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Riproducibilità dei dati negli studi preclinici

2016
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(Freedman et al., PlosBiol, 2015)

Ragioni dell’irriproducibilità
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By David GrimmFeb. 7, 2018 , 12:00 PM

https://www.sciencemag.org/news/2018/02/are-happy-lab-animals-better-science

Ciò che è meglio per gli 
animali è meglio anche per 
la ricerca

Il benessere degli animali 
da esperimento deve essere 
uno dei principali punti di 
attenzione di veterinari, 
stabularisti e ricercatori

https://www.sciencemag.org/author/david-grimm
https://www.sciencemag.org/news/2018/02/are-happy-lab-animals-better-science
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La regola delle 3Rs, base per la Direttiva 2010/63/EU e per il 
suo recepimento DL 26 del 4 marzo 2014 

Replacement

Reduction

Refinement

Russell, W.M.S. and Burch, R.L., (1959). The Principles of 
Humane Experimental Technique, Methuen, London.



6

METODI ALTERNATIVI“any scientific method employing non-
sentient material which may, in the history 

of experimentation, replace methods
which use conscious living vertebrates” 

Replacement

• Analizzare la letteratura per valutare le 
possibili alternative

• Utilizzare specie inferiori
• Utilizzare forme embrionali o fetali di 

animali superiori
• Utilizzare tessuti biobancati in 

precedenza
• Utilizzare metodi in vitro e ex vivo
• Utilizzare modelli matematici e metodi 

in silico
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Reduction
“reduction in the number of animals
used to obtain information of a given

amount and precision” 

Appropriately designed and analysed animal experiments that are 
robust and reproducible, and truly add to the knowledge base.

• Definire un disegno sperimentale 
robusto

• Utilizzare analisi statistiche 
appropriate

• Utilizzare tecnologie che riducano i 
numeri

• Controllare i fattori ambientali
• Standardizzare la popolazione animale
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Refinement “Any approach which avoids, alleviates or 
minimises the actual or potential pain, 

distress and other adverse effects suffered
at any time during the life of the animals
involved, or which enhances their well-

being as far as possible.”
2005 Buchanan-Smith et al.  

Mentre pianifico e conduco un esperimento 
mi devo chiedere:

• Come posso ridurre dolore e distress?
• Il modello e gli endpoints che ho 

scelto sono i più adeguati?
• Posso migliorare le condizioni di 

stabulazione?
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E’ un “apparecchiatura” vivente perciò deve essere 
tarato e calibrato

3Rs  vs variabilità
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la deviazione standard per il parametro misurato entro il 
gruppo di animali sperimentali. 

Variabilità intra esperimento (validità interna del 
modello) 

• Sono chimicamente (metabolicamente) complessi
• Rispondono attivamente alle influenze ambientali
• Hanno ritmi biologici impostati collegati a ciclicità 

giornaliere o più lunghe
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Effetti Random
• Errori sperimentali 
• Errori di misura 
• Differenze 

individuali

Effetti Fissi
• Sesso
• Età
• Ceppo
• Razza

3Rs  vs variabilità
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Effetto fisso sesso http://genderedinnovations.stanford.edu/methods/lab.html

http://genderedinnovations.stanford.edu/methods/lab.html
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Campionamento e popolazione di riferimento per una analisi 
statistica inclusiva

Perchè i principi di inclusività facciano parte della progettazione della ricerca 
mi devo chiedere se sto valutando tutti i gruppi che potenzialmente 
potrebbero beneficiare dei risultati della ricerca stessa. 
Questo vale per:
• ricerca su animali, cellule e tessuti analogamente a quanto accade per la 

ricerca su soggetti umani
Gli aspetti di attenzione devono includere: 
• sesso/genere, etnia, età, posizione socio-economica, disabilità e altro. 
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Tutta la statistica
inferenziale è basata su
questo processo, che
permette, con un discreto
grado di certezza, di
estendere alla popolazione
le conclusioni ottenute
osservando un campione
(una parte del fenomeno).

Statistica inferenziale 
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La letteratura si intensifica

https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/toc/14765
381/2019/176/21

https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/toc/14765381/2019/176/21
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La questione è stata chiaramente focalizzata nel 2010

• gli animali hanno un sesso
• esistono differenze ben 

note nell'espressione 
genica nei topi maschi 
rispetto alle femmine

"la medicina come è 
attualmente applicata alle 
donne è meno evidence-

based di quella applicata agli 
uomini" 
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Analisi delle forze in gioco
Natasha Karp 
Director, Biostatistics
Quantitative Biology, Discovery Science, R&D, AstraZeneca, UK 
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Sex and Gender Equity in Research (SAGER) 
• Se un organismo 

modello può essere 
differenziato in sessi 
si devono usare 
entrambi

• Gli effetti 
differenziali nel sessi 
devono essere 
indagati anche 
quando non se ne 
preveda l’esistenza
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Cosa si fa a livello internazionale?
Si spingono i ricercatori ad utilizzare entrambi i sessi ad argomentare, con 
ragionamenti sostenuti da evidenze scientifiche, le ragioni per non farlo.
• National Institute of Health (NIH) 2014 policy «sex as a biological variable»
• Canadian Institute of Health Research (CIHR) richiede di integrare sesso e genere nel 

disegno sperimentale delle proposte
• European Commission (EC) richiede check list per stabilire come sesso e genere siano 

rilevanti negli obiettivi e nelle metodologie dei progetti
• UK Research and Innovation Medical Research Council (UKRI) ha  pubblicato una nuova 

linea guida e richiede l’utilizzo di entrambi i sessi per ottenere il finanziamento.
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Analisi dei progetti ricevuti da MRC nel 2020

