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RELAZIONE SUL RICORSO ALLA SPERIMENTAZIONE ANIMALE PER LE
SOSTANZE D’ABUSO E XENOTRAPIANTO

1 Premessa

Il presente documento ¢ stato predisposto come aggiornamento a quanto gia inviato nel corso
dell’anno 2016. Il riferimento normativo ¢ rappresentato dal DLGS 26/2014 art. 42. comma 2 ¢
consegue alla valutazione e monitoraggio dei metodi alternativi all’utilizzo di animali per le
disposizioni di cui all’art. 5 comma 2 d) — Non possono essere autorizzate le procedure per
Xenotrapianti - € art.5 comma 2 €) - Non possono essere autorizzate le procedure per le ricerche sulle

sostanze d’abuso.

La relazione ¢ stata predisposta grazie alla collaborazione scientifica dei seguenti esperti nelle

rispettive materie di interesse:

Prof. Cristiano Chiamulera. Dipartimento di Diagnostica e Sanita Pubblica. Settore scientifico

disciplinare: Farmacologia. Universita di Verona.
Prof. Gaetano Di Chiara. Dipartimento di Scienze Biomediche. Universita di Cagliari

Prof. Cesare Galli, DVM, PhD, Avantea e Fondazione Avantea Onlus, Cremona

Dr. Emanule Cozzi, MD, PhD. Dipartimento di medicina Trasfusionale. Unita di Immunologia dei

Trapianti. Universita di Padova
Prof. Giuseppe Remuzzi, Direttore Istituto Mario Negri

Dr. Giuliano Grignaschi, DVM, Responsabile del Benessere Animale Direzione servizi per la ricerca

Universita degli Studi di Milano
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2 Farmaci con potenzialita d’abuso

2.1  Accertamento del potenziale di induzione di abuso.

Come gia evidenziato nella precedente relazione, ¢ necessario effettuare alcune precisazioni
prodromiche al fine di rendere maggiormente chiaro cosa si intende per sostanze d’abuso e come

vengono studiate.

Il riferimento regolatorio per la verifica delle sostanze oggetto della presente relazione, ¢
rappresentato dalla lista approvata da Food and Drug Administration (FDA) condivisa da EMEA nel

2013 e sintetizzata nella tabella n°1.

Inoltre, sul sito del Ministero della Salute alla voce Tabelle stupefacenti e psicotrope” sono
disponibili le tabelle aggiornate relative ai medicinali a base di sostanze attive stupefacenti e
psicotrope di corrente impiego terapeutico ad uso umano o veterinario. In sintesi, esse si suddividono
in quattro differenti tipologie:
Ne1:

e Oppio e derivati oppiacei (morfina, eroina, metadone ecc.)

e Foglie di Coca e derivati

e Amfetamina e derivati amfetaminici (ecstasy e designer drugs)

e Allucinogeni (dietilammide dell’acido lisergico — LSD, mescalina, psilocibina, fenclidina,

ketamina ecc.)

N°2:

e Cannabis
N°3:

e Barbiturici
N° 4:

e Benzodiazepine
Da ultimo, ¢ disponibile una tabella in cui vengono riportati i medicinali contenenti sostanze attive

ad attivita farmacologica.

Queste ultime si suddividono in quattro gruppi indicati con le lettere alfabetiche (A, B, C, D) e

comprendono:

A. Medicinali a base di morfina e sostanze analgesiche oppiacee
B. Medicinali di origine vegetale a base di Cannabis

C. Barbiturici
D

. Benzodiazepine (diazepam, flunitrazepam, lorazepam)
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Ogni nuovo composto chimico/sostanza farmacologicamente attiva che attraversa la barriera emato-
encefalica, indipendentemente dal fatto che il sistema nervoso centrale (SNC) possa costituire la sede

dell’azione terapeutica, deve essere sottoposto ad una serie di accertamenti consistenti in differenti
passaggi.

Questi rappresentano le basi da cui partire per ottenere delle sostanza idonee ad essere impiegate

come farmaci; nello specifico, si possono definire tre fasi di valutazione:
1. fase preliminare di screening che comprende test in vitro
2. indagini precliniche da svolgersi in modelli animali

3. trials clinici da condursi in pazienti umani successivamente all’ottenimento di solide evidenze

sperimentali in modelli animali.

Entrambe le indagini in vivo hanno il fine di accertare la potenziale induzione d’abuso, tolleranza e/o

dipendenza fisica della sostanza/farmaco in oggetto.

La “Food and Drug Administration — FDA” ¢ l'ente governativo statunitense che si occupa della
regolamentazione dei prodotti alimentari e farmaceutici inclusi vaccini, dispositivi medici,
emoderivati e tutti gli altri prodotti impiegati a salvaguardia della salute pubblica. In questo contesto,
viene fornita la definizione di sostanza d’abuso, come un’ampia gamma di
prodotti/sostanze/farmaci che, in linea generale, agiscono sul SNC, risultano provviste di
caratteristiche farmacologiche sovrapponibili a quelle possedute da altre sostanze note essere
causa di potenziale dipendenza (abuse potential), e possono essere associate a vari effetti sulla

psiche (sedazione, euforia, cambiamento dell’umore).

Nel contesto europeo, 1’Agenzia Europea dei Medicinali — EMA, coinvolta nella valutazione dei
medicinali, propone la seguente definizione: le sostanze d’abuso come quelle sostanze in grado di
indurre una sindrome da dipendenza le cui caratteristiche rientrano nella “International
Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems”, revisione 10 (ICD-10). La
sopracitata sindrome si contraddistingue per una serie di atteggiamenti comportamentali, cognitivi e
fisiologici conseguenti all’uso/assunzione ripetuta di sostanze/farmaci, di cui il soggetto non puo
evitare I’impiego (desiderio incontrollato o applicazione terapeutica/farmacologica) nonostante gli

effetti dannosi e gravi derivanti dalla sua assunzione.
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2.2 Fasidella ricerca, sviluppo e controllo delle sostanze previste dalla norma.

Il ricorso alla sperimentazione animale € perseguito per tre diversi ambiti operativi:
1) ricerca di base;
2) ricerca traslazionale;
3) adempimenti di tipo regolatorio.

