
contenimento e della preparazione del topo sull@itgudelle immagini PET con

[18F]-FDG. La standardizzazione del protocollo opemté finalizzata a bilanciare

'esigenza di ottenere immagini di buona qualita,adsicurare un buon tasso di
sopravvivenza dei soggetti infartuati per monitbrael tempo e di minimizzare i
fattori che possono inficiare i risultati sperimant

Nonostante il digiuno rappresenti nelluomo un maefbcace di uniformare i

risultati PET nell'imaging coanF]-FDG, riducendo il tasso plasmatico di glucosio,

livello miocardico esso riduce il consumo di glucoa favore dell’utilizzo degli acidi
grassi. Inoltre, un digiuno prolungato (<6 ore) podurre nel topo perdita di peso,
disidratazione ed ipoglicemia, incrementando ithie anestesiologico. Pertanto in
guesto studio i topi non sono stati tenuti a digipnma degli esami PET.

Poiché alcuni autori riportano che la temperatofluénza la biodistribuzione del

[18F]-FDG in vari tessuti ed organi, e l'ipotermia agmenta significativamente la

captazione a livello del grasso bruno interscagoliatopi sono stati riscaldati con una
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lampada ad infrarossi circa 15 minuti prima di vieee il bolo endovenoso di

radiofarmaco e durante la biodistribuzione. La nmermia é stata assicurata in modo
analogo nel corso dell'acquisizione PET. Lo strassto derivante dal trasporto, dal
contenimento e da ripetute iniezioni determinaladscio in circolo di catecolamine e

corticosterone, che innalzano rapidamente i liygllismatici di glucosio, la frequenza
cardiaca, il dosaggio di anestetici necessarioyméadeguata immobilizzazione ed
inducono ipertermia. Tutti questi fattori possonafluenzare negativamente la

biodistribuzione del 1[BF]-FDG, interferendo con una ottimale visualizzagodel

cuore. Pertanto, € stata prestata particolarezabiem ad un’appropriata manipolazione
dei topi e prima della iniezione endovenosa diatlimaco ed intraperitoneale di
anestetico e stata effettuata I'induzione con ntesde isoflurano 4% e 1Lt/min £
anche in considerazione del particolare stato pgicd degli animali. Questa prassi
sortisce un effetto vantaggioso sulla qualita detenagini PET cardiache anche in
virtu dell'effetto vasodilatatorio sulle arterie romarie esplicato dall’isoflurano.
Alcuni anestetici influenzano significativamentearietabolismo del glucosio nel topo

e dunque i risultati degli studi PET colﬁF[]-FDG. Ad esempio la xylazina,agonista

sedativo, utilizzato comunemente in associazionen da chetamina, riduce

significativamente i livelli plasmatici di insuline dunque innalza la glicemia e
I'attivita deII’[lSF]-FDG nel sangue, riducendone la captazione in wagani.

L’isoflurano, invece, innalza solo leggermente liaagmia. Nel corso del nostro studio,
non disponendo di un sistema di anestesia gassmsaesso all'apparecchiatura
PET/TC, abbiamo optato per house cocktaiketamina 100 mg/kg + 10 mg/kg
xylazina, in quanto € risultato adatto ad assieuadcune esigenze fondamentali, quali
un’adeguata immobilizzazione per circa 45 min@yersibilita a fine esame mediante

somministrazione intraperitoneale di atipamezolanfg/kg ed ampio margine di
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sicurezza. Nessun soggetto & deceduto in consesydetianestesia e, nonostante sia
riportato in letteratura che la xylazina inducaottd captazione cardiaca di FDG per
I'effetto iperglicemizzante, la visualizzazione dalbcardio e risultata soddisfacente.

In letteratura & descritto che l'incremento deldgotazione miocardica dilB[F]-FDG

puo essere ottenuto sia in campo clinico che mieclimediante la somministrazione

di insulina e carico di glucosio, trenta minutima della iniezione endovenosa di
[18F]-FDG. In questo studio tale procedura non e stdégrata nella preparazione dei

topi allesame PET, in quanto avrebbe potuto cotdoa imprevedibilmente i risultati
sperimentali. Infatti, I'obiettivo principale di gsto progetto di ricerca e indagare le
alterazioni del metabolismo energetico miocardemgate all’espressione del gene che
codifica per I'enzimaJncoupling Protein 3UCP3); inoltre ilbackgroundgenetico
C57BL dei topi impiegati € associato ad un’insitadisposizione all'iperglicemia ed

al diabete mellito.

§ PET/TC imaging del cuore

Per eseguire I'esame PET, 1lfalf]-FDG e stato iniettato in bolo nella vena lateral

della coda con una siringa priva di volume mortajnita di ago 30 Gauge, per un
volume massimo di 100uL ed un’attivita compresa28 e 230 puCi. L'attenzione al
volume dell'iniettato e stata dettata sia dallaccewandazione generale di non superare
nel topo il limite di 200 ul nella somministrazioaedovenosa, scongiurando il rischio di
ipervolemia ed edema polmonare, ma anche dallemzagdi minimizzare i problemi

legati all'“effetto massa” (relazione tra la ridame dell’attivita specifica del tracciante
col decadimento radioattivo e I'incremento del ntongi molecole iniettate) e dunque ai
possibili effetti farmacologici del tracciante. Gt problema € piu significativo nel topo

rispetto alluomo, perché in relazione al peso oogp, nel primo si inietta una quantita
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maggiore di radiofarmaco (circa 50 volte superiarguella di un essere umano) per

garantire un’adeguata qualita dell'immagine. L'’esaRET & stato avviato a circa 40
minuti dall'iniezione di ESF]-FDG. Appena raggiunta una profondita adeguata

