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Abstract 

Il presente elaborato affronta le problematiche della sperimentazione animale, partendo dalla 

regola delle 3R sviluppata da William Russel e Rex Burch fino alle ultime frontiere della 

modellazione in silico. 

Le colture cellulari 2D sono un primo esempio di modello in vitro, capace di sostituire 

parzialmente il modello animale attraverso cellule coltivate in un ambiente controllato per 

studiare la tossicità di alcuni farmaci. Inoltre, per sviluppare alternative che mostrino proprietà 

biologiche simili a quelle umane, sono stati impiegati microrganismi e invertebrati per la 

sperimentazione clinica. Tra questi vengono citati il Saccharomyces cerevisiae, ovvero il lievito 

di birra, e la Drosophila melanogaster, ovvero il moscerino della frutta, molto utili nello studio 

di malattie neurodegenerative come l’Alzheimer. 

Successivamente le colture cellulari 3D hanno permesso di sviluppare modelli più elaborati in 

grado di rappresentare meglio la complessità del tessuto umano. 

Un’altra alternativa sono i dispositivi microfluidici a singolo organo o multiorgano, capaci di 

combinare modelli in vitro attraverso colture cellulari umane in sistemi progettati per simulare 

i segnali cellulari della fisiologia umana. Nel secondo capitolo vengono approfonditi i modelli 

singoli di OOC cardiaco, polmonare e tumorale e un modello multiorgano di intestino, fegato, 

pelle e reni. Infine, nell’ultimo capitolo vengono esposte le nuove frontiere dell’intelligenza 

artificiale e dei software di simulazione dei modelli in vivo. I modelli QSAR, caratterizzati dal 

fatto di essere completamente virtuali e privi dell’uso di materiale biologico, sono modelli 

matematici che permettono lo studio delle funzionalità di una sostanza bersaglio per poi, tramite 

complessi algoritmi di predizione, ricavare il comportamento di composti simili.  
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Introduzione 

Nell’ultimo secolo il frequente ricorso al modello animale ha permesso di aumentare gli studi 

per comprendere, diagnosticare e curare le malattie dell’uomo: è infatti grazie allo studio su 

modello animale di molti processi fisiopatologici che è stato possibile arrivare alla produzione 

di vaccini e farmaci per la cura di malattie come il cancro, l’ipertensione e il diabete. D’altra 

parte, i processi fisiologici che invece mancano di modelli animali di riferimento sono i più 

difficili da analizzare, come avviene, per esempio, nel caso della psiche [1]. 

Le motivazioni per le quali i modelli animali risultano molto importanti, per taluni aspetti 

insostituibili, in ambito medico sono legate alla necessità di studiare e sviluppare farmaci su 

organismi biologicamente simili all’uomo [2], che siano soggetti a malattie analoghe a quelle 

umane. D’altra parte, l’ampia scelta di modelli animali permette di rispondere anche alla 

necessità di studiare somiglianze e differenze tra i diversi sistemi. 

Per esempio, i roditori sono modelli animali ampliamente utilizzati grazie al loro ciclo di vita 

ridotto [2] che consente di ottenere risultati in breve tempo, permettendo di studiare 

l’evoluzione di una malattia e lo sviluppo di un trattamento terapeutico durante l’intera vita del 

singolo individuo, compreso l’invecchiamento e la trasmissione alle generazioni future [1]. 

La sperimentazione su modelli animali è oggi lo standard per la ricerca medica e farmacologica 

ed è necessaria prima di poter passare alla sperimentazione umana [3,4]. D’altra parte, va 

precisato che circa l’80% delle potenziali terapie non supera i test clinici nonostante l’efficacia 

negli studi preclinici [5]. Le cause di questi fallimenti sono da ricercarsi sia nella mancanza di 

adeguata qualità sperimentale negli studi in vivo [6] che nelle differenze anatomiche, 

immunologiche e patologiche con l’uomo. Ad esempio, i modelli di topo vengono utilizzati 

nella ricerca dermatologica nonostante solo il 30% dei geni associati alla pelle dei roditori si 

sovrapponga ai geni della pelle umana [7]; inoltre i topi non sviluppano naturalmente malattie 

come la dermatite atopica, molto comune nell’uomo, richiedendo l’induzione artificiale della 

stessa al fine di ricercare terapie specifiche [8], mettendo quindi in dubbio il valore traslazionale 

e di riproducibilità di questi modelli preclinici. 

L’elevato costo di sviluppo dei farmaci, legato all’alta percentuale di fallimenti nella fase 

clinica, va ad aggiungersi alla crescente preoccupazione da parte della popolazione e della 

comunità scientifica, per le condizioni di vita e la possibile sofferenza che questi esseri viventi 

possono provare durante la fase di ricerca. Già nel 1959 William Russel e Rex Burch 

pubblicarono una guida per ridurre al massimo il dolore degli animali [9]. La regola delle 3R 

oggi fa parte della direttiva 2010/63/Ue del Parlamento europeo per la protezione degli animali 
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ai fini scientifici ed è diventata un punto fondamentale da cui partire per strutturare una ricerca 

medica portando alla nascita di comitati come l’OCSE (Organizzazione per la cooperazione e 

lo sviluppo economico) che devono di volta in volta autorizzare lo studio su modello animale 

secondo quanto stabilito dalle norme vigenti. 

I tre punti su cui si basa questo modello sono:  

1. ridurre (reduction): consiste nel diminuire il numero di animali utilizzati. Questo può 

avvenire, secondo la direttiva 2010/63/UE, attraverso una condivisione degli organi e 

dei tessuti degli animali in modo da sfruttarli al massimo senza eliminare le parti non 

inerenti ad una specifica ricerca. In aggiunta a queste indicazioni, ulteriori attività come 

gli esperimenti pilota, una più accurata programmazione del protocollo sperimentale e 

la biotelemetria [10], possono evitare di aumentare il numero di individui pur 

assicurando robustezza statistica ai risultati ottenuti; 

2. rifinire (refinement): si tratta di ampliare o modificare l’ambiente della gabbia 

rendendolo più confortevole e rivedere le procedure sperimentali con lo scopo di 

diminuire il dolore e il disagio, permettono non solo di migliorare le condizioni di vita 

degli animali ma anche di accrescere la qualità della ricerca [11]. Esistono numerose 

linee guida disponibili che possono aiutare i ricercatori a pianificare correttamente i 

protocolli sperimentali come, ad esempio, PREPARE [12]; 

3. rimpiazzare (replacement): alla luce delle difficoltà riscontrate nella sperimentazione 

animale, la ricerca scientifica deve essere indotta all’utilizzo, quando possibile, di 

materiali/esseri non senzienti. I metodi alternativi si suddividono prevalentemente in: 

modelli in vitro ovvero colture cellulari 2D o 3D di tessuti biologici; il ricorso a 

organismi più semplici tra i quali invertebrati o microrganismi; biosistemi su chip e 

modelli in silico, che possono essere utilizzati per prevedere le interazioni o gli effetti 

tossici di un farmaco.  

La presente tesi ha lo scopo di analizzare nel dettaglio i metodi atti alla sostituzione dei modelli 

animali. 
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Capitolo 1: Analisi e applicazione dei modelli in vitro degli organismi più 

semplici  

I primi studi relativi alle colture cellulari risalgono alla fine del 1800 quando lo zoologo tedesco 

Wilhelm Roux riuscì a conservare in soluzione salina porzioni di tessuto embrionale di pollo 

per alcuni giorni. Negli anni successivi, grazie allo sviluppo di questa tecnica, venne messa in 

coltura la prima linea cellulare stabilizzata di origine tumorale, la linea di HeLa (dal nome della 

paziente, Henrietta Lacks). Nel 1951, infatti, le cellule di HeLa furono le prime cellule umane 

capaci di moltiplicarsi in vitro senza andare incontro a senescenza e morte. Inoltre, sono state 

utilizzate anche per lo sviluppo del vaccino contro la poliomielite [13]. 