Ricerca di base

Gli studi di nuovi farmaci e sostanze d’abuso condotti negli animali da laboratorio e nei primati non
antropomorfi hanno contribuito ad acquisire informazioni relative alle basi biologiche della esigenza
nell’uomo di assumere una sostanza. A questo riguardo appare fondamentale sottolineare come le
basi della farmacodipendenza siano comuni ad altre forme di dipendenza, come quella da cibo e/o

varie dipendenze di tipo non farmacologico (per es. gioco d’azzardo patologico).
Ricerca traslazionale

Utilizza il modello animale per lo studio e lo sviluppo di nuovi farmaci e/o di nuovi interventi psico-
comportamentali (per es., interventi che facilitano I’estinzione del comportamento di assunzione di
farmaci), fra i quali si riconoscono quelli che in un approccio integrato siano finalizzati all’intervento
terapeutico farmacologico e psicoterapico dei pazienti sofferenti di un disturbo da uso di sostanze
(DUS; come da definizione del Manuale Diagnostico e Statistico dei Disturbi Psichiatrici, ed. 5;
DSM-5, American Psychiatry Association 2013) legali e/o illecite (alcool, tabacco, droghe), cosi

come anche da cibo e altre dipendenze non farmacologiche (per es. gioco d’azzardo patologico).
Adempimenti di tipo regolatorio

L’approvazione e la conseguente immissione in commercio di nuovi farmaci ¢ subordinata alla
valutazione di parametri finalizzati ad accertare innocuita ed efficacia delle sostanze attive, oltre che
alla determinazione della potenziale induzione della dipendenza alla sostanza stessa nel soggetto

trattato/esposto.

Nelle linee guida del’EMA vengono indicate le principali classi di principi attivi, fra i quali si
riconoscono: oppiacei, stimolanti del SNC, sedativi, ansiolitici ed altre tipologie di farmaci. Una
particolare attenzione ¢ rivolta a categorie farmacologiche innovative per le quali non sono disponibili

standard di riferimento (diagramma allegato).

Per tutte le classi di sostanze attive, come pure per le nuove tipologie di prodotti, I’eventuale

immissione in commercio deve essere obbligatoriamente preceduta dal perseguimento di un percorso
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finalizzato ad evidenziarne le caratteristiche intrinseche. In particolare, il suddetto percorso si

concretizza in tre differenti fasi.

La prima fase consta di una serie di indagini condotte mediante test di laboratorio volti ad acquisire

informazioni dettagliate relativamente ai diversi parametri di riferimento.

Da questo punto di vista, ¢ importante indicare che queste prime fasi vengono condotte a scopo di
screening per individuare le sostanze effettivamente promettenti da sottoporre ai successivi passaggi

necessari per ottemperare alle richieste del regolatorio.

A tale scopo ¢, altresi, opportuno indicare che le metodiche applicate sono eseguite in vitro, pertanto
questo approccio puo essere individuato nell’ambito del principio delle 3Rs come una procedura di

riduzione del numero degli animali impiegati in sperimentazione.
Fase I: indagini di laboratorio
1) identificazione della struttura chimica;
2) accertamento del meccanismo di azione;
3) valutazione del profilo farmacodinamico e farmacocinetico;
4) esecuzione di indagini tossicologiche.

Una volta che i suddetti parametri siano stati accertati e i risultati emersi ritenuti promettenti, si rende
necessario proseguire 1’attivita con ulteriori valutazioni finalizzate ad evidenziare il potenziale rischio

correlato alla induzione della dipendenza da parte della sostanza/farmaco in esame.

Anche a questo livello le indagini debbono essere condotte con tecnologie di laboratorio secondo

quanto indicato di seguito.
FASE Il A: indagini di laboratorio

1) caratterizzazione dei legami ai recettori di organi e tessuti bersaglio;

2) identificazione dei siti di azione farmacologica;

3) accertamento della presenza di metaboliti attivi a livello cerebrale e caratterizzazione degli

stessi;

4) valutazione dell’azione della sostanza in esame sui sistemi di neurotrasmettitori.
A questo punto, nel caso in cui queste prime fasi abbiano evidenziato sostanze promettenti dal punto
di vista terapeutico, ¢ necessario predisporre le analisi precliniche in modello animale (fase operativa
II B), in quanto ¢ imprescindibile valutare gli effetti che le sostanze esercitano sul comportamento e

la capacita di indurre dipendenza farmacologica da parte delle sostanze/farmaci in oggetto.
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La valutazione relativa alla farmacocinetica e farmacodinamica delle sostanze in fase di studio
consentono di raccogliere i dati conseguenti alla esposizione per via sistemica alla sostanza e/o ai

suol metaboliti.

Inoltre, al fine di redigere un protocollo sperimentale corretto ¢ importante identificare la specie target
idonea allo svolgimento delle prove e la concentrazione soglia da utilizzare nello studio. Entrambi

questi aspetti sono dei parametri fondamentali per I’accertamento del potenziale d’abuso.

La scelta della specie e della dose soglia consentono non solo una corretta esecuzione
dell’esperimento, ma anche lo sviluppo di una ricerca che consenta di ridurre al minimo
indispensabile il numero degli animali impiegati e di mirare lo studio in modo tale da non renderne

necessaria la ripetizione in caso di risultati dubbi.

Questa valutazione si rende necessaria sia per la corretta applicazione del principio delle 3Rs sia per
una raccolta dei dati che consenta una valutazione corretta della sicurezza e dell’efficacia della

sostanza in esame.
FASE II B: indagini precliniche nel modello animale

I modelli animali comunemente utilizzati si identificano in primati non umani ¢ in varie specie di
roditori, 1 quali sono sottoposti a valutazioni comportamentali conseguenti alla somministrazione

della sostanza in esame a diverse dosi.

Le metodologie adottate, sono generalmente basate sull’auto-somministrazione o sulla scelta

preferenziale di un ambiente condizionato alle proprieta gratificanti della sostanza studiata.

11 soggetto sottoposto a valutazione clinica, puo reagire con un’auto-somministrazione della sostanza

studiata, in quanto la sua assunzione induce uno stato emozionale favorevole.

