
L’IMPORTANZA DELL’IMAGING DIAGNOSTICO IN 
NELL’OTTICA DI 

FAVORIRE LA REDUCTION: ANALISI DELL’UTILIZZO 





Lo scopo di questa tesi è quello di mettere in evidenza l’importanza dell’impiego delle 

magnetica, volte a migliorare la <Reduction=. Il concetto delle 3R (<Reduction, 

Refinement & Replace=), introdotto da Russel e Burch già nel 1959, si sta affermando 

rilevante la <Reduction=. Con questo termine, si fa riferimento alla riduzione del numero 

(BLI), la tomografia ad emissione di positroni (PET), l’ecografia e la risonanza magnetica 

(MRI).  Grazie all’appoggio l’Università degli Studi di Verona, in particolare alla 

mia conoscenza rispetto all’utilità dell’imaging in <Reduction=. ’Università degli Studi di 

magnetica. Analizzando questi lavori risulta evidente quanto sia importante l’utilizzo delle 

osservare lo stesso animale durante tutto l’esperimento e offrendo quindi molti vantaggi, 

step temporali o l’efficacia di un nuovo trattamento terapeutico, ma soprattutto di 

garantire la sopravvivenza dell’animale per tutta la durata dell’esperimento. In un futuro 

non troppo distante sarà quindi necessario implementare l’utilizzo di queste tecniche di 





<Reduction.= The 3R concept (<Reduction, Refinement & Replacement=), introduced by 

focused on how imaging techniques can significantly favor <Reduction=, which refers to 

<Reduction=. The University of Verona has a magnetic resonance tomograph for small 





5.1.4 Valutazione in vivo dell’attività antiangiogenica di SU6668 in un modello 





Ogni anno, in tutta Europa, vengono utilizzati all’incirca 10 milioni di animali nei laboratori 

di ricerca, per l’Italia il dato è circa 550.000 per ogni anno (

progresso medico e scientifico deve molto all’utilizzo di questi animali, tuttavia con il 

l’intenzione di tutelare il benessere di topi, di ratti e di tutti gli animali utilizzati a scopo 

quale inoltre definisce i compiti dell’OPBA (Organismo preposto al benessere degli 

degli animali da laboratorio, le quali sono <Refinement=, <Replace= e <Reduction=. Dopo 

sull’importanza di quella che è la <Reduction=, prendendo in considerazione le varie 

<Reduction= si fa riferimento alla riduzione del numero di soggetti utilizzati in un 

variazione estranea all’esperimento che può influenzare i risultati ottenuti, calcolare con 

precisione il numero di soggetti sperimentali necessari all’ottenimento di risultati 

l’animale per valutare questa massa in differenti stadi di sviluppo. Per evitarlo, sarebbe 

ideale poter visualizzare i tessuti e gli organi interni dell’animale vivo senza ricorre alla 



somministrazione EV di una sostanza normalmente presente nell’organismo (glucosio 

particolarmente avidi di glucosio risulta utile nell’individuare un tumore. La BLI 

processi biologici in corso in vivo. Questa forma di imaging ottico facilita l’analisi in tempo 

localizzazione e la quantificazione dei processi biologici senza sopprimere l’animale da 

sperimentazione. L’ecografia viene generalmente usata in sperimentazione per valutare e 

successiva elaborazione di segnali provenienti dai protoni d’idrogeno presenti in grande 

quantità nell’organismo. Queste tecniche di imaging sopra citate risultano essere molto 

importanti e utili per quanto concerne l’obbiettivo <Reduction= nei vari protocolli 

sua utilità in campo sperimentazione. Grazie alla collaborazione con l’Università degli 

personale di laboratorio capendo l’importanza e l’utilità di questa tecnica di imaging. 

diffusione e infine l’angioMR o angiografia a risonanza magnetica. Grazie alla MRI e alle 

portandoli fino alla fine dell’esperimento e valutando sempre sullo stesso animale 

l’evoluzione di una determinata patologia o effetto di un farmaco. 



Con il passare degli anni l’utilizzo degli animali da sperimentazione ha acquisito sempre 

<The principles of 

humane experimental technique=. Con questo libro vollero esortare i ricercatori a seguire 

introducendo così le 3R. Il <Principio delle 3R= fa riferimento a tre fondamentali concetti 

metodologici: rimpiazzare (<Replacement=), rifinire (<Refinement=) e ridurre 

(<Reduction=). Secondo Russel e Burch, qualsiasi procedura è da considerarsi alternativa 

se è volta verso: la sostituzione di una determinata procedura con un’altra che possa 

provocare minor stress agli animali (<replacement=); quando questo non è possibile, la 

riduzione del numero di animali richiesti (<reduction=); e se anche questo non possibile, 