In questo capitolo verranno trattate le varie tipologie di modello in vitro che possono sostituire 

completamente o parzialmente il modello animale. 

 

1.1 Colture cellulari su tessuti e biomateriali  

Le colture cellulari consistono in cellule isolate dal loro ambiente naturale che sono stimolate 

nella crescita in un sistema sterile ed artificiale che permette di studiarne le funzioni in maniera 

controllata e separata dal contesto ambientale. Le cellule possono crescere per adesione su un 

supporto che le caratterizza morfologicamente come una struttura composta da lunghi 

prolungamenti (fibroblastoidi) oppure da cellule poligonali (epitelioidi), in alternativa possono 

crescere in sospensione, tali sono le cellule del sistema immunitario che hanno una forma 

prevalentemente sferica (Figura 1.1) [13]. 

 

 

Figura 1.1: Colture cellulari primarie derivate da liquido follicolare da ovaio umano: (A) rappresenta 2 tipologie 

di cellule con morfologia allungata fibroblastoide, (B) rappresenta tipologie di cellule con aspetto epiteliale. 

Alcune cellule invece presentano un ampio corpo cellulare sferico (C). 

 

Tra le tipologie di colture cellulari esistenti, le colture primarie sono composte da cellule che 

derivano direttamente dall’espianto di tessuto o di organo e mantengono molte delle 

caratteristiche funzionali in vivo. Queste cellule sono in grado di duplicarsi solo per un numero 
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limitato di cicli, tendono ad essere più variabili in quanto cambiano a seconda del soggetto di 

prelievo e necessitano di una coltura più delicata (Figura 1.2). 

 

Figura 1.2: rappresentazione delle varie fasi di coltura primaria. 1 prelievo delle cellule da campione, 2 dissezione 

meccanica, 3 trattamento con un enzima che elimini i contatti tra le cellule e inibitore per bloccare la digestione 

enzimatica. 

 

Le cellule delle colture immortalizzate proliferano per un numero illimitato di passaggi legati 

solamente alla presenza di metaboliti, spesso acquisiscono caratteristiche (morfologiche o 

fisiologiche) diverse dalle cellule in vivo, sono facilmente standardizzabili e rintracciabili nelle 

biobanche (che recuperano, mantengono e vendono materiale biologico utile alla ricerca). La 

linea cellulare delle colture immortalizzate si ottiene da una coltura primaria che viene 

stabilizzata mediante agenti chimici o virali [13]. 

Le linee cellulari clonali invece derivano da una singola cellula che ne produce una popolazione 

omogenea per mitosi. Infine, le co-colture hanno lo scopo di aumentare la complessità del 

modello in vitro creando un sistema nel quale sono presenti due tipologie differenti di cellule. 

Uno degli approcci più recenti alle colture cellulari è legato all’utilizzo di biomateriali, sostanze 

non viventi utilizzate nella fabbricazione di un dispositivo che ha in qualche modo 

un’interfaccia con un tessuto vivente. La realizzazione dei biomateriali è resa possibile tramite 

i sistemi di bioprinting [14] che, attraverso l’impiego di hardware e software, progettano 

strutture 2D/3D per la produzione di tessuto ingegnerizzato da poter impiegare direttamente 

sull’uomo o, nel caso in esame, per la ricerca. 

In generale le colture cellulari rappresentano uno strumento fondamentale per lo screening di 

potenziali farmaci o molecole per verificarne la tossicità, l’efficacia e la bioattività, nonché per 

analizzare l’interazione cellula-cellula [15]. 
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Uno dei vantaggi principali dell’utilizzo delle colture cellulari, oltre alla riduzione dell’utilizzo 

di animali, è legato alla facilità con cui è possibile controllare il sistema in cui avviene lo studio. 

Infatti, l’utilizzo di una cappa a flusso laminare permette di creare un ambiente pulito tramite 

la filtrazione dell’aria, mentre un incubatore da laboratorio consente di mantenere costanti 

condizioni fisiche prestabilite come: temperatura, CO2, tensione di ossigeno e umidità. Essendo 

quindi necessario ricreare al meglio le condizioni fisiologiche in cui le cellule si trovano 

normalmente in vivo, vengono utilizzati: antibiotici e antimicotici, per prevenire 

contaminazioni batteriche all’interno del sistema; mezzi di coltura standardizzati in modo tale 

da permettere di replicare facilmente un esperimento senza introdurre eccessive variabili e da 

ultimo l’FBS (siero fetale bovino) che, attraverso molecole bioattive e fattori di crescita, stimola 

la duplicazione cellulare. Esistono però mezzi serum - free che utilizzano fattori di crescita 

sintetici anche se con risultati inferiori [13]. 

La base di questi mezzi di coltura è la soluzione salina isotonica che può essere arricchita con 

elementi fondamentali per la vita delle cellule, capaci di una determinata funzione, come i sali 

inorganici che si occupano di controllare la pressione osmotica e il bilancio degli elettroliti o 

gli amminoacidi utili per la sintesi proteica. Generalmente, a seconda del tipo di cellule e di 

coltura si sceglie il terreno più adatto per favorirne la crescita [13]. D’altra parte, l’utilizzo di 

sieri e fattori di crescita aumenta il costo dei materiali e per quanto la ricerca si concentri sul 

ricreare un sistema quanto più simile a quello fisiologico, la condizione delle colture cellulari è 

comunque semplificata rispetto all’organismo completo, determinando potenzialmente la 

perdita di funzioni specifiche del tessuto con la conseguenza di ottenere risultati parziali che 

necessitano di una integrazione tramite test in vivo.  

Risulta in questo caso ancora più importante concentrare la ricerca sul concetto di 

complementarità per sfruttare al massimo la condivisione tra i modelli in vitro e i modelli in 

vivo. 

 

1.2 Microrganismi e invertebrati 

Negli ultimi anni la necessità di adeguate alternative a mammiferi e vertebrati per i test 

preclinici, ha portato ad un crescente interesse per varietà minori che mostrino proprietà 

biologiche e parentela genetica in comune con i vertebrati superiori [15]. Tra queste alternative 

vengono considerati gli embrioni di Danio rerio (zebra fish) [16] sia per il loro breve ciclo di 

vita e l’elevata fecondità, che ne favoriscono l’utilizzo come modello per diversi processi 

biologici, che per via della loro caratteristica trasparente che ne semplifica l’utilizzo in una 

vasta gamma di studi di anatomia interna [15]. I microrganismi, come l’Escherichia coli, sono 
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molto versatili grazie ai loro sistemi genetici ben caratterizzati. Diversamente gli invertebrati 

non hanno un sistema di organi completamente sviluppato e per questo sono limitati nel 

confronto dello sviluppo delle malattie nel corpo umano; nonostante ciò, il loro breve ciclo di 

vita, le dimensioni ridotte e il limitato costo di gestione rispetto agli animali complessi li rende 

molto convenienti per singoli esperimenti di breve durata [17]. Gli invertebrati, per queste 

ragioni, sono stati ampiamente utilizzati per studiare malattie come il morbo di Parkinson o la 

cicatrizzazione delle ferite. [18]. 

Vengono approfonditi due casi clinici rispettivamente legati ad un microrganismo come il 

Saccharomyces cerevisiae e l’invertebrato Drosophila melanogaster. 

 

1.2.1 Saccharomyces cerevisiae 

Il lievito di birra (Figura 1.3) è il modello più utilizzato ed importante per la ricerca genetica. 