Tale comportamento si ritiene essere indice di potenziale d’abuso/dipendenza di una specifica

sostanza anche nell’uomo.

E’ stato accertato che per determinate classi di sostanze con caratteristiche farmacologiche ben
definite, quali stimolanti (cocaina, anfetamine ed altri), oppioidi (analgesici e anestetici) e depressivi
(sedativi, benzodiazepine ed altri) il modello animale nei mammiferi quali ratti e topi ¢ predittivo del

potenziale di induzione dipendenza/abuso nell’uomo.

Viceversa, 1’assenza di un comportamento di auto-somministrazione di una determinata sostanza non
consente di escludere che la stessa possieda potenziale d’abuso, in quanto alcune classi di sostanze

non rivestono alcun interesse per I’animale che non ¢ incentivato ad assumerle.
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Inoltre, il modello animale non puo essere applicato per lo studio di alcune classi di sostanze (per es:
allucinogeni e cannabinoidi) le cui caratteristiche (per es: la solubilita ridotta) non consentono di

ottenere risultati riproducibili ed attendibili.

I test condotti nel modello animale svolgono un ruolo chiave in quanto consentono di definire come
le nuove sostanze possano influenzare lo stato psico-fisico del soggetto e, conseguentemente, il suo
comportamento. Inoltre, i risultati conseguiti nelle indagini condotte su nuovi prodotti permettono di
effettuare un confronto con quelli ottenuti nella valutazione di sostanze con caratteristiche chimiche

e farmacologiche similari.

Le indagini pre-cliniche permettono non solo di determinare la potenziale capacita che una sostanza
possa indurre dipendenza (potenziale d’abuso) conseguentemente ad un processo di adattamento
neurologico, ma anche di valutare gli effetti sullo stato psico-fisico provocati dalla cessazione della
sua assunzione/somministrazione. Infatti, I’interruzione dell’assunzione/somministrazione di una
sostanza/farmaco pud evolvere in wuna sintomatologia grave e debilitante di tipo

psicologico/psichico/farmacologico comunemente indicata come “sindrome da astinenza”.

La sindrome da astinenza puo anche essere indotta da farmaci utilizzati per approcci terapeutici di
tipo cronico e, quindi, prolungati nel tempo; le ricadute conseguenti alla interruzione della loro
assunzione sono molto frequenti. Un esempio significativo a questo riguardo ¢ rappresentato dagli
analgesici oppiodi, 1 quali sono ampiamente utilizzati nella terapia anti-dolorifica, ma sono ritenuti

responsabili di causare dipendenza.

Il modello animale ha contribuito significativamente anche allo studio dei meccanismi neuro-
farmacologici correlati alle ricadute conseguenti alla interruzione della assunzione/somministrazione

di una farmaco/sostanza.

Gli esiti conseguiti nella fase pre-clinica sono quindi fondamentali nella caratterizzazione del

potenziale di abuso dei farmaci ed anche nella valutazione della sindrome da astinenza.

Nel caso in cui le sostanze oggetto della fase pre-clinica siano ritenute idonee, il passaggio successivo

¢ rappresentato dall’indagine in vivo nell’'uomo.
FASE III: trials clinici

Lo stadio finale della sperimentazione sulle sostanze aventi potenziale d’abuso consiste
nell’applicazione del prodotto in esame in pazienti umani e nel follow-up prolungato dei soggetti

trattati.
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Di seguito sono presentati alcuni farmaci attualmente utilizzati in terapia nei pazienti affetti da

farmacodipendenza che hanno concluso I’iter indicato

Tabella n° 1. Farmaci approvati per il trattamento dei disturbi da uso di sostanze da parte della Food
and Drug Administration (in ordine cronologico di approvazione). Approvato da EMEA (European
Medicines Agency) nel 2013. Tratta e modificata da: Chiamulera C. Adattamento della risposta alle
sostanze e tossicodipendenza. In: Farmacologia generale ¢ molecolare. A cura di: Clementi F,

Fumagalli G., UTET, Milano, 2012. Pp. 75-84.

Farmaco Indicazione clinica
Disulfiram Alcolismo
Metadone Sostituzione oppioide

nel trattamento
dell’astinenza

Sostitutivi a base di | Riduzione sintomi di
nicotina astinenza da tabacco

Naltrexone e nalmefene | Riduzione consumo di
alcol e prevenzione
della ricaduta

Bupropione Azione anti-craving e
prevenzione della
ricaduta nei fumatori

Buprenorfina Sostituzione oppioide
nel trattamento
dell’astinenza

Acamprosato Prevenzione della
ricaduta negli alcolisti

Vareniclina Prevenzione della
ricaduta nei fumatori.
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1.1. Ricerca di base sulle nuove sostanze psicoattive

Il meccanismo d’azione delle sostanze psicoattive rappresenta, a tutt’oggi, un argomento molto
complesso nelle differenti fasi di studio. Infatti, ¢ necessaria una valutazione dei principi attivi su
diversi fronti anatomo/fisiologici € comportamentali, i quali, nel loro complesso possono essere a loro

volta elaborati mediante 1’integrazione di diversi approcci: molecolari, cellulari e comportamentali.

Il punto cardine nella valutazione delle sostanze d’abuso ¢ proprio I’induzione della dipendenza che
le stesse possono determinare nei soggetti che ne fanno un uso cronico; tale fenomeno non ¢ legato
al solo effetto farmacologico, ma anche all’associazione di questo con atteggiamenti comportamentali

e stimoli ambientali che si associano alle proprieta introcettive della sostanza.

Questi ultimi effetti non possono essere simulati e/o studiati con metodiche in vitro, in quanto non ¢
possibile, attualmente, fornire dei modelli predittivi che siano in grado di fornire i medesimi risultati

ottenuti con I’impiego dello studio in vivo.

Un esempio in tal senso ¢ rappresentato dall’assunzione di morfina nella terapia del dolore, la
semplice evidenza che la morfina si lega ad uno specifico recettore coinvolto nei fenomeni di
analgesia non ¢ sufficiente a spiegare lo svilupparsi di farmacodipendenza da oppiacei (ovvero, chi
riceve morfina come farmaco per il trattamento del dolore, non diventa automaticamente dipendente

da essa).