dell'anestesia (assenza di movimenti spontanéseb podale ridotto o assente), ciascun
soggetto e stato simmetricamente posizionato spostgpcartaceo monouso preriscaldato
con l'ausilio disurgical tapeed e stato applicato un lubrificante oculare pevenire
ulcere corneali. Infine il soggetto & stato posiaim sul lettino della PET/TC, avendo
cura di disporre il cuore al centro del FOV. Duealitsame PET/TC la normotermia e
stata assicurata con una lampada ad infrarossici@sgun soggetto e stata eseguita una
acquisizione PET statica, seguita da una scansi@econ campo di vista esteso dal
muso al diaframma. L’acquisizione PET/TGne bed positiohe funzionale a diversi
scopi, ad esempio evitare I'interferenza della @sadn cui si concentra il radiofarmaco
in conseguenza dell’escrezione renale, e limitéeenpi di acquisizione, riducendo cosi |l
rischio anestesiologico per gli animali. Ciascuanes ha richiesto complessivamente
circa 45 minuti (30 minuti PET/ 10 minuti TC). lugsto studio é stato impiegato uno
scanner PET/TC dedicato per piccoli roditori daolatorio (eXplore Vista GE
Healthcare), caratterizzato da un’apertura delrgait8 cm, un campo di vista assiale di
4.8 cm e transassiale di 6.7 cm, con risoluziorazisge in modalita PET pari a 1.6 mm
FWHM e 200 um in modalita TC. Questo scanner dirdjae per la particolare struttura
dei 36 detettori, costituiti da due tipi di cristalscintillatori 145x145x7mm
(anteriormente lutezio ittrio ortosilicato, LYSO,pesteriormente gadolinio ortosilicato,
GSO, attivati al cerio) assemblati in associaziarfetomoltiplicatori. Questa particolare
struttura consente di stabilire il sito di intea® dei raggi gamma con i cristalli e
compensare l'errore di parallasse, che degradaggsigamente la risoluzione spaziale
con l'incremento della distanza dal centro del FQW. immagini PET sono state
ricostruite applicando I'algoritmo definito2D FORE (Fourier rebinning) 3D OSEM
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(ordered subset expectation maximizatiopgr produrre 61 sinogrammi bidimensionali
nel piano assiale, a partire dai quali generarenl@agini tridimensionali (voxels con
dimensione 0.3875 x 0.3875 x 0.7750 Hnincludendo la correzione per random e
scatter. Questo algoritmaésolution recoverly consente di migliorare la qualita delle
immagini del 30%, riducendo sostanzialmente le azoni in risoluzione spaziale

attraverso il campo di vista [87].

§ Post processing delle immagini PET/TC cardiache

Il database PET é stato sottoposto ad un’analalitgtiva e semiquantitativa con
l'ausilio del software proprietario dello scann&T?TC eXplore Vista, quantificando il
consumo di glucosio a livello miocardico, nei toypirmali ed infartuati, in MBg/ml ed
in SUV units. Il SUV € un indicatore adimensionatéffusamente impiegato per
esprimere la captazione di FDG a livello tissutatxondo la formula:

SUV = radioattivita nella regione d’interesse (MBg/ml)&go corporeo (g)

dose di radiofarmaco iniett&bBq)

I SUV rappresenta un conteggio normalizzato pgeso corporeo e per la dose
somministrata, e pertanto consente di comparack BT tra diversi soggetti eseguiti
in differenti condizioni sperimentali. L'analisi méquantitativa con il software
proprietario dello scanner PET/TC eXplore Vista hahiesto innanzitutto la
ricostruzione delle immagini PET in MBg/ml ed in 8Usuccessivamente riorientate
secondo l'asse longitudinale del cuore, in modootleanere sezioni simmetriche del
ventricolo sinistro in asse corto. Procedendo dadise all’apice, il ventricolo sinistro
dei topi € risultato compreso mediamente in 7 seassiali, e la mediana é stata scelta
come tomogramma rappresentativo per calcolare, reu ROI (egion of interegt
circolare, il cui perimetro ricalca intimamentepilofilo epicardico, il valore medio di

MBg/ml e SUV [88] yedi Figura 9.
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Figura 9. Analisi semiquantitativa con il software eXpldfssta PET/TC

bY

Il software “Munich Heart” € stato invece impiegaier generare mappe polari,
utilizzate per quantificare nei soggetti normali thstribuzione regionale del
radiofarmaco a livello delle pareti anteriore, tate, posteriore, del setto e dell’apice
del ventricolo sinistro in valore percentuale e@ldV (vedi Figura 10. Inoltre, e stato
possibile, con l'ausilio di speciali funzioni detfavare, misurare I'area di superficie
totale (mnf) ed il volume (ul) del ventricolo sinistro. Neiggetti infartuati & stata
valutata I'estensione dell’area di necrosi in&u in percentuale dell'intera superficie
del ventricolo sinistro. L’algoritmo analitico imggato in questo studio é stato adattato
ed ottimizzato per l'analisi quantitativa dei d®ET del cuore nei roditori da
laboratorio. Questo studio ha rappresentato la puaa applicazione nella specie
murina e dunque l'occasione per standardizzarerdgegura d’analisi con mappa
polare nel topo e verificare la riproducibilitariat ed inter-operatore della metodica.
Analogamente ai software utilizzati in campo clmitalgoritmo del MH si articola in
alcuni punti fondamentali, quali la definizione mate dell'asse longitudinale del
cuore su una sezione trans-assiale mediana e gdirasadel ventricolo sinistro, del
piano valvolare e della giunzione inferiore tratveolo destro e sinistro. In tal modo, a

partire da un dataset PET conlSFl]-FDG non gated sono state generate

automaticamente immagini in asse corto, asse lumggzontale e verticale del
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ventricolo sinistro ed e stato effettuato un camaiento volumetrico della massima
attivita miocardica su un totale di 540 punti (36longitudinale, ogni 10°, e 15 in
trasversale). La risultante mappa polare presaetzondo la comune convenzione, la
porzione centrale corrispondente all’apice, e guplli esterna alla base del ventricolo
sinistro, con la parete anteriore orientata velaiol ed il setto verso sinistra [77]. |
conteggi a livello miocardico possono essere espoesne faw datd (dati grezzi) in
SUV oppure possono essere normalizzati per il eatoassimo di attivita (pari alla
media ricavata in una ROI costituita dai 6 settodn attivita piu elevata),

corrispondente al 100%.

Universita di Napoli "Federico II"

Protocol:  Unknovin Study Date: 1980.01.01

Study Desc 1: unknovn

Study Desc 2:

Anterior
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2909 000n0ns
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Figura 10. Analisi semiquantitativa con il software “Muniteteart”

La soglia adottata per discriminare tra miocardiale escar tissuee stata fissata
al 50% della massima attivita &iSF]-FDG, in accordo con quanto descritto e validato
sia nell'uomo [77] che nel ratto [52] e nel topancBPECT [78] e PET [79]. Questo

programma infine ha consentito anche di realizraappe polari tridimensionali [88]

(vedi Figura 1).
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apoli "Federico I

Figura 11. Quantificazione dell'area d’infarto e ricostruae3D del ventricolo sinistro

con il software “Munich Heart”

ANALISI STATISTICA DEI DATI

| risultati sperimentali sono stati espressi com®r medi + deviazione standard.