L’intero genoma di questo fungo è stato sequenziato nel 1996. Esso è costituito da 6000 geni 

di piccole dimensioni e densità relativamente elevata, suddivisi in 12 paia di megabasi di DNA 

su 16 cromosomi lineari nel nucleo [19]. I lieviti possono essere coltivati in coltura liquida o 

solida con tempi di generazione molto breve, circa 90 minuti, quindi, grandi popolazioni di 

lieviti possono essere coltivate e analizzate in poco tempo. Questo fattore è molto importante 

quando si studiano fenomeni rari come le mutazioni genetiche. Altre caratteristiche che rendono 

S. cerevisiae così importante sono sicuramente il suo ciclo di vita semplice ma anche i numerosi 

organelli legati alla membrana come: il nucleo, il perossisoma e i mitocondri che imitano le 

funzioni delle cellule dei mammiferi [19].  

Un tema importante è legato alla possibilità di studiare la ricombinazione omologa, ovvero un 

processo per cui un filamento di DNA rotto si serve di un modello di DNA omologo come 

substrato per la ricostruzione e riparazione dei danni.  

Questo processo può essere molto utile per gli scienziati per la mappatura genetica [19]. Dal 

punto di vista medico invece il lievito di birra è utile per comprendere aspetti fondamentali 

delle malattie neurodegenerative come l’Alzheimer o la malattia di Huntington, attraverso lo 

studio delle proteine endogene o eterologhe che stanno alla base di queste malattie [20]. 
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Figura 1.3: Saccharomyces cerevisiae 

 

1.2.2 Drosophila melanogaster 

Il moscerino della frutta è uno degli invertebrati più utilizzati nella ricerca, il suo genoma è 

stato il primo ad essere completamente sequenziato tra i grandi organismi complessi e si 

codifica in 14.000 geni strutturati su quattro cromosomi. Inoltre, quasi il 75% dei geni coinvolti 

nelle malattie umane ha un omologo funzionale nel moscerino D. melanogaster [21]. 

Il moscerino ha un ciclo di vita molto rapido, infatti una sola coppia fertile può produrre 

centinaia di figli geneticamente identici in 10-12 giorni a differenza, per esempio, dei comuni 

roditori che impiegano 3-4 mesi per produrre pochi esemplari [22]. 

Ogni stadio dello sviluppo del moscerino (Figura 1.4) ha una sua possibile applicazione; è 

quindi possibile parlare di un organismo modello multiplo. Per prima cosa l’embrione viene 

utilizzato per studiare la determinazione del destino delle cellule e lo sviluppo neuronale; la 

larva invece può essere applicata per esaminare i processi e i comportamenti fisiologici; infine, 

nella fase adulta il moscerino è un organismo molto complesso dotato di strutture che svolgono 

le funzioni di cuore, polmoni, intestino, ecc similmente a quelle dei mammiferi. Per esempio, 

il cervello del moscerino adulto con più di 100.000 neuroni può mediare alcuni comportamenti 

complessi come la navigazione in volo, l’apprendimento, la memoria e il sonno. Per questo 

motivo la risposta dei moscerini a molti farmaci per il sistema nervoso centrale è simile a quella 

dell’uomo [22], permettendo di studiare e confrontare gli sviluppi delle malattie 

neurodegenerative causate dalla progressiva perdita di neuroni specifici. 
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Figura 1.4: Allevamento di Drosophila melanogaster 

  

1.3 Organi 3D 

I modelli basati sull’uomo (Figura1.4) costituiscono un’alternativa ai modelli animali per gli 

studi di base e preclinici [3]. L’obiettivo primario della ricerca biomedica è quello di trasporre 

il lavoro preclinico in clinico e per farlo servono modelli ben caratterizzati e paragonabili 

all’omeostasi umana. 

 

 

Figura 1.4 Panoramica sui diversi approcci ai modelli di organo 3D 

 

 

Le colture cellulari 3D e i modelli organo tipici in vitro rappresentano meglio la complessità 

del tessuto reale rispetto alle simulazioni in vivo e alle colture cellulari 2D [23]. Un primo 

approccio ai modelli di organi 3D è la loro ricostruzione attraverso la semina cellulare 

sequenziale in colture cellulari o scaffold 3D. Negli anni sono stati realizzati modelli di quasi 

tutti gli organi del corpo umano. Tra questi i modelli più avanzati sono l’osso e la cartilagine 



12 
 

[24], strutture equivalenti del tessuto cartilagineo sono realizzate in idrogel e potrebbero fornire 

una soluzione per sostituire la cartilagine danneggiata [24]. 

Gli epiteli, come la pelle [25], non sono in grado di risanarsi completamente in caso di ferite 

cutanee ampie e profonde dovute ad ustioni o tagli. La ricerca in questo ambito si è concentrata 

nel perseguire la realizzazione di sostituti tessutali equivalenti alla pelle intera, che ne 

permettano una ricostruzione completa e possano essere impiegati in test di tossicità in ambito 

cosmetico e farmacologico. Per quanto riguarda i modelli più complessi come il cervello, le 

colture 3D sono nelle prime fasi di sviluppo [3]. I modelli di ricostruzione 3D si basano su linee 

cellulari e colture primarie per via del loro basso costo e alta disponibilità. Per questa ragione, 

sebbene questi modelli siano utili per le verifiche di tossicità dei farmaci, non sono sufficienti 

per la realizzazione di modelli più complessi che simulino l’organismo umano; in questo 

contesto le cellule staminali e le iPSC (cellule staminali pluripotenti indotte) giocheranno un 

ruolo fondamentale nella ricerca.  

Un altro approccio ai modelli di organo 3D è la loro ricostruzione tramite biostampa 3D. 

Quest’ultima rappresenta un processo adattivo che utilizza: 1) cellule vive e idrogel non tossico, 

che producono un ambiente extracellulare in grado di sostenere l’adesione e la proliferazione 

cellulare dopo la stampa; 2) biomateriali e 3) biomolecole attive, per realizzare il bioinchiostro 

necessario alla produzione di strutture che presentino le caratteristiche analoghe a quelle dei 

tessuti umani [3].  Il processo di stampa prevede una fase preparatoria nella quale vengono 

applicate tecniche di imaging 3D per definire le dimensioni del tessuto da realizzare per poi 

mandare in stampa il modello digitale. Per gli organi più semplici, come orecchie e trachea, 

vengono utilizzati scaffold disegnati in CAD e stampati in 3D che vanno a formare l’organo, 

mentre per organi più complessi, come il fegato [26], occorre stampare contemporaneamente 

tessuti e scaffold 3D. I modelli biostampati necessitano di un certo tempo di maturazione, il 

quale dipende dai bioink utilizzati, per diventare quanto più biomimetici e funzionali possibili: 

per questo motivo e per le difficoltà nello stampare più tipologie di cellule questa tecnologia è 

ancora in evoluzione e deve superare dei limiti per poter essere maggiormente impiegata.  

Infine, l’ultimo dei modelli di organi 3D è legato all’espianto degli organi. Questo tipo di 

modello è particolarmente interessante quando si vogliono effettuare studi che richiedono 

l’interezza anatomica e funzionale dell’organo con lo scopo di studiare solamente fenomeni 

locali che non dipendono dalla sua interazione con altri sistemi o apparati. Questo è legato al 

motivo che gli organi espiantati se perfusi mantengono comunque i legami tra le diverse cellule 

che li compongono. Tuttavia, le disponibilità di materiale umano sono molto limitate e costose 

in quanto gli esperimenti su organi espiantati richiedono apparecchiature molto complesse. Una 
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delle possibili soluzioni è legata all’utilizzo di piccoli pezzi di tessuto o sezioni di organo che 

sono più semplici da mantenere ex vivo anche per indagini prolungate e riescono comunque a 

riflettere il comportamento delle unità funzionali complesse. 

