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Sperimentazione in vivo
La sperimentazione in vivo utilizza gli animali come modelli 

sperimentali. 

� Una condizione che permette di 

studiare processi biologici e 

comportamentali fondamentali

� Una possibilità di indurre processi 

patologici che riproducano, 

almeno per certi aspetti, lo stesso 

fenomeno patologico osservato 

negli umani, o in altre specie 

animali

Il modello animale è 

definito come:



La sperimentazione animale tra passato e futuro

Ieri…

Oggi…



Cosa è un metodo alternativo

METODI ALTERNATIVI ALLA SPERIMENTAZIONE ANIMALE



Sperimentazione in vitro:

Studi sviluppati con l’utilizzo di microrganismi, cellule e/o molecole di natura 

biologica al di fuori del loro normale contesto biologico.

Sperimentazione in vivo:

Studi sviluppati mediante la valutazione degli effetti di differenti sostanze 

biologiche su di un organismo vivente, che sia esso appartenente al regno 

animale, uomo incluso, o vegetale.

Sperimentazione ex vivo:

Studi sviluppati su di un tessuto mantenuto 

vivente all’esterno del suo organismo 

originale.

Sperimentazione in silico:

Studi sviluppati mediante l’ausilio di supporti 

computerizzati oppure attraverso processi di 

simulazione al computer.

Sperimentazione in vitro



Toxicokinetics (absorption, distribution, metabolism , storage, and excretion of a 
chemical) and toxicodynamics (effects of the chemical and its metabolites on an 
organism

Goldberg & Frazier (1989).

In vivo model In silico model

In vitro model

Coerenza delle informazioni



Quadro normativo



Decreto  Legislativo 04 marzo n. 26/2014
Capo V 

Art. 37 Approcci Alternativi
Comma 2

Il Laboratorio Substrati Cellulari ed Immunologia Cellulare dell’IZSLER, è stato 
individuato come punto di contatto unico incaricato di fornire consulenza sulla 
pertinenza normativa e sull’idoneità degli approcci alternativi proposti per gli 

studi di convalida. 

Il Centro di Referenza Nazionale per i metodi alternativi, benessere e cura degli animali 

da laboratorio ha integrato il Centro di Referenza Nazionale per i Substrati Cellulari con 

le attività da esso svolte.

Quadro normativo



Cosa è la validazione?

VALIDAZIONE «REGOLATORIO»

VALIDAZIONE: 
«conferma attraverso esame e l'apporto di evidenza oggettiva che i 
requisiti particolari per l'utilizzazione prevista siano soddisfatti»

VALIDAZIONE «SCIENTIFICA»



Percorsi di validazione

Validazione PREDITTIVA

• Non esistono dati valutabili
• Nuovi dati sperimentali
• Vantaggi, limiti del test

Validazione RETROSPETTIVA

• Esistono già dati consultabili
• Validazione anche parziale di dati

• Validazione anche solo di pochi step



Percorsi di validazione

Un metodo rappresenta un «sistema sperimentale» che può fornire una 
serie di informazioni che spaziano dalle caratteristiche chimiche di una 

sostanza agli effetti avversi, etc.

Gli studi di validazione possono essere indirizzati verso diversi scopi

Individuazione nuovi 
endpoints Sostituzione di un test

Miglioramento di un 
test già esistente

Sviluppo di un nuovo 
metodo

Revisione di un 
metodo già presente



Percorsi di validazione

Si possono individuare 5 categorie di metodiche/strategie da utilizzare 
per un percorso di validazione

Metodo di screening
• Rapido

• Test preliminare
• Riduzione

• Non è sufficiente per un’analisi del rischio completa

Metodo definitivo
• Caratterizza un potenziale rischio definito

• Informazioni dose/risposta, effetti avversi
• Insieme ad altri test fornisce dati completi

Metodo di sostituzione
• Disegnato per sostituire in modo completo un test già in uso

• Deve fornire vantaggi rispetto al test in uso
• Deve soddisfare criteri rigorosi per dimostrare le medesime 

informazioni o superiori rispetto al test da sostituire



Metodo accessorio
• Fornisce dati complementari 

• E’ utile nel pannello completo della valutazione di una sostanza

Percorsi di validazione

Pannello di test
• Test eseguiti nello stesso tempo o in sequenza ravvicinata

• Sono tutti test complementari fra di loro
• L’insieme dei test viene trattato come un unico metodo