Lo studio pluridecennale dei modelli comportamentali che utilizzano gli animali, hanno una validita

scientificamente riconosciuta e che si basa su tre tipi di approccio:

e Face validity, che consente di mimare la condizione clinica, i sintomi e la fenomenologia di

quanto si evidenzia nell’essere umano che soffre di farmacodipendenza

e Construct validity, valutazione dei meccanismi fisiopatologici alla base dei processi psico-

comportamentali.

e Predictivity validity, possibilita di indagare la probabilita di potenziali effetti

terapeutici/tossici di un nuovo farmaco

Come sopra accennato, 1’aspetto cruciale che rende il modello animale ancora il sistema di studio
fondamentale e non sostituibile per la valutazione delle sostanze d’abuso, ¢ proprio la necessita di
valutare quei meccanismi neurobiologici che sono alla base dell’instaurarsi della dipendenza da
questo tipo di sostanze. Le stesse, infatti, agiscono sui meccanismi cerebrali che sono preposti alla
mediazione dei fisiologici ed ancestrali processi motivazionali di ricerca e soddisfazione dei bisogni

primari (alimentazione, riproduzione, etc), andando a modificarli in modo pit 0 meno importante.
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In questo senso, 1'impiego dell’animale consente di ricreare le condizioni fisiologiche e di modificare
le stesse in senso patologico ad opera delle sostanze d’abuso. Tale passaggio rappresenta esattamente

quanto avviene nell’uomo che sviluppa farmacodipendenza.

L’unica alternativa all’uso dei modelli animali attualmente disponibile ¢ la sperimentazione nel
volontario sano, oppure in soggetti utilizzatori di sostanze psicoattive. Nonostante, questo approccio
possa essere necessario nello studio di nuovi interventi terapeutici di disassuefazione, oppure nella
valutazione delle potenzialita d’abuso di farmaci in sviluppo, appaiono evidenti i quesiti etici relativi
alla possibilita di effettuare sperimentazione di base ed identificare nuove sostanze psicoattive
(provenienti per es. da sequestri), di cui sono ignoti gli effetti farmacologici e soprattutto quelli

tossicologici.

Come gia evidenziato nella precedente relazione ed anche nella presente, ¢ importante evidenziare
che, nell’ambito della ricerca, ¢ gia stato compiuto un importante progresso nel senso del principio
delle 3Rs. Infatti, I'utilizzo di metodiche in vitro nelle fasi iniziali della sperimentazione, come
indicato al paragrafo 1.2, consente di ridurre in modo importante 1’utilizzo degli animali e di confinare

la parte relativa alla sperimentazione in vivo solo nella fase finale del trial clinico.

Inoltre, la possibilita di integrare 1 dati provenienti dalle metodiche in vitro e quelle in vivo, consente
di avere una migliore e completa valutazione del meccanismo d’azione del farmaco in tutta la sua

complessita.

2.3 Conclusioni

In conclusione a quanto riportato nella presente relazione, si evince che, attualmente, non sia possibile
eliminare il modello animale nello studio delle sostanze d’abuso, sia per quanto riguarda le nuove
tipologie di sostanze per cui non ¢ previsto alcun impiego terapeutico (droghe), sia per quelle da

destinarsi a terapie farmacologiche.

La possibilita data dalle nuove tecnologie in vitro applicate alle scienze biomediche, consente di
compiere valutazioni di screening fondamentali per non impiegare in modo inutile animali a scopo di
ricerca. L approccio in vivo confinato alla sola fase finale della ricerca, consente un percorso solido
e che garantisce sicurezza ed efficacia nell’impiego dei principi attivi. Da ultimo, € importante
sottolineare come anche I’aspetto inerente ’allestimento delle prove in vivo, sia pensata in modo tale
da ridurre al minimo il numero degli animali impiegati senza andare a scapito dell’attendibilita e

validita dei risultati ottenuti durante il trial clinico.

Pertanto, alla data odierna la completa sostituzione del modello animale nello _studio delle

proprieta d’abuso dei farmaci non ¢ realizzabile in quanto non esistono metodi alternativi in
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orado di valutare gli effetti comportamentali e neurobiologici/psicologici indotti

dall’assunzione/somministrazione di una sostanza. Attualmente, la complessita biologica

caratteristica dell’essere vivente, ed in particolare dei mammiferi, riveste ancora un ruolo chiave e

non puo essere sostituita con alcun modello alternativo di altra natura.

E’ importante sottolineare che si sta valutando la possibilita di impiegare, come richiesto dalla
normativa vigente, organismi viventi a sviluppo evolutivo inferiore rispetto ai mammiferi e
rappresentato da zebra-fish (Danio rerio). Tuttavia, questo potenziale sistema alternativo non ha
ancora un’applicazione reale come sostituto nell’impiego di mammiferi, quali ratti e topi, come

modelli predittivi del potenziali d’abuso dei farmaci nell’uomo.

Si sottolinea comunque la necessita di standardizzare le metodologie perseguite dagli addetti dei vari
Centri e la identificazione di processi di indagine semplificati trasferibili all’'uvomo (Markou et al.,

2008).

Per concludere, ¢ importante sottolineare come la sperimentazione animale abbia permesso e continua
a permettere una maggiore conoscenza della tossicodipendenza, la quale rappresenta un disturbo
psico-comportamentale dagli enormi costi sanitari e socio-economici. La sperimentazione animale ha
permesso quindi di aumentare le probabilita di migliorare il quadro clinico e la qualita di vita delle
persone affette da disturbo da uso di sostanze, ed ha generato le conoscenze per modificare gli stili di
vita in funzione di prevenzione della transizione da un uso ricreativo di sostanze all’abuso

compulsivo.
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Figura n°® 1. Flusso operativo relativo alla determinazione del potenziale d’abuso di una nuova
sostanza (Calderon S., Giarola A., Heal D. 2015)
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3 Gli Xenotrapianti

