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VVerificare la sicurezza tossicologica dei pro-

dotti a uso umano, e non solo, è sempre più 

un must dell’industria chimica e cosmetica, 

come dimostrano l’introduzione del Regola-

mento REACH e i tanti convegni che sono sta-

ti tenuti sull’argomento. Parlare di sicurezza, 

in questo frangente, implica discutere anche 

dei test che si possono usare per fare le va-

lutazioni tossicologiche, il che ci riporta a un 

tema che abbiamo già trattato più volte, e che 

al contempo non smette di essere interessan-

te e coinvolgete: le alternative alla sperimen-

tazione animale. Il tentativo è quello di effet-

tuare un Total Replacement dei vecchi test su 

animale con metodologie alternative di vario 

genere. Al di là delle motivazioni etiche, che 

in quanto tali possono muovere alcuni e non 

altri, «i test animali presentano degli svantag-

gi oggettivi: costano parecchio alle aziende 

che li devono utilizzare – in alcuni casi anche 

più di un milione di euro per testare una sola 

sostanza – richiedono molto tempo – alcuni 

anche anni – e, in più, sono solo parzialmen-

te predittivi di quanto accade negli uomini, 

dal momento che non siamo topi da 70 chi-

li» spiega Thomas Hartung, tossicologo alla 

Johns Hopkins University di Baltimora, dove 

dirige il centro di ricerca per le alternative ai 

test animali (CAAT-Center for Alternatives to 

Animal Testing). Esistono parecchi esempi di 

sostanze che in animali e possono essere pe-

ricolose nell’uomo, e viceversa. Ricordiamo il 

caso del Talidomide, sostanza che era risultata 

innocua sui topi pur essendo nociva per i feti 

umani, sui quali determina gravi malformazio-

ni. E ce ne sono altri. L’aspirina è un altro im-

portante esempio: questa molecola provoca 

malformazioni negli embrioni di ratti, topi, co-

nigli, criceti e cavie, eppure è sicura nell’uomo. 

Al momento il Replacement è stato compiuto 

solo per alcuni casi, come «i test di gravidan-

za, che una volta si facevano su rane; i test per 

verificare la corrosività e irritazione della pelle, 

che vengono effettuati con pelle artificiale; i 

test per verificare la contaminazione da bat-

teri pirogeni in sostanze farmacologiche, che 

prima si facevano sui conigli e ora avviene su 

sangue di limulo o su sangue umano» elen-

ca Hartung. Eppure, nonostante i tanti fondi 

stanziati negli ultimi anni e i progetti che esi-

stono sia a livello europeo sia mondiale «nella 

pratica i passi in avanti sono stati davvero po-

chi - precisa Costanza Rovida, chimica che 

collabora con il CAAT-Europe, con sede pres-

so l’Università di Konstanz in Germania. - Chi 

lavora in questa direzione si impegna tantissi-

mo, ma siamo ancora troppo pochi».

Alternative alla sperimentazione 
animale: la ricerca va avanti

Stefania Somaré 

Negli ultimi anni sono 
sempre maggiori i fondi 
investiti in ricerca per trovare 
nuove metodologie e 
test Total Replacement
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cuno ha già effettuato il test e ha, quindi, de-

positato l’informazione, questa ti viene data 

direttamente. Il REACH spinge verso l’uso di 

metodologie alternative». E questa è una cosa 

buona. E nel frattempo, vecchi progetti stan-

no finendo e nuovi stanno prendendo il via.

Nuovi impulsi alla ricerca  
di alternative
Attualmente ci sono alcuni progetti davvero 