 

1.3.1 Modello cardiaco 

Una delle cause dell’insufficienza cardiaca è la cardiotossicità legata dall’uso di farmaci come 

antibiotici. [23] Gli attuali modelli in vitro 2D non sono un ottimo mezzo di studio in quanto 

non replicano a pieno la fisiologia delle cellule, inoltre le variazioni interspecie rendono difficile 

trasportare i dati in vitro sull’uomo.  

I modelli cardiaci 3D mostrano invece una struttura e una funzionalità migliorate [23]. Per 

prima cosa è necessario considerare la composizione delle cellule in vivo; nello specifico il 

tessuto miocardico è costituito per il 30% da cardiomiociti e per il 70% da cellule non 

miocitarie. Alla luce di questa struttura, i modelli 3D che combinano queste tipologie di cellule 

possono essere alla base della produzione di un modello di cuore ingegnerizzato realizzato 

tramite stampa 3D che consente il monitoraggio in vitro della cardiotossicità indotta da farmaci. 

Uno degli esempi del caso è proprio il cuore creato attraverso la tecnologia della stampa 3D 

bioibrida con una piattaforma di sensori tessutali che consentono il monitoraggio in tempo reale 

della cardiotossicità indotta, realizzato da un team di ricercatori della POSTECH e del Georgia 

Institute of Technology.[27] 

 

1.3.2 Polmone espiantato 

Il trapianto di polmone è divenuto nel tempo lo standard di cura impiegato per pazienti con 

patologie avanzate; tuttavia, la limitata disponibilità di polmoni, causata dalle malattie che 

possono colpire il donatore o l’organo, comportano una mortalità in lista d’attesa di circa il 40% 

dei pazienti che necessitano di trapianto. In tale circostanza può verificarsi la disfunzione 

primaria, risultato di una lesione che può avvenire dal momento della morte cerebrale alla 

riperfusione polmonare post trapianto o durante la conservazione ischemica fredda dell’organo. 

Un’altra delle cause di fallimento nel trapianto è legata all’edema polmonare causato da un 

eccesso di liquidi nei polmoni. 

Negli ultimi anni le ricerche su polmoni respinti hanno posto il focus sulla possibilità di 

ricondizionarli tramite perfusione polmonare ex vivo [28]. In tale ambito gli studi si sono 

concentrati per verificare se le cellule staminali mesenchimali umane (hMSC) per via 

endovenosa possono essere utilizzate per ripristinare la clearance del fluido alveolare. Nello 

specifico i polmoni perfusi con albumina al 5% e ossigenati con pressione positiva continua 
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delle vie aeree, che hanno ricevuto hMSC, hanno ripristinato l’AFC [29]. Il risultato ottenuto 

suggerisce che questa terapia potrebbe essere efficace per ridurre l’incidenza dell’edema 

polmonare che è una delle cause più frequenti di fallimento in caso di trapianto. 
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Capitolo 2: Descrizione dei dispositivi microfluidici per test farmacologici 

Gli studi che si basano sulle colture cellulari per determinare il comportamento di un organo 

sono robusti e precisi ma hanno un potere predittivo limitato, non potendo confrontare i risultati 

ottenuti durante la sperimentazione con le effettive funzioni dell’organo, mentre i modelli 

animali (in vivo) replicano le caratteristiche dell’organo o del multiorgano ma sono imperfetti 

a causa delle differenze tra la fisiologia animale e quella umana. I dispositivi microfluidici 

cercano di combinare entrambi i modelli, attraverso la coltura in vitro di cellule umane in 

sistemi 3D progettate per simulare i segnali cellulari ed extracellulari molecolari, strutturali e 

fisici che si possono individuare negli omologhi in vivo di un dato sistema di organi [30].  

 

2.1 Organi su chip singoli 

L’obiettivo degli organi su chip (OOC) non è quello di realizzare un intero organo vivente ma 

piuttosto di stabilire un’unità funzionante in grado di replicare alcuni aspetti della fisiologia 

umana in modo diretto e controllato. Per farlo è necessario sia un periodo di maturazione del 

sistema, per rendere rilevanti i dati misurati, che incorporare forze fisiche: idrodinamiche [31], 

meccaniche [32] ed elettriche [33] per attivare le funzionalità specifiche dell’organo. 

Quando si progetta un OOC è necessario determinare l’insieme delle caratteristiche funzionali 

dell’organo da modellare in relazione ad una specifica domanda di studio, con lo scopo di 

definire il livello di complessità del dispositivo e i materiali necessari per realizzarlo. Le 

tipologie di cellule umane che possono essere impiegate dipendono dalla disponibilità e dalla 

capacità di quest’ultime di formare tessuti. Per esempio, le cellule primarie sono difficili da 

ottenere per la maggior parte degli organi umani ma, sono fenotipicamente mature e funzionali, 

mentre le linee cellulari immortalizzate sono più semplici da coltivare ed espandere ma 

presentano differenze morfologiche con l’organo che devono rappresentare. Le cellule 

staminali pluripotenti indotte (iPSC) potrebbero essere una fonte ideale e illimitata per gli OOC 

poiché possono derivare da un campione di tessuto, sono specifiche del paziente e sono in grado 

di espandersi e differenziarsi in più linee [34]. L’uso di una singola linea di iPSC è vantaggioso 

per analizzare il modo in cui i farmaci influenzano gli individui e i comportamenti delle 

mutazioni genetiche nello sviluppo di farmaci specifici. Tuttavia, la realizzazione di protocolli 

per la differenziazione e la maturazione delle iPSC è ancora in fase di studio. 

Il microambiente OOC può essere progettato per fornire segnali elettrici oppure ottici, segnali 

biochimici od ormonali, tramite metodi ingegneristici volti a convertire in vitro i segnali 

caratteristici in vivo di un tessuto o di un organo. Il materiale di fabbricazione più utilizzato è il 
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polidimetilsilossano (PDMS) grazie alla sua biocompatibilità, facilità d’uso per la 

microfrabbricazione, trasparenza ottica e facile sterilizzazione; queste qualità compensano il 

significativo assorbimento non selettivo di molecole idrofobiche, tra cui l’ossigeno e molti 

farmaci [35].  

Di seguito vengono presentati gli OOC di cuore, polmone e del microambiente legato al tumore. 

 

2.1.1 OOC di cuore 

Il cuore pompa il sangue attraverso la contrazione in risposta a segnali elettrici eccitatori del 

sistema cardiaco. Le fibre muscolari cardiache possono essere considerate l’unità funzionale 

minima del muscolo, se in grado di contrarsi e generare forza in risposta a segnali elettrici 

depolarizzanti [30]. Lo sviluppo di OOC cardiaci nasce con lo scopo di simulare le funzionalità 

del nodo senoatriale attraverso la stimolazione elettrica, per poter realizzare dispositivi 

microfluidici in grado di leggere la frequenza del battito cardiaco, la soglia di eccitazione, la 

velocità massima e la contrattilità dell’organo. Inoltre, questi dispositivi possono essere 

impiegati per studiare la tossicità cardiovascolare che rappresenta un grande problema per il 

fallimento dei farmaci sperimentali; non può essere studiata su modelli animali perché essi 

presentano una frequenza cardiaca differente rispetto agli umani, rendendoli un modello 

limitato per studiare il prolungamento dell’intervallo QT che varia proprio a seconda della 

frequenza cardiaca. 