3.1

3.1.1

Generalita

11 Contesto
I1 trapianto d’organo rappresenta un importante successo della medicina moderna, ma le sue

applicazioni, nonostante le elevate potenzialita di successo, sono limitate a causa
dell'insufficiente disponibilita di organi rispetto alle richieste (Boksa et al., 2015). Questa
disparita tra disponibilita e domanda (donatore/ricevente) porta, in alcuni casi, all’impiego di
organi da donatori subottimali (quali ad esempio donatori ipertesi o con ridotta tolleranza al
glucosio). Inoltre questa condizione spesso pone dei rischi in termini di biosicurezza in quanto
lo stato sanitario del donatore pud, in alcuni casi, non essere noto o difficilmente
determinabile. Al fine di supplire a tale carenza ¢ da tempo oggetto di studio il possibile
ricorso ad organi ottenuti da specie animali (xenotrapianto). Per permettere la futura
applicazione clinica di un programma di xenotrapianto in pazienti in attesa di trapianto
d'organo, gli studi condotti finora in ambito sperimentale si sono focalizzati su tre tematiche

principali, di seguito riportate:

1. messa a punto di tecnologie di “genome editing” volte all’impiego di animali donatori
“ingegnerizzati” con caratteristiche tali per cui i loro organi, una volta trapiantati, non
vadano incontro alla reazione di rigetto attivata dal sistema immune del ricevente.

2. rischio di infezioni con I’obiettivo di ridurre 1'eventuale trasmissione di agenti zoonotici
facendo ricorso ad animali allevati in condizioni ambientali controllate e sottoponendo
1 donatori ad accurate indagini per accertarne le condizioni sanitarie.

3. studio di nuove strategie immunosoppressive in grado di prevenire o controllare la

risposta immunologica nei confronti degli organi di animali trapiantati.

Di seguito vengono brevemente presi in esame i fattori che hanno rappresentato finora i principali

ostacoli allo xenotrapianto, i risultati conseguiti nei numerosi studi condotti dai ricercatori nel mondo

che hanno consentito di superare parzialmente o, in alcuni casi, completamente 1 limiti iniziali, e le

incompatibilita ancora esistenti che necessitano di ulteriori indagini.

La principale specie identificata quale donatore di organi nello xenotrapianto ¢ il suino; viceversa, la

specie fino ad oggi utilizzata quale ricevente nei modelli preclinici di xenotrapianto ¢ stata il primate

non umano. A questo proposito, alla luce di una sempre crescente difficolta nell’utilizzare primati

non umani nella sperimentazione preclinica, sono in fase di messa a punto modelli di xenotrapianto

che utilizzano, come alternativa ai primati, suini portatori di mutazioni genetiche indotte che li

rendono immunologicamente piu simili all’uomo. In particolare, con il genome editing recentemente
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¢ stato possibile ottenere linee di suini KO per il gene GGTA!I (alpha 1,3 galactosyltransferase), il
gene CMAH (cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase) ed il gene B4GALNT?2
(beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 2) e B4GALNT2L. Queste nuove linee genetiche di

suini sono ora utilizzate per le ricerche immunologiche sullo xenotrapianto.

Tale aspetto ¢ ancora piu rilevante per lo studio dello xenoantigene Neu5Gc (acido
neuroaminoglicolico) identificato piu recentemente, che risulta essere molto immunogeno nell’uomo
(Scobie et al., 2013), ma che non ¢ espresso nel primate rendendo il modello suino-primate inutile

per gli studi preclinici volti a valutare la rilevanza di questo xenoantigene nell’uomo.

3.1.2 Aspetti immunologici

(Boksa et al., 2015)

Con I’'impiego di organi prelevati da suini convenzionali, i principali aspetti sfavorevoli allo
xenotrapianto sono ascrivibili al rigetto iperacuto, al rigetto vascolare acuto, all’attivazione del
processo di coagulazione, all’azione citotossica mediata da cellule Natural Killer (NK) ed al rigetto
sostenuto dall'intervento di macrofagi. Di seguito vengono sinteticamente riportate le azioni attuate

dai diversi gruppi di ricerca finalizzate ad eliminare gli aspetti sfavorevoli citati.

a) Rigetto iperacuto
E’ principalmente attribuibile all’espressione dell’antigene Galal,3Gal presente nei glicolipidi e
glicoproteine delle cellule di suino. La prevenzione del rigetto iperacuto ¢ stata perseguita con due
diverse strategie:

1. 1inattivazione del gene che codifica per ’enzima al,3 Galactosiltransferasi negli organi del
donatore. Con questo approccio, negli studi piu recenti nessuno degli organi trapiantati ¢ stato
perso a causa del rigetto iperacuto. Ad esempio, in alcuni casi la sopravvivenza e la
funzionalita dello xenotrapianto di cuore ¢ stata superiore ai 500 giorni e il fallimento del
trapianto stesso ¢ ascrivibile ad eventi non correlati al rigetto iperacuto.

2. creazione di suini transgenici che esprimano proteine regolatrici del complemento
(principalmente CD46, CD59 e CDS55), in grado di proteggere I’organo trapiantato dal danno

mediato dall'attivazione dei vari fattori del complemento del ricevente.
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Entrambe le strategie sono state utilizzate anche congiuntamente con successo per inibire il rigetto

iperacuto.

b) Rigetto vascolare acuto o “rigetto ritardato”

Il rigetto vascolare acuto, piu ritardato rispetto al precedente, ¢ conseguente all’intervento di anticorpi
neoformati, di monociti e cellule NK, e all’attivazione delle cellule endoteliali con deposito di
piastrine e fibrina, e da ultimo comporta la perdita dell’organo trapiantato.

Questa forma di rigetto ¢ particolarmente resistente alle terapie immunosoppressive convenzionali.
Tuttavia, grazie all’impiego di organi ottenuti da animali ingegnerizzati di ultima generazione
associati a nuovi approcci immunosoppressivi (che inibiscono la via di attivazione CD40-CD154),
risultati recenti hanno permesso di evidenziare un prolungamento considerevole della sopravvivenza
di uno xenotrapianto, che in diversi animali ha permesso una sopravvivenza superiore ad un anno, in

assenza di rigetto vascolare acuto (Mohiuddin et al., 2016).

¢) Barriera della coagulazione

Gli organi di animali transgenici trapiantati sono oggetto di processi trombotici che contribuiscono al
rigetto. In particolare, si osservano depositi di fibrina e aggregazione di piastrine con formazione di
trombi nei vasi dell’organo trapiantato.