(<refinement=). Il <Replacement= viene inoltre distinto in assoluto, dove gli animali non 

vengono minimamente usati, e in relativo, l’animale viene usato per un determinato 

principio è ampiamente diffuso ed è incluso in linee guida e normative, tuttavia c’è 

su umani). Con la definizione originale del termine, Russell e Burch, intendevano l’utilizzo 



di materiale <non senziente= al posto dei modelli animali. I due autori infatti, in <The 

principles of humane experimental technique=, descrissero diversi metodi alternativi, tra 

questi per esempio l’utilizzo di piante, micro

Oggi, infatti, si differenzia tra <partial replacement= e <absolute replacement=, concetti in 

<partial replacement=, il modello animale dovrebbe essere 

dopo alcuni step iniziali del protocollo sperimentale. Secondo l’=absolute replacement= 

riguardanti l’alternativa all’esperimento animale. Questa, deve garantire di poter 

ottenere gli stessi risultati che si otterrebbero con il modello animale. Quindi l’utilizzo o 

dell’esperimento originario e il suo specifico fine.

introdotta una nuova definizione di Refinement <Any approach which avoids, alleviates or 

possible=. Questa definizione fa riferimento a uno sforzo necessario per il miglioramento 

dello stato di benessere dell’animale sperimentale, dove benessere non è semplicemente 



2010/63/EU. Ne è un esempio l’uso del rinforzo positivo dove tramite la 

somministrazione di premi, in genere alimentari, vengono ridotti i casi dove l’animale 

rappresentato dall’arricchimento ambientale, esplicitamente indicato nella Direttiva 

che sono inerenti all’etologia della specie utilizzata. È molto importante che 

l’arricchimento ambientale venga tarato su ogni singola situazione per garantirne la sua 

Molto importante per misurare l’efficacia dell’arricchimento ambientale è valutarne il suo 

dell’animale.

Con il termine <Reduction= ci si riferisce precisamente all’introduzione di metodi che 

inferiore non potesse determinare un’inefficace potenza statistica. Mediante uno studio 



test in paesi differenti. Quindi il concetto di <Reduction= si evolve, applicabile non solo a 

 

all’interno di un singolo esperimento, o dei singoli protocolli all’interno di un 

migliorando il disegno statistico, eseguendo studi pilota, mediante un’analisi 

 

addetto all’applicazione del principio delle 3R, ai metodi statistici e sui vari tipi 

di disegni sperimentali. Inoltre, è fondamentale l’intervento dei comitati etici e 

 sperimentale: ottenuta tramite l’evoluzione della pratica 

Negli ultimi decenni l’applicazione delle tecnologie di Imaging in campo sperimentale ha 

degli individui sperimentali utilizzati. Durante tutte queste procedure l’animale viene 

anestetizzato affinché non si muova e non soffra, al termine dell’esame l’animale viene 

emissione di positroni (PET), la bioluminescenza (BLI), l’ecografia e la tomografia 

all’imaging, si riescono ad ottenere informazioni più dettagliate da un singolo animale, 



animali migliora. Con l’introduzione dell’imaging risulta più semplice evidenziare anche un 

Infatti, se l’imaging non fosse stato introdotto, ad ogni step di un determinato protocollo 

la progressione di una patologia o l’efficacia di un nuovo farmaco. L’imaging ha 

questa, favorisce direttamente anche il benessere dell’animale (grazie all’

lo stress sull’animale e 

nell’animale)

Molteplici sono le situazioni nelle quali l’applicazione di una delle 

tre R può favorire una o due altre R.  Per esempio l’introduzione di programmi educativi e 

nell’individuare problemi legati al benessere (concetto <Refinement=). Da questo, ne 

stressanti della manipolazione degli animali e quindi dall’esperimento stesso. Il 

<Reduction=). In questo caso in contemporanea si sono ottimizzate le condizioni di 

benessere e si è ridotto il numero di soggetti sperimentali utili all’ottenimento di dati 



sperimentali per ridurre il grado di sofferenza degli individui utilizzati (<Replacement= e 

<Refinement=). Infine, l’armonizzazione a livello globale dei protocolli sperimentali può 

stabilire un’importante riduzione dei singoli esperimenti svolti nei diversi paesi. Di 

utilizzati in suddetti test. Inoltre, il confronto tra i diversi paesi porta all’individuazione di 

test obsoleti che verranno sostituiti da tecniche avanzate (<Refinement= e <Reduction=). 

conflitto tra <Replacement= e <Reduction=. 



organi interni, tutto questo con l’animale in vita. Quindi, senza ricorrere alla 

soppressione, è possibile studiare come l’organismo dell’animale reagisce allo sviluppo di 

una patologia e come risponde alle cure in tempo reale. L’imaging è ampiamente 

utilizzato nella ricerca sugli animali attraverso l’utilizzo di attrezzature adattate alle 

comprendere meglio la fisiologia dell’organismo animale. Di conseguenza risulterà più 

chiaro come le funzioni dell’organismo degli animali utilizzati possono essere influenzate 

dalle procedure sperimentali alle quali sono sottoposti. In definitiva l’imaging favorisce il 

benessere dell’animale e riduce il numero di animali necessari alla sperimentazione sia 

perché permette una longitudinalità degli studi, ovvero l’utilizzo di uno stesso animale in 

tempi diversi (<Reduction=) sia perché diminuisce le variabili sperimentali. 