In tutti i test effettuati e stato scelto un bassello di significativita (0.01) a causa
dell'esigua dimensione del campione. | valori médila captazione dilfF]-FDG in
SUV a livello del ventricolo sinistro nei soggesani, calcolati con il software
proprietario eXplore Vista e MH, sono stati compiacan il test di Wilcoxon, con
intervallo di confidenza del 99%. | valori medi ciptazione dilfF]-FDG a livello
della parete anteriore, laterale, posteriore, ddbse dell’apice del ventricolo sinistro
dei soggetti sani sono stati comparati con il téistFriedman, con intervallo di
confidenza del 95%. | valori medi della captazidh[al8F]-FDG a livello del ventricolo
sinistro tra soggetti sani ed infartuati ed, ingjuidtimo gruppo, tra i due genotipi sono
stati comparati mediante test di Wilcoxon. | valoredi di captazione dilTF]-FDG a
livello del ventricolo sinistro dei soggetti infaeti appartenenti ai genotipiild typee
knockoutper il gene UCP3 sono stati comparati mediante de$vald eseguito sui
coefficienti di un modello di regressione lineafmalogamente, € stata comparata
I'estensione dell’'area d’infarto tra i due genotgar evidenziare eventuali differenze

statisticamente significative. La comparazione dalori medi di captazione del
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[18F]-FDG dei soggetti infartuati esaminati in due perauccessivi € stata effettuata

mediante test di Wald eseguito sui coefficientiudi modello di regressione lineare

Un modello di regressione lineare €& stato impiegatitre per saggiare eventuali
differenze statisticamente significative rispettbaeea di superficie ed al volume del
ventricolo sinistro tra soggetti sani ed infartuatia riproducibilita intra- ed

inter-osservatore delle procedure di post-procgsger la misurazione dell’estensione
dell'area infartuata é stata stimata calcolandepkatability coefficien(RC), mentre la

riproducibilita interpretativa intra- ed inter-osg&tore € stata valutata mediante
I"interclass correlation coefficien{ICC) con intervallo di confidenza del 95%.
| risultati statistici sono stati interpretati asgndo che un valore di RC inferiore al
doppio della deviazione standard delle differenzéi ¢CC superiore a 0.8 indicano

un’eccellente riproducibilita.

RISULTATI
§ Database normale

Il database normale comprende un numero statistisgsignificativo (n=20) di
soggetti non sottoposti a chirurgia e giudicatiisanbase ad un esame obiettivo
generale. Le immagini PET sono state analizzatétgtiaamente per valutare I'aspetto
e I'omogeneita della distribuzione del radiotrantéanel miocardio. Nei topi sani, il
[18F]-FDG consente di visualizzare nettamente la pareiocardica del ventricolo
sinistro, mentre la captazione a livello della paresntricolare destra € meno costante e
definita. Il ventricolo sinistro si estende prevdatamente alla sinistra del piano sagittale
mediano ed occupa la porzione medio-caudale ealendiel mediastino. Esso appare
caratterizzato da una forma globalmente conicapsezircolare irshort axis sliceed

approssimativamente triangolare lorizontal e vertical long axis slicesLa parete
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anteriore mostra un profilo lievemente convess@gado sulla superficie sternale,
mentre quello della parete posteriore appare pitilimeo. L'asse longitudinale é
orientatoin sensocranio-caudale, con la base rivolta verso la pamtcica destra e
'apice verso quella sinistra. Nelluomo si osserfraquentemente una ridotta
captazione del radiotracciante a livello dgllrs membranacea septnentre nel topo
questo reperto non e evidei@eando visibile, il ventricolo destro appare candizato
da una parete sottile, definita da una tenue ceptaze sezione assiale “a semiluna”,

in rapporto con la porzione medio-basale del sateyventricolare\(edi Figura 12.

Anterior

000 O

— 10mm

Inferior
Horiz. Long Axis

NnNnit)i 5

Anterior Inferior Lateral

Figura 12. Analisi qualitativa del ventricolo sinistro media PET/TC con [18F]-FDG

in topo normale
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Parallelamente all’analisi visiva, & stato adottatoapproccio semiquantitativo
per valutare la distribuzione dellSE]-FDG a livello del ventricolo sinistro.

La captazione media in percentuale ed in SUV ucid;olata a livello delle pareti
anteriore, laterale ed inferiore, del setto e dplte con il software MH, e risultata
relativamente uniforme, anche se si osserva untziape leggermente piu bassa a
livello della parete inferiore e, analogamenteualtho ed al ratto, a livello apicale.
Questo aspetto e verosimilmente legato ad un eftikttolume parziale nelle aree dove
lo spessore miocardico é inferiore alla risoluzispaziale e ad artefatti da movimento

in immagini PETnon gated

Captazione FDG .

Valore percentuale medist

parete anteriore 83.67+3.97

setto 82.47£4.65

parete inferiore 73,78+5.84

parete laterale 79,59+4.70

; 74,10£3,99
apice

Polar maps Mean £ SD (%)

83,67+ 3,97
79+ 4,70

74+ 3,99
82+ 4,65

73,78+5,84

Sé?;'n:llm
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i it
parete anteriore 2,61+1.34
setto 2,60+1,40
parete inferiore 2,34+1,33
parete laterale 2,48+1,37
apice 2.30+1.21

Polar maps Mean £ SD (suv)

2,61+1,34
2,48+1,37
2,30+1,21

2,60+1,40

Ant
Sep La
e

| valori medi della captazione deSF]-FDG a livello della parete anteriore,

laterale, posteriore, del setto e dell'apice deitreolo sinistro dei soggetti sani sono
stati comparati con il test di Friedman, con cdmee per confronti multipli. Il test

fornisce p<0.00001, evidenziando in linea generad@ differenza statisticamente
significativa tra i valori di captazione delle dige regioni del miocardio ventricolare

sinistro. Per definire in maniera specifica le differenze heelli di captazione di
[18F]-FDG tra le pareti ventricolari, sono stati rifadr su un grafico i ranghi dei valori

di captazione per ognuna di esse, con intervalloodifidenza del 95%.’apice e la
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parete inferiore del ventricolo sinistro mostraanghi simili ed intervalli di confidenza
sovrapponibili, pertanto tra esse non emerge ufereinza statisticamente significativa
del livello di captazione. Analogamente, le paagiieriore, laterale e settale presentano
ranghi comparabili, con intervalli di confidenzaechi intersecano notevolmente, per
cui e possibile affermare che tra esse non si axideuna differenza statisticamente

significativa nella captazione d1|8F]-FDG. Le regioni del miocardio ventricolare cosi

distinte (apice e parete inferioversusparete anteriore, laterale e settale) mostrano tra
loro ranghi diversi, senza intersezione tra gliemalli di confidenza. | gruppi
statisticamente equivalenti sono rappresentatignafico con lo stesso coloreedi

Figura 13.