Lo sviluppo di animali geneticamente modificati volti a ridurre I’incompatibilita immunologica e ad
inibire I’attivazione dei processi trombotici grazie all’espressione di hTM (trombomodulina umana),
associati all’impiego di inibitori della via di attivazione CD40-CD154, hanno risolto in buona parte
il problema rappresentato dalla barriera della coagulazione nel trapianto di cuore in trapianto

eterotopico (Mohiuddin et al., 2016) e ortotopico (Langin et al., 2018)

d) Citotossicita sostenuta da cellule Natural Killer (NK)
A questo riguardo le ricerche sono ancora in corso e hanno l'obiettivo di inibire 1’azione citotossica
diretta delle cellule NK. Infatti, studi in vitro hanno documentato che le cellule endoteliali di suino,
in quanto mancanti del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC 1), vengono lisate

direttamente dalle cellule NK umane.

e) I macrofagi ed il loro ruolo nel rigetto
Essi intervengono principalmente nel rigetto acuto vascolare e cellulare. In quest'ultimo caso, il
macrofago gioca un ruolo determinante nell’attivazione di linfociti T, presentando al linfocita gli
antigeni dell’organo trapiantato. Anche per questo aspetto ¢ probabile che la creazione recente di
suini transgenici che esprimono 1’antigene umano CD47, noto essere un inibitore della fagocitosi,

contribuira a superare 1’ostacolo del trapianto da suino a primate non umano.
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3.1.3 Strategie innovative

Piu recentemente, grazie alle tecnologie avanzate quali “CRISPR/Cas9” (Yang L et al., 2014; Kiani
et al., 2015) ¢ possibile eliminare coppie di uno o piu geni da un embrione di suino in tempi rapidi e
ottenere suini privi degli antigeni maggiormente responsabili della reazione di rigetto o altri eventi
indesiderati quando un organo viene trapiantato nel ricevente primate non umano. In futuro si auspica
che con tale tecnologia combinata a tecniche di ingegneria genetica in grado di introdurre geni
immunosoppressori, si possa eliminare il ricorso alle terapie immunosoppressive che ad oggi devono

essere necessariamente utilizzate

3.1.4 Rischio infettivo

(Hawthorne et al.; Niu et al., 2017; Yang et al., 2015)

Gli animali utilizzati quali donatori di organi devono essere sottoposti ad un accurato accertamento
sanitario per valutare I'eventuale presenza, anche in forma silente/persistente, di agenti patogeni. A
questo riguardo, sino ad oggi il principale problema era rappresentato dai retrovirus endogeni (porcine
endogenous retroviruses - PERVs) 1 quali, alla stessa stregua di tutti 1 Retrovirus, sono integrati nel
genoma cellulare. Essi sono in grado di infettare cellule umane, ma solamente nei sistemi in vitro.
Attualmente non esistono evidenze di infezioni da PERVs e da altri virus quali Citomegalovirus,
Circovirus tipo 2, virus linfotropici del suino in primati non umani (e pure nell'uvomo nel caso dello
xenotrapianto di isole pancreatiche del maiale) anche studiati a distanza di parecchi anni dallo
xenotrapianto. Tuttavia, il potenziale rischio zoonotico, anche se ad oggi non dimostrato, ¢ stato una
dei principali ostacoli all’applicazione clinica dello xenotrapianto. Inoltre, la necessita di sottoporre i
pazienti a terapie immunosoppressive che potrebbero facilitare la replicazione di patogeni
eventualmente presenti nell’organo trapiantato costituisce un aspetto che richiede particolare
attenzione.

La tecnologia CRISPR-Cas9 “RNA-guided nuclease system” citata ¢ stata utilizzata anche per
inattivare 62 geni della regione “pol” codificanti per i PERVs in una linea cellulare di rene di suino
con conseguente riduzione di 1.000 volte della trasmissione in vitro dell’infezione dei PERVs a
cellule umane.

Nonostante 1 progressi raggiunti e le osservazioni relative all’assenza di patologie cliniche attribuibili
all’attivazione di PERVs in primati umani € non umani sottoposti a xenotrapianti, le Autorita
regolatorie nord americane (Food and Drug Administration — FDA) (Reardon, 2015) consentono il
ricorso allo xenotrapianto soltanto per i soggetti le cui condizioni di vita sono talmente gravi da non

consentire altre alternative.
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3.1.5 Terapie immunosoppressive

(Boksa et al., 2015)

Le terapie anti rigetto sono sempre somministrate in tutte le forme di trapianto d’organo da uomo a
uomo (allotrapianto), e sono anche regolarmente adottate nei modelli sperimentali utilizzati per lo

xenotrapianto.

Le terapie utilizzate hanno azioni diverse. Si riconoscono principalmente terapie che inibiscono la
risposta anticorpale (linfociti B) e la risposta dei linfociti T, alle quali si aggiungono per un breve
periodo iniziale farmaci anticoagulanti. I farmaci utilizzati non sono privi di effetti collaterali, ma

risultano indispensabili per evitare il rigetto dell’organo dopo il trapianto.

3.1.6 Potenziali applicazioni dello xenotrapianto

(Ekser et al., 2015; Ekser et al., 2017)
Rene (Iwase and Kobayashi, 2015; Kim et al., 2019; Kim et al., 2017)

Lo xenotrapianto di rene di suino ¢ quello maggiormente utilizzato nei modelli sperimentali, in
ragione delle caratteristiche anatomiche e fisiologiche in buona parte sovrapponibili a quelle
dell’'uvomo. Rappresenta il 68% degli organi di suino trapiantati nei primati non umani. I trapianti di
rene eseguiti finora nei primati non umani hanno dimostrato di essere in grado di mantenere
I'omeostasi dei volumi circolanti, il bilancio elettrolitico e l'osmolarita plasmatica e urinaria nei

riceventi (Cowan et al., 2014; Soin et al., 2001).