dell’effetto delle radiazioni ionizzanti (raggi X) sui tessuti, esattamente come avviene per 



vari fasci di raggi X nell’area interessata e la loro rielaborazione da parte di un computer, 

che grazie all’impiego di un software dedicato è in grado di ricostruire i diversi tipi di 

tessuto analizzati in un’immagine tridimensionale. La TC fornisce una migliore 

viene quindi preferita a quest’ultima perché fornisce molte informazioni riguardanti le 

sperimentazione animale è molto comune l’utilizzo delle micro

supplemento a questa tecnica si può eseguire l’esame tomografico somministrando un 

inoculato all’animale per via endovenosa. Dal momento del suo ingresso nel circolo 

sanguigno, il m.d.c. si diffonde nell’organismo e, una volta raggiunto l’organo o il distretto 

morfologia dell’organo e gli eventuali processi patologici in corso grazie alla cattura di 

immagini più nitide. L’impiego del mezzo di contrasto è richiesto soprattutto per le 

studio dell’apparato muscolo

TC con mezzo di contrasto includono l’imaging del sistema vascolare, del cuore, 

dell’addome e dei tumori. Attualmente, i mezzi di contrasto iodati sono disponibili per 

condurre molteplici spot temporali su singoli gruppi, riducendo così l’uso di animali ed 

rilevate e descritte nei topi utilizzando la TC. Altri tessuti invece si affidano all’ausilio di 



l’esecuzione dell’esame tomografico l’animale non prova alcun dolore, in ogni caso si 

corretto posizionamento, impossibile quando il soggetto è cosciente. Grazie all’impiego 

dell’anestesia gassosa e ai tempi di anestesia brevi, i rischi generici per un individuo 

per la moderna ricerca biologica, a causa del suo basso costo, dell’elevata produttività e 

della relativa facilità di visualizzazione di un’ampia varietà di eventi cellulari. Questa 

tecnica prevede l’analisi non invasiva di animali vivi utilizzando come punto di riferimento 

la luce emessa da cellule bioreporter che esprimono luciferasi. L’imaging bioluminescente 

portando a un risultato più significativo. La BLI viene applicata per studiare un’ampia 

arancione viene emessa in seguito al rilassamento dell’ossi



luciferina eccitata al suo stato fondamentale (O’Neill et al., 2009). Il DNA che codifica per 

la proteina luminescente viene incorporato nell’animale da laboratorio tramite un vettore 

l’analisi non invasiva dei processi biologici all’interno 

profondità delle cellule marcate all’interno del corpo (distanza che i fotoni devono 

elettroni generando un’immagine bioluminescente. Con il passare degli anni sono state 

imaging di bioluminescenza in vivo è la sua limitata penetrazione in profondità all’interno 

del tessuto, che è all’incirca 1 Le proteine bioluminescenti richiedono l’iniezione di 

un substrato per produrre un segnale bioluminescente e solo dopo l’ossidazione di uno di 

avere effetti influenti sull’emissione del segnale luminescente. L’iniezione può essere 

 

 

 



non invasivo, la quale oltre a permettere un’efficiente sviluppo della <Reduction=, ha 

L’imaging preclinico è diventato un pilastro per tutti i campi della ricerca biologica e un 

permettono ai ricercatori di analizzare internamente l’organismo dei loro animali, 

la sua capacità di tracciare processi funzionali/biochimici all’interno del corpo 

dell’animale, la sua capacità di ottenere immagini utili con concentrazioni solo da nano a 

sensibile. Rilevando raggi gamma emessi da un tracciante immesso nell’organismo, 

utilizzata per monitorare la perfusione, il tasso metabolico, l’espressione genica, 

l’espressione proteica e molte altre attività. L’importante influenza dell’imaging PET 

nell’uso preclinico ha motivato i ricercatori a sviluppare una versione miniaturizzata 



sulla somministrazione di radiofarmaci, caratterizzati dall’emissione di particelle chiamate 

radiofarmaco quindi, <illumina= le cellule a cui si lega, evidenziando così la presenza di 

riconosciute solamente da tessuti interessati dall’analisi. Negli ultimi anni sono stati 

nello studio dei tumori. Grazie anche all’introduzione delle nanoparticelle in questo 

campo, i radiofarmaci sono in continuo aumento, implicati nell’evidenziare processi 

biologici come l’angiogenesi, la proliferazione cellulare, l’apoptosi e la senescenza (Ma & 