Ranghi medi dei valori di captazione con intervalli di confidenza al 95%

ant - S B

Sepr o 4

inf - .

lat + o .

apx - :

| | | | |
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Ranghi medi

Figura 13. Distribuzione regionale de}a[F]-FDG nel ventricolo sinistro
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La captazione media dil8F]-FDG a livello del ventricolo sinistro, calcolata

mediante il software proprietario dello scanner AET eXplore Vista in una ROI

tracciata su una sezione assiale rappresentatinailéata pari a 2.018+0.979 SUV e
0.505%0.235 MBg/ml. La captazione media](?F[]-FDG, calcolata con il software MH

sull’intera mappa polare é risultata pari a 2.47831SUV. E’ stato utilizzato il test di
Wilcoxon con livello di significativita 0.01 per ogparare le misure di captazione
“globale” del ventricolo sinistro ricavate mediamtdue software ed € stata evidenziata
una differenza statisticamente significativa (pf0@08) relativamente alle
informazioni da essi fornite. E’ plausibile integpare questo risultato considerando che

il software analitico dello scanner PET/TC eXpldfista stima la captazione media di
[18F]-FDG della struttura d’interesse su una ROI rappntativa, individuata in questo

caso nella sezione assiale mediana del ventricohistr®, analogamente alla
metodologia comunemente adottata in campo oncapgnentre il MH effettua una

valutazione sull’intera mappa polare del ventricelesso, fornendo verosimilmente un
dato meno approssimativo. Il valore minimo di caae di f‘F]-FDG a livello

miocardico é risultato mediamente 49.04 %. Pertdatsoglia del 50% del valore
massimo di captazione adottata in questo studiaigeriminare tra miocardio vitale e
infartuato, riportata in diversi lavori scientifi@ apparsa adeguata. Inoltre, Stegger et
al. (2006) hanno riportato nel topo che, nonostdatenigliore correlazione tra le
misurazioni istologiche e PET dell’area d’infaria stata ottenuta adottando una soglia
pari al 50% del valore massimo di captazione muaticar tale valore rimane accettabile
in un intervallo della soglia compreso tra 35-65%8][ Con l'ausilio di particolari
funzioni implementate nel software MH é stato paigsiinoltre ricavare dalle mappe

polari la misura dell'area di superficie totale ed dolume del ventricolo sinistro, i cui
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valori medi nei soggetti sani sono risultati rispr@mente 72.37 mfe 56.62 pl\edi

Figura 14).

R ——r— Y
T

L s

FORALibS

AR

e S

DRI

| RaENeR

ISR

=
——— S e
Bt T~
e
e
e
———a

0

Figura 14. Dimensioni del cuore del topo

La stima dell'area di superficie totale del verdtic sinistro ricavatan vivo
dall'analisi delle mappe polari, in base alle n@stonoscenze, non e stata ad oggi
descritta in letteratura ed € risultata sovrapp@milai valori ricavati da reperti
anatomici ex vivo (area di superficie del ventricolo sinistro <100nf; area di
superficie atriale <35 mfjn[89-90]. Le misure del volume tele diastolico EBV) e
telesistolico (LVESV) del ventricolo sinistro vermgogeneralmente effettuate mediante
ecocardiografia o acquisizioni RM o PET cgating cardiaco e respiratorip42].
Stegger et al. 2009 hanno riportato valori mediibeYEDV pari a 86+43ul con PET
e 73 £44 pl con RM, e per il LVESV pari a 44 +42qoh PET e 41+46 pl con RM.
L’autore ha effettuato la stima del volume ventiate su acquisizioni PE@ateded
utilizzando 1’endocardial contour” come riferimento [42]. Nel nostro studio le
acquisizioni PET non sono sincronizzate con l'éticardiaca e l'algoritmo utilizza

come riferimento per la stima del dato volumetilcomidmyocardial contour(l'area
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della parete miocardica che delimita la cavita dehtricolo sinistro, equidistante

dall’endocardio e dall’'epicardioy€di Figura 15.

Figura 15. “Midmyocardial contourin sezione assiale del ventricolo sinistro

Pertanto, essendo le acquisizioni PET staticheregated il software ignora la
contrazione ventricolare e, di conseguenza, i vabbrenuti non possono essere
considerati una stima puntuale del volume ventaiegl ma piuttosto una stima

indicativa delle dimensioni ventricolari [92] .

§ Analisi PET qualitativa e quantitativa del soggetti infartuati

La valutazione qualitativa delle immagini PET deggetti in cui é stata effettuata
la legatura dell’arteria coronaria sinistra ha ewnziato tendenzialmente lo sviluppo di
un infarto transmurale che interessa prevalenteanéntparete antero-laterale e la
porzione apicale del ventricolo sinistree@li Figura 16. Classicamente il territorio
perfuso dallaarteria coronaria discendente anterioreel’luomo comprende la parete
anteriore ed i due terzi del setto del ventricotossro. Le nostre osservazioni sono in
accordo con i dati riportati in letteratura, evidiamdo che la legatura dellteria
coronaria sinistranel topo determina in maniera costante l'infarédlal parete libera

del ventricolo sinistro, esteso all'apice, rispando il setto.
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Figura 16. PET/TC con ][SF]-FDG in modello murino di infarto del miocardio

Soltanto in un soggetto abbiamo riscontrato ipaazphe del setto basalee(i

Figura 17).

SéF'tLat

nf

unknown unknown
Apex ‘

Figura 17. Infarto del miocardio della parete antero-laterldell’apice del ventricolo
sinistro, con ipocaptazione del setto basale
In seguito ad infarto miocardico si verifica il fiodellamento” del ventricolo
sinistro, con modificazioni nella forma e nelle @insioni. L'ispezione visiva delle
immagini PET rivela una considerevole dilatazioefiadcavita ventricolare nel caso di
infarti molto estesi [79], che assume forma glob®sasesenta pareti assottigliate. Nelle

fasi avanzate dello scompenso cardiaco inoltre s&sipite riscontrare anche la

dilatazione del ventricolo destro ed una marcafazaone di J[8F]-FDG a livello dei
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muscoli respiratori intercostali e diaframma, seghaalterata dinamica ventilatoria

(vedi Figura 18.

Vert. Long Axis Anterior

Lateral Apex | Septal Anterior Inferior

Inferior

Figura 18. Dilatazione della cavita ventricolare in segu@tbinfarto del miocardio e
segni di alterata funzione respiratoria
In modo analogo ai soggetti sani, mediante il safevMH & stato possibile
ricavare dalle mappe polari la misura dell’aressaiperficie totale e del volume del
ventricolo sinistro nei soggetti infartuati. Neigg®tti con infarto tuttavia, data la

mancanza di captazione d|8Pf]-FDG nell'area necrotica, € importante verificate il

software effettui correttamente il processo dinpddéazione per ricostruire il profilo
miocardico completo, in particolare posizionandaetamente il punto di riferimento
(brush per il campionamento radiale del terzo inferieralella regione apicale del

ventricolo {edi Figura 19.