Le recenti innovazioni relative alla creazione di suini transgenici in grado di ridurre le risposte
immunologiche, 1’attivazione del processo della coagulazione e della risposta infiammatoria, in
associazione alla terapia immunosoppressiva ad azione anticoagulante/antiinfiammatoria,
suggeriscono la potenziale applicazione in trials clinici dello xenotrapianto di rene. E’ importante
sottolineare che le migliori sopravvivenze riportate ad oggi in letteratura indicano che il rene di maiale
¢ in grado di mantenere in vita un primate nefrectomizzato per una durata di tempo superiore ad un

anno (499 giorni, (Kim et al., 2017)).

Cuore (Langin et al., 2018; Mohiuddin et al., 2015; Mohiuddin et al., 2014)

Il cuore del suino ¢ molto simile, a quello dell’'uomo sotto il profilo anatomico e fisiologico. Le
ricerche condotte nei primati non umani trapiantati con organi di suino non hanno evidenziato
alterazioni funzionali significative imputabili alle principali differenze fra le due specie quali ad
esempio la differente postura esistente fra il suino ed i primati e le caratteristiche anatomiche del nodo

atrio-ventricolare (Ibrahim et al., 2006; Mohiuddin et al., 2014).
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E' stato dimostrato che il successo di un trapianto di cuore di suino in primati non umani ¢
principalmente correlato alle caratteristiche genetiche del donatore (suini che esprimono un pannello
di geni umani) e all'impiego della terapia immunosoppressiva (ad esempio con anticorpi diretti contro

il segnale di costimolazione CD40) (Mohiuddin et al., 2015; Mohiuddin et al., 2016).

E’ importante sottolineare che le migliori sopravvivenze riportate ad oggi in letteratura indicano che
in un primate un cuore di suino ingegnerizzato eterotopico puo funzionare per piu di 900 giorni;
inoltre, uno xenotrapianto di cuore ortotopico ¢ in grado di mantenere in vita un primate non umano

per una durata di tempo superiore a 6 mesi.

Fegato (Ekser et al., 2010; Shah et al., 2017)

11 fegato del suino ¢ costituto da 3 lobi e si differenzia pertanto sotto il profilo anatomico da quello
umano. Le funzioni sono molteplici e, nel suino, alcuni enzimi sono sintetizzati in concentrazioni
superiori rispetto a quelle dell’'uomo (fosfatasi alcalina, lattato deidrogenasi e gamma
glutamiltransferasi).

Nonostante queste differenze, il fegato di suino si € dimostrato in grado di svolgere le proprie funzioni
e di mantenere un profilo normale di coagulazione nel primate non umano sottoposto a xenotrapianto
(Ekser et al., 2010). E’ importante sottolineare che le migliori sopravvivenze riportate ad oggi in
letteratura indicano che il fegato di suino ¢ in grado di mantenere in vita un primate per una durata di

tempo pari ad un mese (Shah et al., 2017).

Polmone (Burdorf et al., 2018)

Le esperienze relative allo xenotrapianto di polmone sono ancora limitate. Ciononostante, gli studi
preclinici dimostrano che xenotrapianti di polmone nei primati non umani sono in grado di fornire
una adeguata ossigenazione ¢ scambio della CO,. La postura umana, diversa da quella a quattro
zampe del suino non sembra presentare inconvenienti sulle funzioni fisiologiche dell’organo
trapiantato. Ad oggi, la sopravvivenza dello xenotrapianto di polmone rimane inferiore a 2 settimane

(Burdorf et al., 2018)

Isole pancreatiche (Park et al., 2015; Thompson et al., 2011; van der Windt et al., 2012)

L’insulina suina si differenzia da quella umana in un solo aminoacido e per tale ragione ¢ stata
utilizzata per anni nella terapia di pazienti diabetici. E’ pertanto assodato che le isole pancreatiche del
suino producono un'insulina che ¢ perfettamente in grado di mantenere un livello glicemico normale
nei pazienti affetti da diabete. D'altra parte il trapianto allogenico (da uomo a uomo) di isole
pancreatiche e la loro sopravvivenza sono condizionati dalla disponibilita di terapie anti-rigetto
efficaci, e dalla necessita di dover ricorrere a pitt donatori deceduti non diabetici per singolo trapianto.

Per ovviare a tale limite il ricorso a isole pancreatiche da suini donatori geneticamente modificati
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(hCD46, GTKO) in associazione a terapie immunosoppressive efficaci ha consentito il loro impiego

in trials clinici, finora con esiti incoraggianti.

Cellule neuronali (Aron Badin et al., 2016)

Il trapianto come terapia per malattie di tipo neurodegenerativo ha un’importanza strategica in ragione
della loro elevata incidenza e della gravita delle manifestazioni cliniche da esse indotte. Tuttavia,
I’impianto per via intra-cerebrale di cellule allogeniche ha mostrato un'efficacia limitata a causa
dell'attivazione del sistema immunitario del ricevente nei confronti degli antigeni del donatore.

Di particolare interesse ¢ stato lo studio di impianti di cellule neuronali prelevate da suini normali o
geneticamente modificati in un modello di Parkinson in primati non umani. La modificazione
genetica consisteva nell'indurre nelle cellule neuronali un'elevata espressione di CTLA4-Ig, una
molecola immunosoppressiva. Gli animali trapiantati erano stati sottoposti anche a
immunosoppressione sistemica volta ad inibire la reazione di rigetto. I risultati hanno evidenziato che
I’associazione dell'immunosoppressione sistemica e locale con CTLA4-Ig consentiva il
prolungamento della sopravvivenza delle cellule di suino trapiantate in primati non umani con
malattia di Parkinson.

I risultati conseguiti hanno evidenziato la capacita dei neuroblasti di suino di differenziare in neuroni
maturi dopaminergici attivi e in grado di correggere le alterazioni tipiche del morbo di Parkinson, con
recupero della funzionalita motoria, osservazione confermata anche dalle indagini istologiche e dai

reperti di “PET imaging”.

Valvole cardiache (Manji et al., 2015; Zhang et al., 2018)
Per correggere alcune disfunzioni cardiache a volte ¢ necessario la sostituzione di una delle valvole
cardiache. Le nuove valvole possono essere di tre diverse tipologie.
1) Meccaniche
2) Biologiche
3) Prodotti di ingegneria tissutale
Le valvole meccaniche, sono costituite da materiali sintetici, sono resistenti ¢ hanno una durata

superiore rispetto a quella degli altri due tipi, ma necessitano di una costante terapia anticoagulante

non compatibile con tutti 1 pazienti, soprattutto per quelli piu anziani.