– Cherry & Gambhir, 2001). L’imaging PET può quindi studiare 

nell’assorbimento del radiotracciante. Grazie all’imaging di specifici recettori, questa 

tecnica è un’alternativa alla biopsia per la stima del livello di espressione di importanti 

–

 

ottenere informazioni più precise, individuando un’attività metabolica anomala 

 PET/MRI: l’acquisizione in simultanea di questa tecnologia offre un prezioso 



PET/MRI offre le più dettagliate immagini dell’interno del corpo attualmente 

 

 

L’imaging ecografico è una tecnica ormai consolidata che fornisce informazioni 

l’identificazione di anomalie organiche (cardiache, renali, epatiche, uterine&). Inoltre, 

tramite la funzione Doppler può essere misurato il flusso sanguigno all’interno delle 



frequenza del trasduttore è importante, per l’imaging preclinico vengono generalmente 

dell’immagine 3 40 MHz per topi adulti (profondità dell’immagine 10

comprometterebbero la qualità dell’acquisizione dell’immagine. Per quasi 

della scansione avviene una tricotomia dell’area interessata e a causa della fragilità fisica 

dei modelli preclinici, durante la scansione il trasduttore non tocca l’animale ma esegue la 

dell’animale. Esistono varie tecniche di imaging ecografico, la più comunemente utilizzata 

schermo. Un’altra importante tecnica di imaging ecografico è la M

continua del tempo che scorre sullo schermo con la profondità sull’asse y e il tempo 

sull’asse x. Inoltre, è possibile la misurazione del flusso sanguigno sui modelli animali 

malattia. L’imaging ecografico nel campo della sperimentazione possiede numerose 

 Cardiache: il cuore è probabilmente l’organo più difficile da visualizzare 

all’interno del roditore a causa delle sue piccole dimensioni e del suo 



 

 Epatiche: utili per valutare i 4 lobi epatici dei roditori, la vena porta e l’arteria 

 Iniezioni guidate: l’ecografia viene utilizzata per guidare le iniezioni in aree 

specifiche. Inoltre, l’approccio mini invasivo di indurre un’infezione uterina di 

laparatomia, si allinea con i principi di <Reduction=, 

<Replace= e <Refinement=, che sono considerazioni centrali per la ricerca sugli 

 Linfonodi: l’imaging ecografico è molto importante per individuare i linfonodi 

 

immagini riguardanti la vascolarizzazione cerebrale e l’attivazione della 

L’imaging ecografico grazie alle sue caratteristiche è un elemento vitale all’interno di un 

l’imaging ecografico è in grado di fornire informazioni significative aumenterà nel 

L’utilizzo della risonanza magnetica su animali da laboratorio è aumentato 



Essendo una tecnologia non invasiva e consentendo l’acquisizione delle stesse sequenze 

<Reduction=. Inizialmente gli animali da laboratorio erano importanti per lo sviluppo della 

nella ricerca preclinica, ha un’eccellente risoluzione anatomica, una profondità di 

risonanza magnetica nucleare, grazie ai quali misura l’assorbimento di radiazioni 

principalmente da acqua, la risonanza magnetica sfrutta l’abbondanza di atomi di 

neutroni, alcuni, come l’H (idrogeno) o il P (fosrforo), possiedono una proprietà detta 

<spin= (percepito come il nucleo che ruota attorno al proprio asse), questo gli permette di 

magnetici dei nuclei di H sono orientati casualmente. All’interno della RM

l’effetto fisico desiderato: gli atomi di H si allineano secondo il campo magnetico 

dell’animale con un breve impulso, si tratta di un’azione mirata che modifica l’equilibrio 

con l’immissione di energia dall’esterno.  Interrotto l’impulso a RF, gli spin tenderanno a 



ripristinare l’equilibrio (T di rilassamento) sia quello durante il quale viene emesso il 

una volta cessato l’impulso RF si verifica un ripristino della 

 

 

determinano come l’immagine è ottenuta e come appaiono i diversi tessuti per es. 



risonanza magnetica funzionale e strutturale, l’angioMRI e la diffusion tensor imaging 

(DTI). Queste tecniche permettono ai ricercatori di migliorare la <Reduction=, 



Il neuroimaging è una disciplina scientifica di grande rilevanza nell’ambito delle 

sistema nervoso centrale. Questo campo di ricerca si basa sull’utilizzo di varie tecniche di 

animali. L’MRI strutturale fornisce immagini ad alta risoluzione della morfologia 

particolare, gli sviluppi nell’uso del contrasto MRI in immagini del cervello permettono di 

espandere l’uso della risonanza magnetica strutturale nel campo della ricerca 

contrasto potenziato consentono l’imaging anatomico e vascolare con una risoluzione più 

elevata, in grado di rilevare sottili anomalie anatomiche associate a un’ampia gamma di 

l’efficacia di un sistema MRI. Infatti, un’immagine MRI non è creata da puri segnali di 

fondo. La presenza di questo <rumore= non permette una generazione ottimale 

dell’immagine. Il <rumore= nella risonanza magnetica deriva da due fonti principali: il 

movimento molecolare, dove le particelle cariche nell’organismo creano un <rumore= 

dell’immagine in risonanza magnetica, SNR e il contrasto, entrambi aumentano con 

l’intensità di campo, migliorando il rilevamento delle lesioni, la caratterizzazione di 