Percorsi di validazione



Validazione metodi alternativi: ECVAM  



EURL ECVAM 

Sviluppo/ottimizzazione 
del test

Consenso 
regolatorio/Riconoscimento 

Internazionale

VALIDAZIONE

Validazione metodi alternativi



• Interazione con le parti interessate 

(PARERE) e con il relativo forum 

(ESTAF) 

• Collaborazione internazionale (ICATM) 

e network di laboratori di validazione 

(EU-NETVAL)

Percorso di validazione



PARERE

• Verifica del regolatorio e delle potenzialità test proposti e strategie 

• Facilitare il flusso di informazioni tra EURL ECVAM ed l’autorità 
regolatoria nell’ambito dello sviluppo e validazione dei metodi

• Identificazione di esperti del regolatorio per la partecipazione a determinati 
gruppi di lavoro/ricerca

• Fornire commenti alle raccomandazioni fornite da ECVAM

• Supportare e promuovere il ruolo di EU-NETVAL



ESTAF

• Facilitare ed implementare il dialogo tra le parti 
interessate

• Fornire aggiornamenti relativi all’applicabilità di 
metodi dal punto di vista dell’utilizzatore

• Comunicare aggiornamenti scientifici

• Discutere gli aspetti teorico/pratici dello 
sviluppo /validazione e uso dei metodi

• Fornire una piattaforma di supporto e 
partecipare alle attività di ECVAM

• Fornire commenti sulle bozze delle 
raccomandazioni di ECVAM



ICATM

• Stabilire cooperazioni 
internazionali per i punti critici di 
studi di validazione 

• Armonizzare le raccomandazioni 
per implementare i metodi 
alternativi

• Verificare che i metodi alternativi 
approvati dal regolatorio
garantiscano la stessa sicurezza 
per persone/animali ed ambiente 
rispetto ai metodi in vivo



EU-NETVAL

• Implementazione della Direttive Europea 
63/2010

• Partecipazione a studi di validazione di metodi 
alternativi

• Partecipazione a meeting annuali per focalizzare 
l’attenzione sui nuovi punti di interesse

• Collaborazione internazionale nello 
sviluppo/applicazione di metodi alternativi



Submission to ECVAM

Presubmission

Per una valutazione preliminare

del metodo

Complete submission

Compilazione di un formato

dettagliato.

Decisione finale per il percorso

di validazione



In vivo

II IV VI

In vitro 3D

Cornea in vivo Cornea in vitro

Validazione Metodi Alternativi



Dall’ in vivo all’ in vitro



Colture cellulari tra passato e futuro



Test di Tumorigenicità in vitro



Utilizzo di supporti colturali chimici 

vs animali:

SERUM-FREE E TRIPSINA ARTIFICIALE 

Aspetti pratici

• Adattamento graduale

• Standardizzazione 

dell’ambiente di crescita (no 

controlli microbiologici)

• Nessun contaminante di origine 

animale

Aspetti Etici

• SFB ottenuto da feti 

• Benessere animale

• Approccio alternativo

Sistemi totalmente «Animal Free»



Sciencedirect.com

Sistemi totalmente «Animal Free»



LAL TEST



PRINCIPIO DEL TEST



OGGI



L’ALTERNATIVA AL METODO ALTERNATIVO….



LAL «SINTETICO»



SPECIFICITÀ A CONFRONTO



Percorso di validazione



Fish Embryo Test



Valutazione Thyrotropin -releasing hormone
(TRH)

Sistema che si basa sono una linea cellulare modificata

in grado di esprimere differenti recettori funzionali, in

grado di evidenziare il comportamento dello ione

calcio.

Questo sistema permette di valutare lo stato funzionale della

tiroide, dopo aver stimolato le cellule con differenti composti

chimici.



� I metodi alternativi alla sperimentazione 

animale rappresentano una fondamentale 

fonte di innovazione

� Forniscono informazioni differenti rispetto 

al modello in vivo

� Difficoltà di esecuzione e di validazione

� Costi spesso molto elevati

� Laboratori dotati di tecnologia scientifica di 

alto livello

� Rappresentano il futuro della 

sperimentazione clinica

� Investimenti sia in ambito pubblico sia 

privato

Conclusioni