Figura 19. Ricostruzione del profilo miocardico in ventrioahfartuato con il

software Munich Heart
62



| valori medi sono risultati rispettivamente 91.8%7¢ e 75 pl, direttamente
proporzionali alla dilatazione del ventricolo sintsapprezzabile visivamente. L'area di
superficie ed il volume del ventricolo sinistro n@pggetti infartuati sono risultati
superiori a quelli riportati per i soggetti sangpettivamente del 20.5%. e 17.7%edi
Figura 20.

Anterior

Vert. Long Axis Anterior
~ ’
»

Septal Lateral Apex|Septal Anterior Inferior Lateral

Area di superficie 173 mm? Volume 200 pl

Inferior Base

Figura 20. Area di superficie e volume ventricolare in saggenfartuato calcolati
con il software Munich Heart

Per evidenziare eventuali differenze significativelativamente all’area di
superficie ed al volume del ventricolo sinistro s@ggetti sani ed infartuati & stato
impiegato un modello di regressione lineare. It thisWald ha evidenziato differenze
statisticamente significative relativamente allsadk superficie (p 0.0034), ma non per
il volume (p 0.18) del ventricolo sinistro tra gpgodi controllo ed infartuati. Questo
risultato puo essere interpretato in base all’assgaometrico secondo cui in un solido
(il ventricolo sinistro pud essere schematicamenfgpresentato come una struttura

conica) le variazioni dell’area di superficie cepondenti a quelle di volume non sono

lineari. | valori medi della captazione &|8FE]-FDG a livello del ventricolo sinistro dei
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soggetti infartuati (nel complesso e separatamé@ntbase al genotipo) sono stati
calcolati con il software proprietario dello scan®ET/TC eXplore Vista su una
sezione mediana rappresentativa in asse cortopdsss in SUV units e MBg/ml. |

risultati sono riassunti nelle seguenti tabelle :

SUV (media +0)
topi infartuati (# 20) 3.05£1.19
topi infartuati wild type (#15) 2.57+0.73
topi infartuati knockout (#5) 4.48+1.21

MBg/ml (media £ 0)

topi infartuati (# 20) 0.84+0.39
topi infartuati wild type (#15) 0.66+0.38
topi infartuati knockout (#5) 1.12+0.37

| valori medi di captazione deIw[F]-FDG a livello del ventricolo sinistro dei

soggetti sani ed infartuati sono stati comparatdiange test di Wilcoxon, che ha
evidenziato differenze statisticamente significatitra i due gruppi (SUV ctrivs
infartuati p value 0.0051; MBqg/ml ctis infartuati p value 0.0016). In particolare,

confrontando i valori medi di captazione &?F[]-FDG del miocardio ventricolare dei

soggetti sani con quelli dei soggetti infartuastuiiti in base al genotipo, € emersa una
differenza statisticamente significativa rispetiki@aockout(SUV ctrl vs infartuati KO
p-value 0.0031; MBg/ml ctivs infartuati KO p-value 0.002) ma non rispettondide
type (SUV ctrl vsinfartuati WT p-value 0.066; MBg/ml ctkls infartuati WT p-value

0.14).
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L’estensione dell’area dell'infarto miocardico suitata compresa tra 0.001-0.874
cn’ (media +0: 0.35+ 0.22), corrispondente ad un intervallo tra 0.25& (media +

0: 36.20+ 13.06) dell’area della mappa polavedi Figura 2).
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Figura 21. Misurazione dell’estensione dell’area d’infartindl software Munich Heart
Per evidenziare eventuali significative variaziodell'estensione dell’area
infartuata nel tempo, i dati espressi in“amin valore percentuale della mappa polare
sono stati esaminati con un modello di regressiomeare, in modo da valutare la
relazione tra tempo ed estensione dell’area diofdr test di Wald non ha evidenziato
modificazioni statisticamente significative delbar infartuata nel tempo (area Tm
p-value 0.52; area % p-value 0.34). Analogamente; pvidenziare eventuali
significative variazioni dell’area di superficiedel volume del ventricolo sinistro dei
soggetti infartuati nel tempo é stato adottato wuello di regressione lineare. Il test di
Wald non ha evidenziato modificazioni statisticateersignificative dell'area di
superficie e del volume del ventricolo sinistro deggetti infartuati nel tempo (area di
superficie mm p-value 0.52; volume ul p-value 0.7). Infine, éatat valutata
statisticamente la correlazione tra estension€adedl d'infarto in crmi ed area di
superficie e volume del ventricolo sinistro medeanh modello di regressione lineare.

L’estensione dell'area d’infarto ha mostrato unar@azione positiva e significativa sia
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rispetto all’area di superficie (coefficiente detkegressione positivo, p<0.0001) che al

volume del ventricolo sinistro (coefficiente delegressione positivo, p<0.0001).

§ Riproducibilitaintra- ed inter-osservatore

Per questa analisi tutti gli studi PET sono sta@ineinati due volte dallo stesso
operatore (iproducibilita intraosservatorged interpretati da tre differenti osservatori
(riproducibilita interosservatore La riproducibilita intra- ed inter-osservatorelld

procedure di post-processing e quella interpredagono risultate eccellenti come

indicato dai valori di RC e ICCs riportati nelld&le:

post-processing area cnf Intraobserver Interobserver
reproducibility RC value RC value
Gruppo di controllo 0.01+0.02 0.01 0.01
Gruppo infartuati 0.35+0.22 0.12 0.16
post-processing area % Intraobserver Interobserver
renroducibility RC value RC value
Gruppo di controllo 1.62+ 3.54 0.01 1.45
Gruppo infartuati 36.20+ 13.06 0.71 5.01
interoretative Intraobserver Interobserver
p value
reoroducibility ICC value ICC value
Gruppo di controllo 0.89 0.54 <0.01
Gruppo infartuati 0.95 0.82 <0.01
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§ Monitoraggio longitudinale mediante PET/TC del soggetti infartuati

Per i topi esaminati in maniera seriale in due teengtato possibile effettuare una
valutazione qualitativa delle variazioni in formalienensioni del ventricolo sinistro e
nell'estensione dell’area d’infarto con I'evoluzedallinfarto acuto (< 3 settimane) a
guello cronico (4 settimane). La comparazione gaialia delle immagini PET a tempi
differenti mostra una sensibile e progressiva dii@ine della cavita ventricolare ed
assottigliamento della porzione miocardica captanteonfini della regione infartuata

(vedi Figura 22.

v |

1 giorno post infarto

Vs

4 settimane post infarto

Anterior

O 000 0"