L’MRI strutturale fornisce informazioni quantitative e qualitative descrivendo la forma, la 

dimensione e l’integrità del cervello discriminando tra materia grigia e bianca. Il segnale 

studiare e caratterizzare in modo sempre più dettagliato l’anatomia e le patologie legate 

utilizzabili nell’ambito della ricerca sperimentale, consentendo di ridurre il numero di 

che consiste nell’uso di imaging a risonanza magnetica per valutare la funzionalità di un 

organo o apparato, in maniera complementare all’imaging morfologico. Sebbene 

all’attività neuronale del cervello in modelli animali. Il metodo fMRI più comunemente 



contrasto si basa sui cambiamenti nel contenuto di deossiemoglobina (dHb) all’interno 

nell’intensità del segnale delle immagini di risonanza magnetica. Durante i periodi di 

ossigeno del cervello. Questo fenomeno provoca un aumento dell’ossiemoglobina e una 

Il CBV può essere misurato attraverso l’uso di agenti di contrasto esogeni a base di ossido 

di ferro, somministrati per via endovenosa. L’ossido di ferro possiede proprietà 

CBV. Per quanto riguarda il CBF, può essere misurato in modo non invasivo con l’=Arterial 

Spin Labeling= (ASL), che utilizza impulsi a radiofrequenza per marcare magneticamente 

l’acqua del sangue, nelle arterie principali, come tracciante endogeno (Seong

2018). L’attività neurovascolare è influenzata dagli anestetici, modulando i singoli domini 

dell’unità neurovascolare e inibendo le reciproche interazioni. Trovare il miglior agente 

anestetico che influenzi minimamente l’attività neuronale e interferisca minimamente 

con l’accoppiamento neurovascolare è stata una ricerca attiva nel campo della fMRI 

animale. Ciascun agente ha i propri limiti e nessuno è ideale, tra questi l’isoflurano e 

l’alfa

campo, l’anestesia impone ancora importanti restrizioni nel rendere la fMRI una tecnica 

dettagliato, inoltre l’anestesia altera l’attività neurale e quindi potrebbe alterare i risultati 

di imaging. A tal fine, è diventato sempre più comune eseguire l’imaging funzionale con 

l’animale sveglio. La fMRI eseguita su roditori svegli può essere facilmente ottenuta ed è 

ricerca sulle neuroscienze e sul neuroimaging. Inoltre, offre un’importante opportunità di 

miglioramento nell’applicazione del concetto delle 3R. Il continuo sviluppo di nuove 

tecniche di imaging all’avanguardia permette una sostanziale riduzione del numero di 



–

delle funzioni renali negli animali da sperimentazione. L’ambito delle fMRI renale si 

–

la prognosi di patologie cardiache. La fMRI cardiaca fornisce un’eccellente risoluzione 

concetto <Reduction=. Questa tecnologia consente di valutare l’entità dell’infarto 

miocardico, del rimodellamento, della perfusione e dell’edema (Ku et al., 2018 –

L’imaging funzionale polmonare con MRI comprende misurazioni della ventilazione, 

–



spettro di risposta a sequenza di impulsi di risonanza magnetica. Dato che l’alterazione 

nell’organismo, consentendo ai ricercatori di migliorare sempre più gli studi sperimentali 

all’ambiente molecolare a cui è chimicamente legata. Il segnale viene rappresentato da 

un insieme di <picchi= che identificano le diverse molecole e il grafico che si ottiene viene 

chiamato spettro. L’ampiezza del segnale RM è direttamente correlata alla 

– –



neurotrasmettitore inibitorio. L’applicazione della 

diversi protocolli sperimentali ma anche perché ha permesso e permette tutt’ora di 

energetico del muscolo scheletrico. L’introduzione di questa tecnica ha permesso di 

–

poche parole, l’uso della spettroscopia a RM come parte di un programma di ricerca può 



l’evoluzione di una determinata patologia o la risposta di questa a una specifica terapia. 

quanto riguarda l’imaging non invasivo, l’angiografia a risonanza magnetica (MRA) risulta 

essere un’importante tecnica di imaging preclinico che permette di visualizzare l’apparato 

informazioni sull’anatomia e sulla funzionalità dei vasi analizzati. Negli ultimi anni la MRA 