Per questa tipologia di OOC vengono utilizzate iPSC e cellule di supporto (fibroblasti e cellule 

endoteliali) che vengono stimolate elettricamente e meccanicamente in modo da consentire 

risposte ai farmaci fisiologicamente rilevanti [30]. 

Un esempio, è il biowire cardiaco OOC costituito da cardiomiociti umani in gel di collagene 

all’interno di un pozzetto microfabbricato e sottoposto a stimolazione elettrica, con progressivo 

aumento della frequenza, che analizza il comportamento dei biofili di cardiomiociti stimolati e 

la variazione dell’intervallo QT (Figura 2.1) [36]. 

  

 

Figura 2.1 Progettazione di una OOC del muscolo cardiaco: A) unità funzionale minima, B) stimolazione elettrica 

in vitro per ottenere la contrazione e C) biowire cardiaco con stimolazione elettrica. 

 

 



17 
 

2.1.2 OOC di polmone 

Uno dei principali ostacoli nell’identificazione di nuove tossine nell’ambiente è legato alla 

mancanza di modelli sperimentali che possano sostituire gli studi, costosi ed impegnativi, sugli 

animali. In particolare, i sistemi esistenti non sono in grado né di ricreare l’interfaccia tessuto-

tessuto tra l’endotelio vascolare e i tessuti parenchimali (dove avviene il trasporto di: fluidi, 

sostanze nutritive e altri regolatori) né consentono l’applicazione di forze meccaniche o 

dinamiche che possano simulare, ad esempio, il movimento respiratorio dei polmoni [37]. 

Il modello Lung-on-a-chip (Figura 2.2) riproduce le principali proprietà funzionali, strutturali 

e meccaniche dell’interfaccia alveolo-capillare umana, unità fondamentale del polmone 

vivente. Il sistema è costituito da due microcanali ravvicinati separati da una membrana 

flessibile, porosa e sottile in PDMS, che è stata seminata con: da un lato da cellule epiteliali 

alveolari umane poste all’aria e, dall’altro, da cellule endoteliali esposte a perfusione vascolare. 

Una volta che le cellule sono cresciute, viene introdotta aria nel compartimento epiteliale per 

creare l’interfaccia aria-liquido ed imitare il rivestimento dello spazio aereo alveolare. Inoltre, 

le configurazioni dei canali permettono di manipolare il flusso di fluido nel microdispositivo e 

quindi controllare la consegna di cellule e sostanze nutritive ad endotelio ed epitelio in modo 

indipendente. La membrana viene incorporata in un chip contenente due camere, applicando e 

rimuovendo il vuoto in queste camere è possibile controllare e simulare il movimento 

respiratorio del polmone, che si espande e si rilassa ciclicamente riempiendo d’aria le regioni 

respiratorie per massimizzare la superficie disponibile allo scambio di gas [38]. 

Sono però presenti delle differenze tra l’OOC e la barriera alveolo-capillare umana in vivo tra 

cui: lo spessore, la mancanza di macrofagi alveolari, le alterazioni nel flusso d’aria e le cellule 

utilizzate che potrebbero non riprodurre fedelmente tutte le risposte delle cellule native. 

Nonostante ciò, dagli studi di tossicologia è emerso che la tensione meccanica generata da 

questi dispositivi microfluidici accentua le risposte tossiche e infiammatorie del polmone ad 

alcune nano particelle. In tal modo questi modelli costituiscono una nuova frontiera sia per gli 

studi sulle colture cellulari che una alternativa a basso costo ai modelli animali per lo screening 

di farmaci [30].  

 

Figura 2.2: Progettazione di un OOC polmonate: D) Alveolo come unità fondamentale per il ciclo respiratorio, E) 

Allungamento meccanico in vitro e F) esempio di OOC polmonare.  
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2.1.3 OOC tumorali 

Lo sviluppo di farmaci antitumorali è un processo lungo e costoso. Infatti, nonostante molti 

farmaci mostrino risultati preclinici promettenti, meno del 7% di essi viene approvato per la 

sperimentazione clinica [39]. Quando le cellule tumorali vengono poste in vitro, a causa dello 

spostamento dal loro ambiente nativo, tendono a perdere il fenotipo tumorale. I modelli animali, 

in particolare quelli di topo, hanno rappresentato uno strumento prezioso per lo sviluppo di 

farmaci antitumorali, grazie allo studio dei geni e dei fenotipi della malattia. Tuttavia, non è 

semplice tradurre le scoperte legate ai modelli in vivo sull’uomo. Una possibile soluzione 

potrebbe essere legata allo sviluppo di modelli microfluidici di tumore, che ricreino la 

complessità del microambiente in cui si forma il cancro (nicchia ossea per il sarcoma o le 

metastasi del cancro al seno) per poter studiare, con risultati maggiormente rilevanti, 

l’insorgenza e la progressione del tumore [39]. 

Nel caso del sarcoma osseo, i carichi meccanici sono impattanti nell’analisi della sensibilità ai 

farmaci antitumorali. Per questo la ricerca si orienta verso la realizzazione di un modello 

bioingegneristico di questo tumore. Un esempio è il modello microfluido del sarcoma di Ewing 

(Figura 2.3), (il secondo tumore più frequente negli adolescenti). Per realizzare questo modello 

le cellule tumorali sono state seminate in una impalcatura porosa, creata da una soluzione di 

collagene e acido ialuronico con la tecnica di liofilizzazione e coltivate per 48 ore, in modo da 

favorire l’adesione cellulare. Il modello tumorale è stato poi collocato in un bioreattore, ideato 

per sottoporre la coltura a carico dinamico di compressione applicato ciclicamente [39]. Lo 

studio su questo modello è stato in grado di spiegare meccanicamente la mancanza di 

miglioramento nella risposta clinica ad alcuni farmaci. Pertanto, gli OOC tumorali possono 

fornire informazioni sui collegamenti tra i fattori meccanici e lo sviluppo della resistenza ai 

medicinali [30]. 

 

 

Figura 2.3: Progettazione di un OOC di tumore osseo: G) microambiente tumorale, H) applicazione del carico 

critico in vitro e I) OOC di tumore costituito da cellule tumorali del sarcoma di Ewing.  
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2.2 Sistema multiorgano su chip 

Il collegamento di organi su chip singoli, attraverso la microfluidica, aiuta i ricercatori ad 

imitare il ruolo in vivo della perfusione vascolare e consente di ricreare, all’interno della coltura, 

alcuni aspetti dell’omeostasi per analizzare nel modo più simile a quello umano il metabolismo 

dei farmaci. 

I metodi per integrare più OOC sono (Figura 2.4): 

1) la coltura statica che si basa sulla connessione dovuta alla vicinanza fisica tra gli organi. 

In questo caso il trasporto e la comunicazione cellula-cellula sono facilitati dalla coltura 

degli organi nello stesso pozzetto [40]; 

2) la perfusione a ciclo singolo che è di tipo unidirezionale, realizzabile attraverso la 

vascolarizzazione che collega più camere d’organo e consente di modellare il trasporto 

del farmaco quando entra nel sistema vascolare e si sposta da una camera all’altra. 