Le valvole biologiche sono di origine animale (suino, bovino, equino) € possono essere composte

dalle valvole stesse (suino) o dal pericardio (bovino e suino).

Le valvole di suino sono molto simili sotto il profilo anatomico a quelle dell’uomo. Esse vengono
sottoposte a trattamenti finalizzati ad inibire la reazione dell’ospite. Un esempio ¢ rappresentato dalla

fissazione in glutaraldeide. Attualmente, il ricorso ad animali transgenici quali donatori (Naso et al.,
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2017; Perota et al., 2019) potrebbe ridurre significativamente 1’attivazione del processo di rigetto. Le
valvole hanno una durata media di circa 15 anni e poi devono essere sostituite. Il principale vantaggio
¢ ascrivibile alla terapia anticoagulante, che puo essere effettuata in misura limitata nei pazienti che
non presentano patologie di particolare gravita.

Le valvole derivanti da pericardio sono provviste di caratteristiche fisiche tali da ritenerle
particolarmente utili. Esse possono essere sottoposte a processi di sterilizzazione che consentono la
rimozione di eventuali agenti di infezione e, inoltre, I'eliminazione degli antigeni di superficie che
evita la risposta immunologica dell’ospite e quindi il rigetto. Sono inoltre provviste di elevata
flessibilita e la loro sopravvivenza ¢ prolungata evitando la necessita di un’eventuale sostituzione.

Per queste ragioni il ricevente non deve essere sottoposto ad alcuna terapia immunosoppressiva.

Da ultimo, esistono dei prodotti costruiti mediante bioingegneria che si basano sulla coltivazione in
vitro di cellule autologhe stratificate su supporti idonei (scaffold) con la creazione di una struttura tri-
dimensionale. Nel sistema in vitro vengono simulati stimoli meccanici con I'obiettivo di condizionare
il tessuto e prepararlo allo stress fisiologico che si verifica in vivo. Questa tipologia di valvole ¢ ancora

in fase sperimentale e non ¢ stata utilizzata in trial clinici.
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3.2 Osservazioni conclusive

(Ekser et al., 2015; Meier et al., 2018)

11 trapianto d’organo ¢ una terapia salvavita per molti pazienti con insufficienza cardiaca, epatica, o
respiratoria terminale, e, nel caso di pazienti con insufficienza renale terminale, 1’ obiettivo ¢ di evitare
o limitare nel tempo il ricorso al trattamento dialitico sostitutivo (molto piu costoso del trapianto per
il Sistema Sanitario Nazionale). Grazie alle nuove tecnologie chirurgiche, alle conoscenze sempre
piu approfondite dei meccanismi immunologici e non-immunologici di rigetto, e alla disponibilita di
farmaci immunosoppressori con rischio-beneficio accettabile, ma non ottimale, ¢ stato possibile

prolungare la sopravvivenza dell'organo trapiantato anche per piu di 15-20 anni nel trapianto

allogenico (da uomo a uomo) a cui si fa ricorso oggi in clinica.

Nonostante 1 successi conseguiti, il principale ostacolo all'impiego del trapianto ¢ rappresentato
dall’enorme divario esistente fra i pazienti in attesa di un trapianto e gli organi disponibili. Alla fine
del 2018 negli Stati Uniti oltre 113.000 erano i pazienti in lista di trapianto in attesa di un donatore;
nello stesso anno 1 trapianti sono stati 36.529 e 1 donatori solo 17.554 (Organ Procurement and
Transplantation Network (OPT) (Figura 1). E’ stato inoltre accertato che circa 30 persone muoiono

ogni giorno in quanto non hanno potuto essere sottoposte ad un trapianto d’organo in tempo utile.

L’Organizzazione Mondiale della Sanita (WHO) ha segnalato oltre 114.000 trapianti d’organo

eseguiti annualmente nel mondo, numero che pero ¢ inferiore al 10% delle richieste.

Nella maggior parte dei casi gli organi provengono da donatori deceduti, ma, nel caso del trapianto
di rene e, in misura minore, del fegato, si puo anche fare ricorso a donatori viventi. Purtroppo, questa
pratica puo, talvolta, generare casi di traffico illecito di organi che ¢ perseguito penalmente in tutti i

Paesi.

In questo contesto, il ricorso allo xenotrapianto,- trapianto di organi di specie diverse da quella del
ricevente - rappresenterebbe un approccio importante per salvare milioni di vite umane.

Dagli inizi della sperimentazione in modelli animali, numerosi sono stati 1 progressi nel prolungare
la sopravvivenza dello xenotrapianto mediante la creazione di animali geneticamente modificati e

con I’adozione di nuovi farmaci immunosoppressivi. (Figura 2).

I ricercatori sono fiduciosi che le barriere immunologiche e biologiche ancora esistenti potranno, a
breve essere superate. Serviranno ancora studi per questo, oltre che per valutare in dettaglio gli aspetti

funzionali degli organi trapianti ora nel modello primate non umano e in futuro anche nell'uomo.

E’ importante sottolineare che, anche in questo caso, come per le sostanze d’abuso, proprio il

progresso scientifico e la maggiore consapevolezza etica da parte dei ricercatori, ha consentito,
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mediante un miglior approccio nel disegno sperimentale ad ottimizzare 1’utilizzo degli animali e a
compiere valutazioni preliminari mediante metodiche in vitro prima di passare al modello animale.
Pertanto, se, da una parte, al momento non esistono metodi alternativi a tale tipo di sperimentazione,
dall’altra ¢ stato possibile ridurre il numero degli animali impiegati applicando, in questo modo, il

principio delle 3Rs anche in questo campo scientifico.
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Figura 1. Situazione attuale del programma di trapianto d’organo negli Stati Uniti
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Figura 2. Sopravvivenza di organi di suino trapiantati in primati non umani
(Ekser B et al., 2015). Nel caso del cuore ortotopico Langin et al (2018) riporta una sopravvivenza
di 195 giorni
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