FF1R prima e dopo 4 settimane dall'infarto

s A UDOD

Inferior
Anterior Horiz. Long Axis

o 0000608

Lateral Apex|Septal Anterior Inferior Lateral

Figura 22. Monitoraggio longitudinale mediante PET/TC dejgetti infartuati
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Le mappe polari acquisite in due tempi per i 2 egaminati prima dell'induzione
dell'infarto e a 4 settimane dall’evento ischemgmno state comparate per valutare i

cambiamenti nella captazione &I?FE]-FDG a livello miocardico. La mappa polare della

prima acquisizione é stata normalizzata per il malmassimo di attivita miocardica
(pari alla media ricavata in una ROI costituita @asettori connessi, con attivita piu
elevata), corrispondente al 100%. La mappa polala deconda acquisizione PET e

stata normalizzata in primo luogo “per referenzaSpetto alla prima (ossia
normalizzando i valori di captazione &lSFE] dei pixel di questa mappa polare per il

valore massimo di attivita miocardica registratdlangprima) ed in secondo luogo
anch’essa per il proprio valore massimo di attivitdocardica. La mappa polare
corrispondente alla 1V° settimana dall'infarto éatat dunque comparata con |l
“controllo di se stesso” facente parte del “datebasrmale” relativo allo specifico
tracciante e tipo di studio, ottenendo una terzppaadetta “differenziale”. La stima

della “differenza” dei conteggi piuttosto che del loroapportd’ e preferibile, perché

influenzata in quota minore da errori di misuraeidredi Figura 23.
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100.%

ROl #Ps Mean StdDev Min

amt 90 885573 55609 74930
sep 90 906115 7.2916 71.365
inf 90 78.5943 88162 56308
lat 90 77.2356 96704 60.796
apx 100 72.9915 9.657% 56.551

unknow
Apax

100.%
RO #Ps Mean StdDev Min
at 90 B87.1100 6.0837 74551
sep 90 849144 106479 58260
inf 91 73.5600 91318 51.951
lat 9 722320 79561 57.223
apx: 100 704283 77725 58.664

4

100.%
ROl #Pts Mean StdDev Kin
amt 80 422122 292172 13.847
sep 90 604822 24.4924 18517
inf 90 58.8945 21.9511 23.966
lat 90 425527 28.2768 11.423
apx 100 25.6921 12.0054 13605

100.%
ROl #Pts Mean StdDev HKin
ant 90 70.4505 21.3180 29.522
sep 20 74.4530 12,1966 47960
inf 90 64.3569 6.7271 46.067
lat 90 77.3320 118563 58.23F7
ap< 100 582134 101274 31453

FF1R ctrl 4w
S

0 87.09%

RN #Pts Mean StdDev HMin
ant 90 47.3451 209970 -12.276
sep 90 30,1293 24.5585 -13.096
inf 90 19.6988 16.1686 -16.536
lat 90 34.6669 28.8639 -14.786
apx 100 47.2994 11.4882 16423

MI2R ctrl 4w

53.69%
ROl #Pisz Mean StdDev Kdin
ant 90 16.6595 16.3444 -65.880
sep 920 104614 63554 -1.400
inf 93 92031 55513 0295
lat 90 -5.1000 65961 -19.826
apx< 100 122149 103547 44189

Figura 23. Quantificazione comparativa della captazionel%%]EFDG pre- e post-infarto
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Anche le mappe polari acquisite per lo stesso stmge due tempi successivi

dall'induzione dell'infarto sono state comparater palutare le modificazioni del
pattern di distribuzione regionale dewa]-FDG in associazione al rimodellamento

miocardico. In questo caso le mappe ottenute ai ténepi differenti sono state
entrambe normalizzate per il valore massimo dvigtimiocardica.

Data I'esiguita delle osservazioni ripetute per stEsso soggetto, non e stato possibile
elaborare stime statistiche significative. In ogaso, questi dati hanno permesso di

saggiare le potenzialita applicative del softwardd Ndber confrontare i livelli di
captazione dil[SF]-FDG in fasi evolutive differenti del rimodellami® miocardico.

A tale scopo, e stata adottata una suddivision@On (region of interegt per “pareti
miocardiche” (pareti anteriore, laterale, inferiosetto ed apice) anziché per “territori
vascolari” (arteria coronaria sinistra discendeatégria coronaria sinistra circonflessa,
arteria coronaria destra) secondo la prassi comenenadottata in campo clinico, date
le differenze nella vascolarizzazione regionale d&bcardio tra uomo e topo
precedentemente descritte. Il software forniscalonw di media e deviazione standard
della distribuzione regionale del radiotraccianélenmappe polari normalizzate per il
valore massimo di attivita miocardica che fannermhento a due tempi di osservazione

successivi rispetto all’epoca dell'infarto e cakedd differenza tra di esseedi Figura

24 - 25,
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ROl #P=s Mean StdDev Min
amt 90 51.2994 11.8019 32128
sep 90 ¥7.9725 159377 41.829
inf 90 75.8508 10.2014 56.627
lat 90 73.5520 15.5098 37.858
apx 100 49.8848 21.2482 27.147
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100.%

ROl #Ps Mean StdDev Min
amt 90 425736 160398 16.661
sep 90 735449 146344 41524
inf 90 72.53901 118823 40264
lat 80 75.7325 17.3085 18.287
apx 100 48.5613 22,6055 16.719
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art 80 554685 12.3463 34.092
sep 90 78.2442 154001 41.023
inf 90 72.0986 11.4619 39.060
lat 90 76.1947 14.0535 42.759
apx 100 45.6538 18.0117 24972
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ROl #Pis Mean StdDev Kin
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lat 9 72.0869 189129 15308
apx 100 467685 23.5925 13920

EM2L

[

0 19.85%
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sep 90 02717 7.2221 -25.395
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0 20.94%

ROl #Pis Mean StdDev  Kin
amt 90 -1.2849 10.0700 -24.687
sep 90 06593 68274 -18.549
inf 90 49314 68621 -10.783
lat 90 3.6657 7.0560 -9.594
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Figura 24. Quantificazione comparativa della captazionel%ﬁ]EFDG nei soggetti

infartuati monitorati longitudinalmente
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lat 90 69.09807 89492 43.897
apx 100 63.1664 226111 29260

RDI #Pts Mean StdDev HKin
at 90 51.5218 24.7267 16.194
sep 90 62.6470 156305 28553
inf 90 64.3556 14.7193 29.953
lat 9 64.7680 251525 16513
apx 100 571977 27.3205 16991

unknown
Apex

a8
AN s

100.%
ROl #Pis Mean StdDev HKin
art 90 60.1891 28.2915 14.481
sep 90 740897 223055 21.046
inf 9 745951 101026 52007
lat 90 767018 916825 530.130
apx< 10 366523 198110 13572

224 1-4w

[ T

21.32%

ROl #Ptz Mean StdDev HKin
at 90 -3.5572 6.0664 -19.687
sep 90 -5.6626 34808 -13.734
inf 90 -5.7421 7.5762 -18.796
lat 90 -3.3978 109361 -26.472
apx 100 -2.3381 61025 -20405