Questo metodo consente di far maturare gli organi separatamente tramite stimoli 

specifici per poi combinarli insieme, attraverso il sistema OOC multiorgano. Tuttavia, 

il flusso ad una direzione consente la comunicazione solo agli organi posti a valle, 

eliminando il feedback dell’ambiente circolatorio umano [41]; 

3) il ricircolo sviluppa il modello di perfusione a ciclo unico. Questo prevede un flusso 

monodirezionale legato alla gravità a cui l’aggiunta di una micropompa consente il 

ritorno del flusso: 

4) gli organi possono essere collegati tra loro, attraverso la circolazione vascolare e 

allocarsi in scompartimenti separati l’uno dall’altro da barriere selettive (membrane con 

endotelio che consentono il trasporto di molecole che mantengono la separazione tra gli 

organi e la circolazione vascolare). Questa configurazione imita al meglio il sistema in 

vivo e supporta i singoli sistemi di organi per la massima funzionalità e maturazione 

[30]. 
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Figura 2.4: Integrazione di più OOC: A) coltura statica, B) perfusione a ciclo singolo, C) ricircolo di un mezzo 

comune in grado di supportare tutti i sistemi di organi e D) singoli OOC collegati da una barriera selettiva e messi 

in comunicazione attraverso il ricircolo. 

 

In generale poiché gli OOC possono essere utilizzati per studiare i meccanismi e le interazioni 

degli organi umani, questi possono fornire modelli più realistici delle malattie [42]. Inoltre, 

considerate le vaste possibilità di personalizzazione dei dispositivi, gli OOC rispondono alle 

esigenze di varie tipologie di farmaci rispetto ai modelli animali, riducendo non solo i costi di 

sviluppo del metodo ma anche il numero di farmaci che, dopo aver superato la fase di 

sperimentazione preclinica sugli animali, falliscono le prove sull’uomo [43]. 

 

2.2.1 4OC di intestino, fegato, pelle e reni 

L’assorbimento sistemico, il metabolismo dei farmaci da parte dell’intestino tenue e del fegato 

nonché l’escrezione da parte dei reni sono processi determinanti per l’efficacia e la sicurezza di 

candidati terapeutici. Tuttavia, queste fasi mancano della possibilità di essere testate in vitro. 

Una delle possibili soluzioni è il 4OC, un dispositivo microfluidico che mantiene le funzioni di 

4 organi contemporaneamente: intestino tenue, fegato, pelle e rene (Figura 2.5). 

Il sistema, che consiste in un processo di co-coltura per 28 giorni degli organi, è stato realizzato 

su scala di microsistema standardizzato ed è composto da: un modello di barriera intestinale 

umana ricostruita in coltura cellulare 3D, una biopsia cutanea che si occupa dell’assorbimento 

di sostanze orali e dermiche, un equivalente epatico 3D che consente il metabolismo delle 

sostanze e un compartimento del tubulo prossimale del rene che supporta l’escrezione [44]. Il 

flusso che interconnette i compartimenti di coltura attraverso i canali microfluidici è assicurato 

da una micropompa peristaltica su chip con controllo software per facilitare la regolazione 
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sull’andamento orario ed antiorario del flusso. Inoltre, il dispositivo permette di controllare la 

frequenza di avanzamento e la pressione del flusso in modo da poterlo adattare alle esigenze 

fisiologiche dei vari organi equivalenti presenti. Infine, un secondo circuito si occupa del 

drenaggio del fluido secreto attraverso lo strato di cellule epiteliali del rene [44]. 

Sono poche le aziende farmaceutiche che testano le caratteristiche dell’ADME (assorbimento, 

distribuzione, metabolismo ed eliminazione) nelle prime fasi della scoperta e dello sviluppo di 

un farmaco. Questo è legato alla mancanza di modelli in vitro che possano prevedere con 

precisione l’interazione dei metaboliti tra colture di organi [44]. Il 4OC e i possibili sviluppi di 

questi dispositivi possono quindi rivelarsi un punto di partenza per migliorare la ricerca 

farmaceutica. 

 

Figura 2.5: Vista 3D del dispositivo 4OC: i numeri rappresentano i quattro compartimenti di coltura 1) intestino, 

2) fegato, 3) pelle e 4) rene.  
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Capitolo 3: Nuove frontiere dell’IA e del software per ridurre la 

sperimentazione in vivo 

 

Negli ultimi anni il mondo dell’intelligenza artificiale ha svolto notevoli progressi. Le 

tecnologie associate ai computer rappresentano, attualmente, una nuova strategia di 

sperimentazione alternativa al modello animale. I modelli in silico e i programmi software 

consentono di progettare nuovi farmaci mentre le simulazioni generate al computer vengono 

utilizzate per prevedere i vari effetti biologici o tossici di una sostanza chimica o di un 

potenziale medicinale, senza avvalersi di un candidato animale [18]. Ad esempio, per 

individuare il sito di legame del recettore di un farmaco si utilizza la sperimentazione animale. 

Il software CADD (Computer aided drug design) viene impiegato per prevedere il sito di 

legame del recettore per una specifica molecola del farmaco evitando di testare in vivo sostanze 

chimiche indesiderate che non hanno attività biologica. È quindi possibile, attraverso questi 

programmi software, creare un farmaco su misura per uno specifico sito di legame ed eseguire 

i test sugli animali solo nella fase finale, per ottenere risultati di conferma [45].  

Un altro esempio è il modello VirtualLiver [1], uno strumento in silico che si occupa di 

prevedere la tossicità dei farmaci per il fegato, essendo il metabolismo epatico umano diverso 

da quello animale; l’epatotossicità è un rischio quando si eseguono test su possibili farmaci. 

Inoltre, attraverso i modelli computerizzati, è possibile prevedere potenziali applicazioni 

alternative per i farmaci attualmente approvati per uno specifico approccio medico [46]. 

Infine, un altro dei vantaggi legati ai modelli in silico è la possibilità di condividere ed 

interpretare facilmente i dati scoperti, fornendo interi database di dati scientifici utilizzabili in 

molteplici studi. In questo caso, l’SBML (system biology markup language) è la piattaforma 

software aperta più ampliamente accettata e utilizzata per l’archiviazione e lo scambio di 

modelli [1]. 

 

3.1 Modelli QSAR 

Negli ultimi anni, la disponibilità di ottimi database di caratteristiche ed effetti chimici, 

algoritmi di data mining e la crescente potenza di calcolo dei sistemi informatici, hanno portato 

alla realizzazione di strumenti e sistemi di calcolo più versatili ed affidabili per la valutazione 

della tossicità dei farmaci. I modelli in silico QSAR (quantitative structure-activity 

relationship), sono relazioni matematiche che collegano la struttura chimica dei composti in 

esame con l’attività biologica e l’assorbimento dei farmaci in modo quantitativo utilizzando 
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approcci statistici; perciò, offrono un metodo alternativo ai modelli animali per stimare la 

tossicità di un farmaco in assenza di dati sperimentali. La scelta dei modelli QSAR per uno 

studio scientifico è legata alla necessità sia di individuare i modelli più coerenti con la sostanza 

chimica bersaglio1 che di selezionare modelli con approcci e/o conoscenze differenti tra loro 

per aumentare l’affidabilità dei risultati del progetto. 

È possibile distinguere tre tipologie di QSAR a seconda di quanto lo studio rientri nel dominio 

di applicabilità2 AD (applicability domain): 

1) modelli con dominio di applicabilità AD non valutato: questi rappresentano modelli più 

semplici che forniscono un valore legato solamente alla proprietà/effetto ma non 

consentono di verificare se la sostanza chimica bersaglio si trova all’interno del dominio 

dei modelli [47]. Per valutare l’applicabilità di questi è possibile fare riferimento ad un 

insieme generale di composti chimici oppure verificarne la somiglianza rispetto 

all’insieme di sostanze chimiche previste dal database [48]; 

2) modelli per i quali l’AD è poco valutato: in questo caso le regole per definire l’AD sono 

fornite dal modello stesso ma possono essere applicate solo manualmente. Ad esempio: 

il software EPISuite indica che i risultati del modello sono validi se la sostanza chimica 

bersaglio presenta caratteristiche che rientrano in un certo intervallo e se il numero di 

frammenti chimici non supera un determinato valore. I calcoli per individuare i range 

di validità sono da eseguire a mano per ciascuna sostanza [48]; 

3) modelli per i quali AD è valutato e descritto: questi modelli non forniscono solo la 

previsione richiesta ma anche una descrizione dettagliata di controllo del dominio di 

applicabilità. In questo caso, l’esperto deve verificare ed approvare qualsiasi risultato 

prodotto dal software attraverso tre fattori principali che compongono un modello 

QSAR: la parte tossicologica, la parte chimica e l’algoritmo utilizzato per la 

modellazione [48]. Un esempio di implementazione di questo modello è la piattaforma 

VEGA, che fornisce un valore quantitativo, definito come indice AD (applicability 

domain index), tramite la considerazione di composti simili nel training set del modello. 