– –

eseguire scansioni ad elevata risoluzione spaziale e temporale, consentendo l’imaging 

del flusso. A differenza dell’imaging TC, l’imaging MRA non visualizza direttamente 

l’agente di contrasto ma, misura l’accorciamento di T1 in seguito alla somministrazione di 



la forza dell’amplificazione del segnale è proporzionale all’accorciamento di T1. Inoltre, il 

territorio vascolare di interesse), alla velocità di iniezione e all’emodinamica dell’individuo 

MRA fornisca informazioni eccellenti sull’anatomia 

priva dei rischi per l’animale associati alla sua somministrazione. Inoltre, l’angio

generazione dell’immagine. Nonostante questi vantaggi, questa tecnica è storicamente 

visualizzazione dei vasi sanguigni è basata sull’utilizzo delle proprietà e della velocità del 

bSSFP). L’MRA a tempo di volo (TOF) è una tecnica 

che sfrutta l’effetto di afflusso di protoni nel sangue. L’eccitazione ripetuta a 

saturazione, con conseguente segnale dell’immagine più basso. Tuttavia, i protoni nel 

soggetti ai ripetuti impulsi di RF. Questi spin insaturi producono un’elevata intensità di 

scuri. L’angio

sull’afflusso sanguigno controllato dall’ECG per l’imaging arterioso periferico. È simile alla 

bilanciato è un’altra tecnica NC

–

–

contrasto è che, grazie all’elevato contrasto intravascolare, è possibile ottenere 



un’elevata risoluzione spaziale in breve tempo, mentre per quanto riguarda le tecniche 

venoso, molte volte difficile da stabilire. Appare quindi evidente come l’angio

la soppressione degli animali negli studi sperimentali sull’apparato cardiocircolatorio, in 

L’imaging del tensore di diffusione (DTI) è una tecnica di risonanza magnetica che 

permette l’analisi delle proprietà diffusive delle molecole d’acqua all’interno dei tessuti in 

di valutare l’orientamento dei tratti della sostanza bianca e l’organizzazione 

microstrutturale, fornendo informazioni dettagliate sull’integrità dei tessuti biologici. 

grazie a modelli di misurazione di diffusione dell’acqua che non possono essere 

primi segni di degenerazione che precedono le alterazioni macroscopiche nell’anatomia 

direzioni e viene definito <isotropo=. Nei tessuti biologici l’auto

maggiore in una direzione rispetto ad altre, e quindi sarà definita <anisotropica=. Questa 

altamente direzionale e stretta. Infatti, la diffusività dell’acqua nella materia bianca è 



ottenere sequenze di risonanza magnetica sensibili alla diffusione dell’acqua lungo una 

l’anatomia del cervello in vivo su soggetti sperimentali (topi, ratti e primati) e la sua 

–

– – Müller et al., 2020). L’acquisizione di immagini ad alta 

risoluzione tramite questa tecnica richiede tempi elevati, limitando l’uso del DTI in 

animali che non sopravviverebbero a lunghe scansioni. Tuttavia, l’avvento di sonde a 

–

dell’animale. Negli ultimi anni il DTI ha trovato nuovi campi di applicazione, in quanto 



–

– –

questa tecnica all’interno di laboratori di sperimentazione animale rappresenta uno 

strumento in più per migliorare la <Reduction= nei vari protocolli sperimentali.



il benessere degli animali all’interno dei laboratori di 

magnetica. L’obiettivo è quello di evidenziare l’importanza di questa tecnica nell’ottica 

delle 3R in particolare della <Reduction=, in quanto se non venisse applicata, molti più 



all’iniezione di cellule tumorali pancreatiche umane PANC

seguito all’approvazione del Comitato Etico. Successivamente all’anestesia dei topi 

(usando ketamina e xilazina) è stata eseguita un’incisione a livello addominale per 

dall’iniezione delle cellule tumorali. Per quanto riguarda l’acquisizione delle immagini di 

risonanza magnetica, i topi sono stati anestetizzati tramite l’inalazione di una miscela di 

1% di isoflurano. Nell’ultima sessione di imaging è stato 

MRI (Dynamic Contrast Enhancement), ossia l’acquisizione di 

immagini prima e dopo l’iniezione di un agente di contrasto endovena a base di Gd 

(Gadolinio). Al termine di questo esperimento, 3 mesi dopo l’iniezione delle cellule 

necroscopia per l’escissione del tumore. Questa procedura è necessaria in quanto, dopo 

un’ablazione termica estremamente selettiva del tumore. In questo studio, la risonanza 



le nanoparticelle, sia per valutare l’andamento della massa tumorale prima e dopo il 

ad AMF a giorni alterni per una settimana dopo l’iniezione

l’iniezione di magnetosomi/soluzione salina. Al termine dell’osservazione con risonanza 

L’obiettivo di questo esperimento è quello di approfondire la conoscenza sulla 

dorsale sinistra di ciascun coniglio. Nove conigli femmine di 6 mesi d’età sono stati 

loro bisogni e il loro benessere, con accesso all’acqua e al cibo. In tutto l’arco temporale 

dell’esperimento nessun animale ha sviluppato né una reazione infiammatoria né effetti 



sono stati anestetizzati mediante l’inalazione di una miscela di ossigeno e isoflurano. 