interessanti in campo: tra questi, «SEURAT-1, da 

Safety Evaluation Ultimately Replacing Animal 

Testing, nato dalla collaborazione della Com-

missione Europea con l’industria cosmetica 

europea, ognuna delle quali ha stanziato 25 

milioni di euro, per colmare le lacune scienti-

fiche ancora esistenti e riuscire a trovare nuo-

ve alternative ai test in vitro. Partito nel 2011 

SEURAT-1 conta al momento 6 progetti pa-

ralleli. La prima fase di questo progetto chiu-

derà nel 2016. Ma non finisce qui – prosegue 

Busquet – dal momento che è stato approva-

to il nuovo programma quadro Horizon 2020 

che prevede per i prossimi 7 anni diversi filoni 

di ricerca nel campo dei metodi alternativi. Al 

momento esiste solo una bozza del Progetto 

definitivo, ma possiamo dire che più o meno 

saranno investiti 80 miliardi di euro. Tra i tan-

ti progetti di ricerca, ne ho identificati circa 

10 che promuovono l’uso di test alternativi a 

quelli animali. I soldi previsti per questi progetti 

sono compresi tra i 60 e i 100 milioni di euro. Il 

primo bando è stato presentato in data 11 di-

cembre scorso alla Commissione Europea, per 

7,8 miliardi investiti». Horizon 2020 non riguar-

derà solo lo sviluppo di metodi alternativi alla 

sperimentazione animale, ma anche cambia-

menti climatici e tanto altro ancora. Accanto a 

questo progetto ambizioso, esistono poi «altri 

finanziamenti, come quelli proposto dall’asso-

ciazione indipendente britannica NC3RS, Na-

tional Centre for the Replacement, Refinement 

and Reduction of Animals in Research. E se al-

larghiamo lo sguardo e usciamo dal vecchio 

continente, dobbiamo nominare il progetto 

statunitense ToxCast – ricorda Rovida. – Negli 

Stati Uniti sono più pragmatici: hanno visto che 

approcci alternativi possono essere molto più 

predittivi e infatti stanno stanziando parecchio 

sia in termini economici che di risorse umane. 

A differenza di noi, vogliono sfruttare questi ri-

sultati: il sistema ToxCast è stato già usato con 

successo per identificare la sostanza migliore 

per disperdere il petrolio versato in mare dalla 

piattaforma del Golfo del Messico. Purtroppo 

non va così bene in tutti i settori e sempre ne-

gli Stati Uniti sta per essere approvata una nuo-

va legge sui cosmetici (Safe Cosmetics Act) che 

va in direzione opposta all’Europa obbligando 

a una serie imponente di test in vivo su tutti gli 

ingredienti cosmetici e in alcuni casi anche sui 

prodotti finiti, per avere l’autorizzazione alla 

commercializzazione. Parallelamente è partito 

anche il progetto Toxoma Umano, in cui si vo-

gliono mappare tutti i possibili meccanismi per 

cui una sostanza chimica può agire in modo 

avverso sull’organismo umano. È un’idea ambi-

ziosa, ma che potrebbe essere davvero rivolu-

zionaria in un periodo medio-lungo. Il punto è 

che ci sono diverse idee per sviluppare metodi 

alternativi, ma da noi poco o niente si fa per sti-

molare la sostituzione di sperimentazioni ani-

mali: non esistono incentivi per chi abbandona 

un test in vivo a favore dell’in-vitro e per chi usa 

test su animali anche quando ci sono alterna-

tive validate non ho mai visto una sanzione». 