Il calcolo dell’ADI si basa su fattori come: l’accuratezza e la somiglianza dei risultati 

su composti simili e la concordanza del valore previsto con i valori sperimentali ricavati 

da altri composti. 

 
1 Si intende il composto in esame.  
2 L’AD è una regione teorica che include le informazioni sul training set del modello e permette di calcolare 
l’incertezza della predizione dei risultati. 
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Ogni modello, a causa di un diverso AD, fornirà risultati limitati se utilizzato per testare 

sostanze chimiche appartenenti a classi molto diverse, per questo è fondamentale scegliere 

accuratamente il modello adeguato ad uno specifico studio. 

La ricerca sui sistemi in silico è incentivata dalla necessità di ampliare la ricerca scientifica con 

approcci integrati e combinati di modelli QSAR. 

In generale, i sistemi di modelli tendono a dare risultati migliori quando sono molto differenti 

tra di loro. La differenza può essere raggiunta in molteplici modi, per esempio, utilizzando set 

di dati o parametri di addestramento differenti per ogni singolo classificatore oppure 

combinando tra loro diversi classificatori (regressione lineare, alberi decisionali o macchine 

vettoriali di supporto).  Una delle misure utilizzate per quantificare questa differenza è la 

“diversità Q” [49]. Considerando due classificatori A e B, il parametro Q può essere 

determinato a partire dai valori Nt e Nf che rappresentano rispettivamente il numero di dati 

previsto correttamente o erroneamente da entrambi i classificatori; Na invece indica il numero 

di dati predetto correttamente da A ma erroneamente da B e viceversa Nb. 

 

𝑄 =
𝑁𝑡 ⋅ 𝑁𝑓 − 𝑁𝑎 ⋅ 𝑁𝑏

𝑁𝑡 ⋅ 𝑁𝑓 + 𝑁𝑎 ⋅ 𝑁𝑏
 

 

L’equazione assume valori positivi se le stesse istanze sono correttamente classificate da 

entrambi i classificatori e valori negativi in caso contrario, mentre la differenza massima è per 

Q = 0.  

L’integrazione dei singoli modelli QSAR può avvenire tramite cinque differenti metodologie 

(Figura 3.1): 

1) metodi algebrici e di voto: questi rappresentano l’integrazione di più programmi che 

elaborano l’output di diversi modelli. Ad esempio, tramite il software TEST l’utente 

lancia diversi modelli e tutti i risultati vengono considerati equamente validi. In questo 

caso è l’utente che si occupa manualmente di verificare l’affidabilità di ogni singolo 

output; 

2) metodi di pesatura: diversamente dal metodo precedente, i risultati di ogni singolo 

modello hanno un peso differente. Quest’ultimo si può basare su diversi criteri tra cui, 

per esempio, la sostanza bersaglio o l’affidabilità dei modelli per una determinata 

categoria di sostanze. I metodi di pesatura permettono di non scartare risultati 

potenzialmente utili [48]; 
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3) metodi ibridi: alcuni modelli in silico vengono combinati in sistemi intelligenti ibridi 

[50] che, differentemente dai metodi precedenti dove i modelli venivano integrati a 

posteriori, l’integrazione è pianificata a monte. I sistemi intelligenti ibridi possono 

essere classificati in autonomi o integrati. I primi uniscono più tecniche in un solo 

modello computazionale condividendo le strutture dati, i secondi si concentrano 

sull’interazione di più modelli computazionali differenti [50]. Un esempio è il modello 

ibrido CAESAR che si occupa di prevedere se una sostanza è mutagena o meno. Per 

aumentarne la sensibilità del modello un secondo modello viene integrato a quelle 

sostanze che hanno dato esito negativo [51], se l’output del secondo modello prevede la 

mutagenicità il software si arresta altrimenti, viene applicato un terzo modello con una 

struttura ancora differente che verifichi ulteriormente la mutagenicità o meno; 

4) metodi di apprendimento: costituiscono un ulteriore passo in avanti verso una maggiore 

integrazione dei risultati dei diversi modelli. Nello specifico, questi metodi sono 

strutturati e composti non solo da informazioni a priori, ma sono anche capaci di 

espandere il proprio database con informazioni acquisite durante le simulazioni [48]; 

5) metodi basati sulla valutazione degli esperti: il giudizio di esperti fornisce informazioni 

utili per comprendere al meglio come gestire i risultati dei diversi modelli. Le 

valutazioni si basano su una serie di passaggi necessari, tra cui, l’eliminazione dei dati 

con bassa affidabilità e l’esclusione dei dati fuori AD [48]. 
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Figura 3.1: metodi di integrazione dei modello QSAR 

 

Di seguito vengono analizzate due prassi di integrazione degli output di modelli QSAR.  

 

 

 

3.1.1 Integrazione con read – across 

Il read – across, applicabile ad uno numero ristretto di sostanze chimiche, si basa su 

estrapolazioni da composti ricchi di dati a composti poveri di dati, sulla base della somiglianza 

chimica percepita [52]. Infatti, se i risultati di diversi modelli concordano, la valutazione risulta 

semplice e l’unico nodo è legato al loro livello di affidabilità. Invece se non sono presenti 

composti strettamente simili la valutazione read – across risulta debole e i risultati di altri 

modelli QSAR possono essere più informativi. Questa metodologia viene applicata 

necessariamente per coppie o gruppi di composti con strutture simili ma attività diverse [53]. 

In generale, non tutti i modelli QSAR si prestano a questa metodologia ma alcuni, come VEGA 

e TEST, che si basano su protocolli automatici, forniscono i dati sperimentali sulle sostanze 

chimiche in modo da facilitare il processo di read – across. Esistono anche, modelli statistici 
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QSAR basati su k-nearest neighbor (kNN) che possiedono read - across integrato. Inoltre, alcuni 

software sono stati progettati specificatamente per questo metodo, tra i quali [48]: 

1)  il toolbox dell’OCSE che consente all’utente di eseguire il read – across e fornisce la 

possibilità di esplorare i diversi meccanismi associati all’effetto tossico di una sostanza 

chimica; 

2) AMBIT offre una libreria per il read – across e include le sostanze registrate nel REACH 

(registrazione, la valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche); 

3) Toxmatch offre un’altra libreria open-source per la valutazione della somiglianza tra 

più proprietà, facilitando il read – across; 

4) ToxRead si occupa di mostrare graficamente le sostanze chimiche simili e gli allarmi 

strutturali indicando quali composti simili presentano gli stessi alerts. 

 

3.1.2 Ensemble 

Il metodo ensemble integra più modelli. Questo metodo apporta miglioramenti rispetto ad un 

singolo modello poiché evita il rifiuto a priori di parte delle evidenze che potrebbero essere 

disponibili in altri modelli. Inoltre, l’unione dei loro output può ridurre l’effetto del rumore 

casuale nei dati ed evitare le sovra o sottostime [54]. 