Cinque animali su nove sono stati monitorati tramite RM subito dopo l’inserimento 

chirurgico dell’espansore, poi a 2 settimane, a 6 mesi e a12 mesi. In due di questi, il 

dispositivo è stato rimosso a distanza di 6 mesi dall’impianto. Nei restanti 4 conigli le 

acquisizioni sono state eseguite fino al sesto mese dopo l’impianto. Al termine 

dell’esperimento gli espansori sono stati rimossi chirurgicamente e gli animali sono stati 

sottoposti ad eutanasia per poter prelevare il tessuto adiposo dalle aree d’interesse. In 

5.1.4 Valutazione in vivo dell’attività antiangiogenica di SU6668 in un modello 

L’angiogenesi è uno dei più importanti <hallmarks of cancer= in quanto pone le basi per lo 

sviluppo della massa tumorale. Il fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) viene 

inibisce selettivamente i recettori deputati all’angiogenesi tumorale, chiamata SU6668. 

neoplastica in vivo. Questo grazie anche all’utilizzo di un mezzo di contrasto che ha 

all’MRI è stato possibile eseguire studi longitudinali mantenendo in vita gli animali in tutta 

la durata dell’esperimento. L’obiettivo di questo studio è stato quello di verificare che 

l’utilizzo della RM con mezzo di contrasto fosse in grado di rilevare l’efficacia della terapia 



la terapia mentre all’altra solo il veicolo (Cremophor

l’inalazione di una miscela contenente alotano. Le immagini sono state acquisite prima e 

a livello della coda. Durante l’esperimento tutti gli animali hanno reagito bene al farmaco 

sono state fissate con un fissativo di Zinco per poter avanzare con l’analisi istologica 

La programmazione e l’organizzazione degli esperimenti precedenti ci aiuta a 

comprendere meglio l’utilità e quindi l’importanza della RM in sperimentazione animale. 

d’azione di nuove molecole ma soprattutto di implementare la longitudinalità negli studi 

dall’induzione del tumore. Nel gruppo n.1 le masse tumorali sono risultate rilevabili in 



2 e 3 mesi dopo l’iniezione delle cellule tumorali. La massa è indicata dalla 

MRI, questa parte dell’esperimento è risultata utile nel 

quantificare l’intensità di segnale dipendente dal tempo, in tre diverse regioni di 

valutarne la vascolarizzazione. Nell’immagine sottostante Figura 

al gruppo sperimentale n.1 nell’ultimo mese. Da sx verso dx le immagini sono state 

acquisite prima dell’iniezione del mezzo di contrasto, dopo l’iniezione del mezzo di 



<Reduction=. Ma non solo, questo esperimento dimostra che l’utilizzo di modelli preclinici 

riproducibili risulta essere un’importante risorsa per la caratterizzazione dei tumori (Ritelli 

et al., 2015). In particolare, lo sviluppo e l’impiego di nuove tecniche di imaging a livello 

preclinico, specialmente l’MRI, rappresentano un passo importante per implementare da 

una parte la conoscenza su queste patologie e dall’altra per ridurre sempre più il numero 

acquisite prima dell’iniezione dei MN, 24h, 1 settimana e 2 settimane dopo l’iniezione. 

animali in più dovrebbero essere stati sacrificati senza l’utilizzo della risonanza magnetica. 

l’applicazione della risonanza magnetica, facendo una supposizione, ben 128 topi 

Questo è un calcolo teorico e non rispecchia l’esatta realtà, ma ci fa capire quanto sia 



magnetica. Infatti, l’utilizzo di questa tecnica diagnostica preclinica ha permesso una 

notevole <Reduction= mantenendo l’accettabilità dei dati ottenuti. Osservando l

soprattutto garantiranno in un futuro l’evoluzione della <Reduction=.

gruppo a cui è stata somministrata la soluzione salina. Le immagini riportano l’animale 

prima dell’iniezione (a), appena dopo (b), dopo una settimana (c) e dopo due settimane 



rappresentano la massa tumorale prima dell’iniezione dei MN (a), appena dopo (b), dopo 

una settimana (c) e dopo due settimane (d). I MN sono rilevabili all’interno della massa 



In queste quattro immagini viene mostrata l’evoluzione della massa tumorale 

immagini possiamo notare la massa neoplastica prima dell’iniezione dei MN (a), appena 

Nel terzo esperimento riportato, l’impianto di un espansore tissutale ha portato ad 

formazione dell’edema al di sotto dell’impianto, il quale rappresenta un’importante 

fattore proadipogenetico. In alcuni casi già dopo una settimana l’edema era presente. 