231 2-4w

[T

Q 51.31%
ROl #Pis Mean Sidlev Kin
art 50 104494 158398 -16.450
sep 90 5.7965 23.7985 -22.210
inf 90 -10.4700 7.7340 -29.278

lat 90 -7.6110 87901 -23.900

ap« 100 26.5070 12.8106 -7.803

Figura 25. Quantificazione comparativa della captazionel%ﬁ]EFDG nei soggetti

infartuati monitorati longitudinalmente
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Attraverso le mappe polari & stata calcolata Iesitme dell’'area di infarto in

valore percentuale per i due tempi successivi, ctlstrato nella seguente tabella ed

immagine esplicativaHgura 26):

Identita’ del topo Tempo_| Tempo_lI
area infarto % area infarto %

FM2L 1 giorno post infarto 4 settimane post-infarto}
38% 37%

FM2N 1 giorno post infarto 4 settimane post-infarto}
31% 26%

224 1 settimana post-infarto| 4 settimane poshfarto
37% 32%

231 2 settimane post-infarto| 4 settimane post-infarto}
34% 26%

At
s

unknown

Apex

ROl %Pts Mean StdDev

100.%
Min

Blue 19 344565 65337 27393

White 27 26.5034 11.3002

ROI %Pts Mean StdDev

kiin

12.861

Figura 26. Variazioni dell'area d’infarto nei soggetti infaati monitorati

longitudinalmente
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Per valutare eventuali cambiamenti nell’'estensicledi’area d’infarto al
progredire della cardiopatia, le misurazioni demivaai soggetti esaminati in due tempi
sono state esaminate mediante un modello di ragnesslineare che tiene in
considerazione l'aggregazione dei dati, in modostiaare la relazione tra il fattore
temporale e I'estensione dell’area d'infarto esgge; cmi o in valore percentuale
dell'intero ventricolo sinistro. Il test di Wald noha evidenziato modificazioni
statisticamente significative dell'area infartuat tempo (area chrp-value 0.38; area
% p-value 0.57). Studi sui ratti e sui topi hannmstrato che nell’evoluzione
dell'infarto il progressivo assottigliamento dellgarete ventricolare infartuata é
associata alla sua riduzione in volume, ma senazderte riduzione dell’estensione

dell'area d'infarto in valore percentuale rispedtbintera superficie ventricolare [27].

§ Analiss mediante PET/TC di un modelo murino geneticamente

modificato di infarto miocardico

Il consumo di ossigeno a livello mitocondriale nebrso dei processi di
ossidazione dei substrati energetici € in linemassima accoppiato alla sintesi di ATP.
Quest’ultima risulta associata durante le reazomchimiche di ossido-riduzione ad un
flusso di elettroni da vari substrati allossigeaadi protoni attraverso le membrane
mitocondriali. Tuttavia, la perdita di protoni etéttroni pud determinare il rilascio di
energia non associato alla sintesi di ATP. Il disppiamento della ossidazione dei
substrati dalla sintesi di ATP € mediato da unaigdendi proteine mitocondriali che
fungono da trasportatori anionici, definitacoupling proteingUCPs) [93]. L' UCP3 é
localizzata a livello del tessuto adiposo brunoj dwiscoli scheletrici, dove é
verosimilmente coinvolta nel metabolismo degli agicassi, e nel miocardio, dove |l
suo ruolo fisiologico rimane tuttora da definired[9Per studiare il ruolo della UCP3

nella regolazione del metabolismo energetico séat generati topi transgenici in cui
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tale proteina € overespressa 0 deleta, ma questelinmon hanno fornito risposte
chiare ed univoche. Inoltre in letteratura sonmntigte differenze nell’espressione di
UCP3 nelluomo e nei roditori da laboratorio, venodmente per divergenze nelle
sequenze promotrici [95]. Modelli murini in cui UG overespresso presentano ridotti
depositi adiposi e sono resistenti al diabete tedotediante modificazioni dietetiche,
mentre quelliknockoutsono obesi e predisposti al diabete tipo 2 e mostmaggiore
sensibilita a livello muscolare al danno ossidatigttualmente sono disponibili dati
limitati sull’attivita del’lUCP3 cardiaca. In cormloni basali non sono state ravvisate
significative differenze nel potenziale di membrandocondriale tra topwild typee
knockout per UCP3. In diverse condizioni patologiche é ast@potizzata una
correlazione tra il metabolismo energetico cardiacdCP3. Gli ormoni tiroidei o |l
digiuno inducono un incremento dell’espressiongd@P3 a livello cardiaco. In pazienti
con insufficienza cardiaca, I'incremento dell'esgmiene di UCP3 é correlato ad una
condizione di deficit energetico miocardico [93].a Lpositiva correlazione tra
overespressione di UCP3 nell'insufficienza cardiachail tasso plasmatico di acidi
grassi non esterificatFfee fatty acidsFFAs) suggerisce un ruolo primario del’lUCP3
nel metabolismo degli acidi grassi, analogamengpanto dimostrato per il tessuto
muscolare scheletrico. L'aumentata espressioneiacarddi UCP3 in corso di
insufficienza cardiaca incrementerebbe il traspatemli acidi grassi attraverso le
membrane mitocondriali, proteggendo i mitocondrillazone tossica legata
allaccumulo di questi anioni [93]. Inoltre, in @agli ischemia e di riperfusione, |
mitocondri producono réactive oxygen speciegROS) che possono danneggiare i
cardiomiociti. L'UCP3 viene espressa in rispostauadnsulto ischemico, attivando un
meccanismo citoprotettivo antiossidante, in quant@mpace di ridurre la produzione di
ROS ed il conseguente danno da riperfusione. Rertgueste proteine rappresentano

dei potenziali bersagli terapeutici per la gestidaischemia cardiaca [94]. Nel ratto
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stato dimostrato che I'espressione di UCP3 é imreente associata alle dimensioni
dell'infarto, attivando verosimilmente un meccangsprotettivo per prevenire la morte
dei miocardiociti nel tessuto circostante I'aretaituata [96]. Il test di Wald eseguito
sui coefficienti di una regressione lineare paraitetra valori di captazione e genotipi,
non ha evidenziato una differenza statisticameigieifcativa tra soggettwild typee

knockoutper il gene UCP3 relativamente ai valori di cajuag del f‘SF]-FDG espressi