Questo metodo presenta però delle limitazioni legate non solo alla complessità di integrazione 

tra i numerosi modelli ma anche alle tempistiche e costi proibitivi. 

 

Nonostante la presenza di vari metodi in grado di integrare i risultati dei modelli QSAR, al 

momento non risulta sia stato validato alcun modello, a causa delle incertezze relative al loro 

uso nella stima della tossicità delle sostanze chimiche. Attualmente, non è ancora possibile 

rinunciare completamente ai modelli animali, dal momento che soltanto un organismo vivente 

può permettere di valutare sulla base di evidenze scientificamente provate le complesse 

interazioni indotte da un farmaco o da altra sostanza chimica. Tuttavia, i modelli in silico, che 

pure possono essere alimentati dai dati raccolti in vivo consentono di acquisire risultati in tempi 

brevi e a basso costo senza il sacrificio degli animali. 
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Conclusioni 

Il presente elaborato si focalizza sulla ricerca e l’analisi delle alternative alla sperimentazione 

animale. I modelli animali sono ancora oggi lo standard per la ricerca medica grazie alla loro 

capacità di riprodurre, almeno in parte, i complessi processi fisiologici umani. Nonostante ciò, 

la maggior parte delle terapie non supera i test clinici ed è per questo necessario che la ricerca 

proceda nello studio di nuove alternative che non prevedano l’utilizzo animale, sia per questioni 

etiche che per abbattere i costi di gestione di uno studio mantenendo allo stesso modo invariata 

la qualità dei risultati. 

I microrganismi e gli invertebrati sono le varietà più semplici di organismi viventi in grado di 

mostrare proprietà biologiche simili a quelle umane, permettendo di studiare lo sviluppo di una 

malattia o gli effetti di un farmaco durante tutto il ciclo di vita. In particolare, il lievito di birra 

non solo ha tempi di gestazione molto brevi che consentono di coltivarlo ed analizzarlo in breve 

tempo, ma è uno dei modelli fondamentali nella ricerca genetica e per lo studio delle malattie 

neurodegenerative, grazie alla ricombinazione omologa. Il moscerino della frutta, invece, è uno 

degli invertebrati più utilizzati nella ricerca in quanto i suoi complessi stadi di vita permettono 

di studiare lo sviluppo delle malattie lungo l’intero processo della breve vita dell’invertebrato. 

È chiaro però che questi organismi non solo non risolvono il problema etico legato alla 

sperimentazione animale ma le loro dimensioni e strutture semplificate rendono difficile la 

trasposizione degli studi sull’uomo.   

Le colture cellulari 2D permettono lo studio dei famaci riducendo o eliminando completamente 

l’uso di animali attraverso lo studio di varie tipologie di cellule in ambienti controllati che 

permettono di ricreare le condizioni fisiologiche dell’uomo. Questo avviene su una superficie 

limitata, causando l’eliminazione dell’interazione delle cellule con gli ambienti circostanti e di 

conseguenza riducendo l’efficacia dello studio. D’altra parte, i modelli 3D rappresentano 

meglio la complessità del tessuto reale, sia rispetto agli studi in vivo che ai modelli 2D.  

Come si evince dal primo capitolo, esistono 3 approcci differenti ai modelli 3D, i quali 

presentano vantaggi e svantaggi per la ricerca scientifica. La ricostruzione di organi attraverso 

la semina cellulare su scaffold 3D è molto avanzata, in quanto ad oggi risultano realizzati 

modelli di quasi tutti gli organi del corpo umano basandosi su colture primarie a basso costo ed 

alta disponibilità. Per questo è possibile realizzare singoli modelli ma non intere simulazioni 

del corpo umano o dell’interazione tra organi. La ricostruzione tramite biostampa 3D permette 

di utilizzare non solo cellule vive, ma anche biomateriali e biomolecole anche se necessita di 

un prolungato tempo di maturazione e va incontro alle difficoltà legate alla stampa di più 
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tipologie di cellule. Per questo, ha bisogno di tempo per poter essere perfezionata e 

maggiormente impiegata. Nel caso del modello cardiaco, la composizione cellulare di 

cardiomiociti e cellule non miocitarie si occupa dello studio della cardiotossicità dei farmaci.  

Infine, è noto che l’espianto di organi consente di avere l’intero organo a disposizione per lo 

studio, rendendolo perfetto qualora si dovessero svolgere ricerche sull’intero organo e solo su 

quest’ultimo, senza vagliare le interazioni con i sistemi circostanti.  

L’analisi fin qui svolta va incontro non solo alla scarsa disponibilità di materiale ma anche agli 

elevati costi di gestione nel mantenere a lungo perfusa una superficie di grandi dimensioni.  

Nel secondo capitolo vengono analizzate alternative che comprendono colture cellulari in 

sistemi 3D e simulano le interazioni tra le cellule di ambienti differenti, che replicano la 

struttura fisiologica umana e anche le connessioni strutturali e fisiche tra i differenti sistemi. 

Nello specifico gli organ on chip (OOC) singoli si occupano di simulare il comportamento di 

un organo attraverso modelli meccanici in grado di replicare le forze fisiche che ne attivano le 

funzionalità. È noto che il ruolo principale del cuore è quello di pompare il sangue attraverso la 

contrazione per tutto il corpo umano e il biowire cardiaco OOC, sottoposto a stimolazione 

elettrica, permette proprio di studiare le fasi della contrazione cardiaca e, nello specifico, le 

variazioni dell’intervallo QT. Nel caso del polmone, invece, l’interfaccia alveolo polmonare è 

simulata attraverso l’OOC di polmone che permette di studiare le risposte infiammatorie dei 

polmoni ad alcune specifiche particelle, anche se questo modello è ancora lontano dalla reale 

meccanica respiratoria. Da ultimo, nello studio dei farmaci per sarcoma osseo è stato realizzato 

un modello fluidico in grado di simulare la compressione ossea e verificare la risposta dei 

farmaci al carico. Esistono inoltre dei modelli microfluidici che si occupano di collegare tra di 

loro modelli singoli per studiare le caratteristiche di un insieme di organi che comunicano tra 

loro, come nel caso del metabolismo dei famaci per il 4OC di intestino, fegato, pelle e reni. 

La terza ed ultima parte si occupa di trattare le nuove frontiere dell’intelligenza artificiale dove 

la strada da fare e gli ostacoli da superare sono ancora notevoli. I modelli QSAR aspirano a 

diventare le alternative definitive in quanto privi dell’impiego di materiale biologico e capaci, 

grazie alla potenza computazionale raggiunta ed algoritmi complessi, di effettuare test e 

simulazioni dell’efficacia di determinati famaci in brevissimo tempo. Alcuni esempi sono il 

software CADD che viene impiegato per prevedere il sito di legame del recettore di una 

molecola specifica, evitando di impiegare la sperimentazione animale. Il modello VirtualLiver 

prevede la tossicità dei farmaci per il fegato poiché il metabolismo epatico umano è molto 

differente da quello animale e gli studi su questi ultimi spesso falliscono. 
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In conclusione, è possibile affermare che allo stato attuale la ricerca è ancora lontana dalla 

completa sostituzione della sperimentazione animale, poiché i modelli attualmente esistenti non 

permettono di integrare completamente la complessa fisiologia umana e le ancor più complicate 

interazioni tra i diversi sistemi. Tuttavia, dall’introduzione della regola delle 3R nel 1959 ad 

oggi, sono stati svolti notevoli progressi scientifici sia per quanto riguarda i modelli 3D in vitro 

che attraverso l’introduzione degli organi su chip, il tutto con uno sguardo alle intelligenze 

artificiali che caratterizzeranno il prossimo futuro.   
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