bianco sottocutaneo, il quale risulta essere ben formato dopo la rimozione dell’espansore 



una e a due settimane dopo l’impianto dell’espansore. Le frecce indicano la presenza di 



e 12 mesi dall’impianto dell’espansore (d). Dal sesto mese inizia la formazione di nuovo 

tessuto adiposo (a) nelle aree d’interesse. (e) epidermide; (m) muscolo.

della <Reduction=. Grazie all’utilizzo della risonanza magnetica è stato possibile eseguire 

(dopo l’impianto, 2 settimane, 6 mesi e 12 mesi dopo) mentre il restante degli individui è 



stato osservato per tre volte (dopo l’impianto, 2 settimane e 6 mesi dopo). Senza l’ausilio 

dell’imaging a risonanza magnetica, teoricamente, 32 conigli sarebbero stati utilizzati per 

un futuro più rispettoso verso la <Reduction=

Infine, nell’ultimo esperimento citato grazie all’integrazione degli studi di risonanza 

magnetica è stato possibile rilevare l’effetto della molecola SU6668 sul sistema vascolare 

dell’angiogenesi tumorale, osservabile in Figura 

trattamento era presente solo un sottile strato di cellule tumorali vitali, con un’inibizione 

della crescita tumorale del 60%. Si può quindi dire che è stata valutata in vivo l’efficacia 

antiangiogenica di SU6668 grazie all’utilizzo della risonanza magnetica (Marzola et al., 

2004). Anche per questo esperimento è possibile effettuare un’ipotesi sul numero di 

animali che sarebbero stati necessari senza l’applicazione della risonanza magnetica. In 

di 70 animali potenzialmente utilizzati per questo esperimento senza l’utilizzo di tecniche 

di imaging. La RM offre quindi l’opportunità di poter tenere monitorato il tumore durante 

tutto lo studio ma soprattutto di valutare l’effetto della terapia implicata senza ricorrere 

alla soppressione degli animali, valutando la medesima massa tumorale sull’animale 

all’applicazione della RM è stato possibile risparmiare un numero elevato di animali. 



l’immagine precedente.



l’evoluzione di una capsula peritumorale ben vascolarizzata che si è sviluppata dopo 3 



11 In quest’ultima figura sono presenti un animale non trattato (controllo) al 

distribuzione del mezzo di contrasto tra il controllo e i soggetti trattati. Inoltre, l’aumento 



Questo lavoro di tesi ha lo scopo di porre maggiore attenzione sull’utilizzo della risonanza 

magnetica nei vari protocolli sperimentali. L’introduzione di questa tecnica di imaging 

potrebbe essere il punto d’incontro tra il rispetto del benessere animale e l’inevitabile 

utilizzo di individui sperimentali. L’imaging di piccoli animali da laboratorio (come topi, 

dei modelli animali. Ma soprattutto di eseguire più analisi lungo l’intera vita dell’animale, 

monitorando lo sviluppo di una determinata patologia o l’efficacia di un trattamento sullo 

un’omologia genetica elevata con l’uomo, un’elevata possibilità di manipolazione 

(Cherry & Gambhir, 2001). L’imaging di piccoli animali consente quindi lo studio 

standardizzare i protocolli di imaging. Diversi fattori come l’anestesia, la manipolazione 



l’ecografia e la tomografia ad emissione di positroni, ciascuna con i propri vantaggi e 

imaging, per esempio associando l’imaging anatomico della risonanza magnetica con 

l’imaging della PET, combinando due importanti informazioni: cosa sta avvenendo e in 

per l’imaging preclinico. Con i continui miglioramenti negli anni, la PET/MRI dovrebbe 

sull’imaging, in quanto è considerata la combinazione multimodale del futuro (Miyaoka & 

preclinica, è considerata un’ottima alternativa alle tecniche convenzionali e invasive. 

le quali risultano essere veramente efficaci nell’ottenere sempre più informazioni da un 

solo soggetto. È quindi di vitale importanza l’introduzione di tecniche minimamente 

<Reduction=. Ora risulta essere più chiaro del perché le 3R dovrebbero essere considerate 

le informazioni riguardo la sperimentazione animale in particolar modo sulla <Reduction= 

non è stato facile. L’utilizzo di questi animali non è di certo vano, anzi, se molte malattie 

sono state rese curabili è proprio grazie all’utilizzo di questi animali. Perlomeno in Europa, 

l’importanza dell’introduzione delle tecnologie di imaging, in particolare la MRI, nel 

sopravvivenza per tutta la durata dell’esperimento, sia di effettuare studi longitudinali. La 

traslazione dei dati acquisiti sugli animali non è perfettamente compatibile con l’uomo, 



abrogazione dell’utilizzo di animali in sperimentazione non è possibile, almeno per ora, 

magnetica ha tutte le capacità per poterlo fare. In quanto, l’introduzione di questa 

tecnica di imaging gioverebbe sia in ambito <Reduction= che in ambito <Refinement=, 
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