Modelli 3D e cellule staminali
Uno degli aspetti più studiati al momento è 

quello dei modelli 3D. «In questo ambito, sono 

tante le tecnologie che stanno nascendo: uso 

di perfusione oppure no; metodo della gene-

razione; uso di cellule singole piuttosto che di 

più tipi. Uno dei metodi che sembra essere più 

promettente è la combinazione di chips con 

microfluidi. In tutti i casi – spiega Hartung – i 

modelli 3D permettono di replicare meglio le 

funzioni di un tessuto. A livello storico, i modelli 

3D esistono già da qualche decina di anni, ma 

solo recentemente sono stati davvero presi in 

considerazione in tutto il mondo. Qui, negli 

Stati Uniti, l’interesse è davvero altissimo e solo 

nell’ultimo anno sono stati investiti 200.000.000 

di dollari». Interessante osservare che tutto que-

sto interesse viene dal Dipartimento della Difesa 

Americano che intende trovare metodi alterna-

tivi alla sperimentazione animale da usare con-

tro sostanze chimiche e biologiche a uso belli-

co e terroristico. «L’interesse della Difesa ha dato 

un’accelerata a tutto il sistema, compreso quel-

lo farmaceutico. Infatti, gli Americani usano, da 

soli, il 60% dei farmaci sotto brevetto prodotti e 

quindi tutte le aziende farmaceutiche seguono 

quanto desiderato dal Dipartimento della Dife-

sa - sottolinea ancora Hartung. Certo, l’interesse 

è anche europeo. E nel Belpaese esiste anche 

un Corso Universitario che insegna proprio a 

lavorare con queste metodiche, oltre che con 

le staminali. Si trova all’Università di Milano ed 

è tenuto dalla dottoressa Francesca Caloni, dal 

titolo “Metodi alternativi alla sperimentazione 

animale”». Un altro ambito di ricerca davvero in-

teressante per lo sviluppo di tecniche in vitro è 

quello delle staminali. Tema estremamente di-

battuto in alcuni Paesi, tra cui anche la cattolica 

Italia, ma che a livello scientifico è davvero mol-

to forte. «Tutto ha avuto inizio nel 1998 quando 

Thompson disse che si potevano usare le cel-

lule umane staminali embrionali per fare ricer-

ca. Oggi, grazie al premio Nobel per la Medicina 

del 2012, Shinya Yamanaka, si possono crea-

re cellule staminali partendo da tessuti umani 

adulti. Quindi, partendo da cellule del sangue o 

I metodi in silicio
Alcun riferimenti online per i più interessati ai test in silicio: esiste un libro introduttivo 
all’argomento (http://www.orchestra-qsar.eu/documents/333) e si trova un libro che 
descrive il metodo e anche un corso introduttivo (http://www.orchestra-qsar.eu/
presentations/online-course-qsar-methods-for-reach/intro). Esistono, inoltre, esempi 
illustrati anche sul sito di VEGA (http://www.vega-qsar.eu/interpretation.html)
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dalla pelle, si può creare una linea cellulare del-

la persona. Questa tecnica che può essere uti-

lizzata per creare, in linea teorica, tutti i tipi di 

cellule. Al momento ci sono successi per cellule 

del cuore e neuroni del cervello ed esistono già 

dei protocolli utili. L’interesse che gira intorno 

a queste cellule, chiamate cellule pluripotenti, 

è che sono sane e quindi permettono di avere 

accesso a ricerche su tessuti sani. Questo è un 

vantaggio enorme e difficile da ottenere in altro 

modo: fino a oggi si sono usate linee tumorali. 

Ma un tumore non segue la stessa fisiologia di 

un tessuto sano». Quindi, come si può fare ricer-

ca tossicologica su cellule che non si comporta-

no come quelle presenti nel corpo sano? «Que-

sta nuova tecnologia è una soluzione ideale a 

questo problema» conferma Hartung. Accanto 

ai test cellulari in vitro, negli ultimi anni molto si 

è fatto anche in un ambito completamente di-

verso: quello basato sul silicio. 

Sistemi in silico per test 
tossicologici
Questa volta, il team di ricerca al centro del di-

scorso è tutto italiano e lavora all’Istituto di Ri-

cerche Farmacologiche del Mario Negri di Mila-

no. A guidarlo, Emilio Benfenati che racconta «i 

primi studi risalgono a più di un secolo fa. Negli 

anni ‘70 del secolo scorso ci sono stati degli svi-

luppi importanti, a opera di gruppi quali quello 

di C. Hansch, che ha studiato una grande serie di 

modelli in cui per famiglie definite di molecole si 

osservavano comportamenti di tossicità e altre 

proprietà proporzionali ad alcuni parametri mo-

lecolari. Negli Stati Uniti i modelli in silico sono 

stati utilizzati e promossi anche da agenzie go-

vernative, quali l’EPA, che ha messo disponibili 

alcuni software, quali EPISuite, proprio per pre-

dire una serie di proprietà soprattutto ambien-

tali. Per la parte tossicologica un altro software 

promosso dall’EPA è Oncologic. Un ulteriore 

gruppo dell’EPA ha sviluppato T.E.S.T., che pure 

predice un buon numero di proprietà tossico-

logiche. Anche il Canada utilizza tali metodi. In 

Europa il loro uso è più relegato ad applicazioni 

accademiche, perché vi è una certa diffidenza 

da parte delle autorità. Diverso è il caso delle in-

dustrie, che spesso usano metodi in silico, per le 

attività di screening e lavori interni. Al momento 

sono a disposizione alcune centinaia di metodi 

in silico, alcuni dei quali possono essere visionati 

su http://www.antares-life.eu/. Tuttavia, la effetti-

va capacità di utilizzo deve essere valutata caso 

per caso, in relazione alla sostanza specifica. Il 

progetto della CE ANTARES prima e ora più ap-

profonditamente il progetto CALEIDOS (www.

caleidos-life.eu) stanno valutando per qualche 

decina di programmi la loro effettiva capacità 

predittiva. In generale tale possibilità dipende 

da quanti esempi esistono per molecole simili. 