in MBg/ml (wt vs ko: p-value 0.029), mentre emerge differenza significativa per i
valori espressi in SUV (wt vs ko: p=0.0023), coroviasuperiori per i soggetti UCP3
knockout Analogamente, per evidenziare eventuali diffeeenell’estensione dell’area
d'infarto tra i due genotipi, i valori in percentaa cnf dell'area infartuata sono stati
comparati mediante test di Wald eseguito sui caefiti di una regressione lineare tra
area di infarto e genotipi. L’analisi di questi idaon ha evidenziato differenze
statisticamente significative tra soggettild type e knockout per il gene UCP3
relativamente all'estensione dell'area d'infartae@ cni p=0.32; area percentuale
p=0.26). L'area di superficie totale del ventricsiaistronei topi infartuatiwild typeé
risultata mediamente 91.83+33.5 MrB5.26+22.41 mMnei knockout.ll volume del
ventricolo sinistronei topi infartuatiwild type e risultato mediamente 75.33 pl+46.3,
53,8 ulx24.2 neiknockout.Questi due parametri sono stati comparati nei dtigge
infartuati appartenenti ai due genotipi mediantenadello di regressione lineare. Il test
di Wald non ha evidenziato differenze statisticatr@esignificative nell'area di
superficie e nel volume del ventricolo sinistro deggetti infartuati in base al genotipo

(area di superficie mfp-value 0.61; volume pl p-value 0.18).
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§ Discussione e conclusioni

Nell’'ultimo decennio i modelli murini di infarto dleniocardio si sono dimostrati
preziosi strumenti per indagare i meccanismi patetiel della cardiomiopatia
iIschemica e testare approcci terapeutici innovatmme la terapia genica o con cellule
staminali. Nonostante le problematiche inerentiriémluzione spaziale e temporale
nellimaging cardiaco sui piccoli roditori da lalorio, la metodica PET/TC si &
affermata nel campo della ricerca preclinica caraégolare, fornendo informazioni a
livello molecolare estremamente utili per saggiaie effetti di un trattamento
terapeutico in seguito ad infarto miocardico. Pautare I'efficacia di queste terapie, e
estremamente importante la possibilita di determima maniera accurata I'estensione
dell'area d'infarto, al pari di altri indici morfasitturali e funzionali. La metodica

PET/TC con J[8F]-FDG si & dimostrata estremamente utile per ldutaaione

semiquantitativa del metabolismo regionale del gi a livello miocardico e per la
misurazione quantitativa dell’estensione dell'admfarto nel modello murino, in
modo accurato e ripetibile.

Essa consente di eseguire nel topo stadivivo, in modo non invasivo e
longitudinale, in cui ogni soggetto e controllos#i stesso. Questi importanti aspetti,
comuni a tutte le metodiche di imaging, consentammn solo di migliorare
I'accuratezza dei risultati statistici, ma ancheidurre significativamente il numero di
animali impiegati nella ricerca, in accordo col ngipio etico del fefinement,
reduction, replacemeht Il conseguimento di risultati ottimali in stud®ET/TC su
modelli murini nelllambito della ricerca cardiovatare richiede un coordinato
approccio multidisciplinare ed una rigorosa piar@fione sperimentale, che contempli
la razionale standardizzazione delle procedureatiperinerenti la preparazione degli
animali, il protocollo di acquisizione e ricostrame delle immagini, e gli algoritmi

d’analisi per eseguire valutazioni quantitative.
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Nel presente studio sono ravvisabili alcuni linedi aspetti da approfondire.

Innanzitutto, il modello murino chirurgico di intardel miocardio differisce dalla
reale condizione patologica nelluomo per una sdriaspetti. La legatura dell’arteria
coronaria nel topo generalmente esita in un estéado transmurale, con la possibilita
di sviluppo di un aneurisma parietale. Nelluomoveoe, lo sviluppo di una
circolazione collaterale e gli effetti potenzialrteeprotettivi di ripetuti insulti ischemici
di lieve entita in corso di coronaropatia, compaotainfarti meno estesi, non
transmurali e si assiste raramente alla formazibr@meurismi. Dunque questo modello
animale puo non rispecchiare perfettamente I'aneptmmplesso spettro di condizioni
patologiche in cui I'evento ischemico acuto puolege nell’'uomo.

Per quanto riguarda le misure, il SUV é un indiemigjuantitativo utile in campo
clinico ai fini diagnostici, ma quando si verifieaerrori nell’iniezione endovenosa del
radiotracciante, € provato che il calcolo di quesémametro € inaccurato se non Si
effettua la correzione della quota reale di intetgger quella stravasata. Questo evento
e sporadico nell'uomo (1% dei casi), mentre nebtogulta frequente una parziale
extravasazione del radiotracciante, a causa deitoidcalibro della vena caudale
laterale. Pertanto, per valutare correttamente dsediniettata, € stata prospettata
'opportunita di stimare la quota di radiotraccerdepositatasi nei tessuti perivasali
mediante una scansione PET statica di 2 minutadeltla [55].

In questo studio é stata valutata mediante PETtddita miocardica, valutando il

metabolismo glucidico mediante I’analoglgF[l-FDG, ma non sono stati raccolti dati in

merito alla perfusione miocardicln studi PET del cuore sengating i contorni del
ventricolo sinistro potrebbero essere imprecisaresbvrastimare le dimensioni di un
infarto [77-79].

Per quanto riguarda l'analisi dei dati, quando mipiegano algoritmi che
prevedono operazioni non automatiche per geneearadppe polari, ad esempio la
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definizione dell'asse longitudinale, la base eilmgione inferiore tra i due ventricoli,
si evidenziano le differenze intra- ed inter-induali legate in particolare
allesperienza dell'operatore, ma anche al softwpex la visualizzazione delle
immagini o alle condizioni di lavoro [68]. Inoltrevalori calcolati da un software
d’analisi automatico necessitano di una validazioredliante metodiche considerate
“gold standard, quali istologia, autoradiografia o RM. Ad ogniodo, un risultato
promettente puo essere considerato una riprodiiaibihtra- ed inter-operatore
superiore all’'80% anche nell'analisi di immagini Pk soggetti con infarto molto
esteso. [91].

In ogni caso, sia pure considerando con attenzeheitazioni sopra riportate, il

nostro studio ha dimostrato la possibilita, mediaET/TC con ][SF]-FDG, di

effettuare nel topo da laboratorio una valutaziqoalitativa del ventricolo sinistro e
quantificare il metabolismo del glucosio a liveftoocardico sia in soggetti sani che in
modelli patologici, di discriminare tra tessutoalg e non, e di determinare in maniera
accurata e ripetibile I'estensione dell’area midaarinfartuata. |1 dati ricavati dallo
studio mediante PET/TC di modelli sperimentali murdi infarto miocardico si
configurano come una risorsa estremamente prezmesala comprensione dei
meccanismi molecolari dell'infarto miocardico nebmo e per migliorare la

prevenzione, la diagnosi e la terapia di questalpgia.
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