Infatti, i metodi in silico sono analoghi ai metodi 

statistici: se vi è una buona casistica il metodo 

è più affidabile, altrimenti l’incertezza aumenta. 

Le proprietà chimico-fisiche sono predette ab-

bastanza bene. Vi sono modelli utili per la mu-

tagenesi, secondo il test di Ames. Anche per il 

fattore di bioaccumulo nel pesce alcuni modelli 

sono utili. Quando ci si sposta verso proprietà di 

tossicità cronica la complessità dei fenomeni e la 

limitazione dei dati disponibili non consente di 

ottenere metodi sostitutivi di quelli correnti. Oc-

corre sempre valutare il risultato specifico a se-

conda della sostanza in esame. Un modello può 

andare bene per una sostanza ma non per un’al-

tra. È preferibile utilizzare più metodi in silico in-

sieme e poi valutare nel loro insieme i risultati. 

Diverso è il caso in cui l’interesse sia di fare uno 

screening su grandi numeri di molecole: in que-

sto caso i metodi in silico sono fra i più promet-

tenti ed efficienti». Ma come funzionano questi 

metodi? «I metodi in silico utilizzano come uni-

ca fonte d’informazione la struttura chimica: in 

alcuni casi le proprietà usate sono dei descritto-

ri molecolari generali, come cariche elettriche e 

peso molecolare, in altri si guarda la presenza di 

gruppi specifici, associati alla tossicità. Per alcu-

ne proprietà più semplici, quali quelle chimico-

fisiche, il fattore di bioaccumulo, la mutagenesi, 

in parte la tossicità acquatica, esistono metodi 

validi. Il risultato, se interessa la sostanza singola, 

e non lo screening di molte sostanze, dovreb-

be essere valutato da un esperto, guardando le 

sostanze simili, come illustrato nella piattaforma 

VEGA (http://www.vega-qsar.eu), per esempio. In 

ogni modo, questi modelli sono sempre utiliz-

zabili in una prospettiva di weight of evidence 

(peso dell’evidenza), ovvero, integrando i risul-

tati da più fonti. Ci sono comunque degli svi-

luppi continui e la situazione sta evolvendo ra-

pidamente, con un numero sempre maggiore 

di iniziative anche in Europa. Per esempio la CE 

ha finanziato due nuovi progetti, PROSIL e EDE-

SIA, che stanno valutando come usare metodi 

in silico per valutare i coloranti (PROSIL) e come 

individuare sostanze che possano rimpiazza-

re altre sostanze che sono interferenti endocri-

ni (EDESIA). Anche in tale caso i metodi in silico 

serviranno per lo screening iniziale». Insomma, i 

movimenti ci sono…resta da capire quando an-

che in Europa si passerà dalla semplice ricerca, 

alla pratica.
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% Specie 1996 1999 2002 2005 2008 2011
Roditori e conigli 81,3 86,9 78,5 77,5 82,2 80,0
Animali a sangue freddo 12,9 6,6 15,4 15 15,9 12,4
Uccelli 4,7 5,4 5,4 6,4 5,9
Artio e Perissodactyla 1,2 1,2 1,1 1,4 1,2

I numeri della sperimentazione animale
Lo scorso 5 dicembre la Commissione Europea ha pubblicato un documento 
riguardante i numeri della sperimentazione animale in Europa. Il documento è lungo, 
ma forse bastano alcuni dati per far capire come, nonostante i tanti sforzi fatti nel 
passato e nel presente, i numeri restano sempre uguali. Basta guardare la tabella 
sottostante che mette a confronto le percentuali di animali usate in vari anni, ciò 
nonostante si è osservata una diminuzione nell’uso di topi, ratti, scimmie e proscimmie. 

Scopri  
gli altri 

contenuti  
sul web.
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