• 44% dei progetti non riportava indicazioni circa il sesso
• 54% pianificava l’utilizzo di entrambi i sessi
• Ci sono significative differenze di specie
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• Eccezionalmente limitate/rare risorse (es campioni di malattie rare)
• Malattie con meccanismo o bersaglio a singolo sesso (es ovarian

cancer)
• Ricerche su pure interazioni molecolari (es protein-protein interactions) 

La variabilità del sesso femminile e lavori precedenti eseguiti su singolo 
sesso non sono giustificazioni accettabili

Possibili giustificazioni per l’uso di un singolo sesso
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il 25% degli articoli che riportano differenze di sesso disaggrega i dati e non 
effettua un test adeguato per valutare le differenze di sesso 
il 33% degli articoli ha unito i dati dei due sessi e non ha testato le differenze  

La questione centrale è la mancanza di competenza nell'analisi 
dei dati

https://elifesciences.org/articles/70817
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• Perdita di potenza statistica
mancanza della valutazione 
dell’interazione

• Se l’effetto avviene in un solo 
sesso mettendo insieme i dati 
aumenta la varianza del gruppo 
e quindi non si raggiunge la 
significatività statistica

Effetto dell’aggregazione dei dati
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Si deve passare dal disegno sperimentale completamente 
randomizzato al disegno fattoriale

outcome ~ 
Intervention

T-test 

outcome ~ Intervention + 
sex + Intervention*sex 

Two way anova
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Le 3Rs e il Sex Bias

Primo malinteso
• Usare entrambi i sessi significa utilizzare più 

animali
Assolutamente NO perché il sesso E’ una 
variabile

“Keep doing what you are already doing but change
half the animals in your study to female” 
McCarthy 2015 Schizophrenia Bulletin
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Gli studi a sesso singolo contribuiscono alla produzione di animali 
in eccesso

La Commissione Europea ha dichiarato che 
nel 2017 gli animali in esubero (riprodotti ma 
non utilizzati per la ricerca) sono stati 
12.597.816. La ragione principale citata è 
stata il sesso sbagliato (fonte Understanding
Animal Research)

1.8 milioni in UK
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Le 3Rs e il Sex Bias

Secondo malinteso
• Il ciclo ormonale produce nelle 

femmine differenze significative
Assolutamente NO come 
ampiamente dimostrato in 
questa meta-analisi

“Female rats were not more variable at any
stage of the estrous cycle than male rats.”

Becker, et al. Female rats are not more variable than male rats: 
a meta-analysis of neuroscience studies. Biol Sex Differ 7, 34 
(2016).https://bsd.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13293
-016-0087-5#citeas

https://bsd.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13293-016-0087-5#citeas
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Fattori anatomici/fisiologici
• % di grasso corporeo maggiore nei maschi

Drug distribution
Potenza analgesica
Durata dell’azione

• Le femmine sono più sensibili agli stimoli dolorosi
• Le femmine sono più soggette a dolore cronico
• metabolismo, risposta immunitaria, livello di attività sono 

sesso specifici
Il sex bias porta ad 
un sistematico 
sottodosaggio degli 
analgesici 

Le 3Rs e il Sex Bias
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Il dolore è un stressor
• Solo il 24% degli studi sul dolore coinvolge entrambi i 

sessi
• Il dolore femminile è studiato in modo non esaustivo

Isolamento sociale come stress
• I maschi sono spesso stabulati individualmente
• Il comportamento è decisamente ceppo specifico

Il Sex bias
confonde i risultati 
in ambito stress e 
benessere

Le 3Rs e il Sex Bias
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15% dei maschi ha dovuto essere rimossa prima della fine dell’esperimento

Le 3Rs e il Sex Bias
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Per studiare lo stress cronico da sconfitta 
sociale si usano i maschi perché «si dice» che 
le femmine non abbiano comportamenti 
agonistici.
La realtà è che le femmine li mostrano solo in 
seguito a motivazione (es durante 
l’allattamento)

Le 3Rs e il Sex Bias
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I gruppi formati 
mescolando maschi 
adolescenti o giovani 
adulti diventano più 
attivi e aggressivi, le 
femmine no.

Le 3Rs e il Sex Bias
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Interazione tra sesso e background genetico

I sessi reagiscono diversamente nei diversi ceppi

Bachmann et al., iScience 25, 104468
June 17, 2022  
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Il comportamento di grooming è alterato 
dalla modificazione genetica (KO) in modo 
opposto nei maschi e nelle femmine

Interazione tra sesso e background genetico
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È un modello che deve essere dato in adozione e 
nel maschio il fenotipo si mostra solo se il ceppo a 
cui appartiene la madre adottiva ha un livello 
elevato di cure parentali

Interazione tra sesso, background genetico e esperienze emotive
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E per finire….

Georgiou, P. et al. Nat
Neurosci 25, 1191–
1200 (2022) 
https://www.nature.co
m/articles/s41593-022-
01146-x#citeas

Mice showed aversion to the scent of male experimenters, 
preference for the scent of female experimenters and increased

stress susceptibility when handled by male experimenters.

https://www.nature.com/articles/s41593-022-01146-x#citeas
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I due malintesi costituiscono una significativa barriera all'inclusione. 
• Il ciclo ormonale femminile non determina una maggiore 

variabilità delle femmine rispetto ai maschi. 
• L'inclusione di entrambi i sessi non comporta il raddoppio della 

dimensione del campione. 
• E’ richiesta la promozione e l'adozione di nuovi metodi di analisi e 

visualizzazione dei dati. 

Conclusioni I
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Il sex bias crea diversi problemi connessi all’applicazione delle 3Rs (e quindi a 
oggi della legislazione…)

• Sovraproduzione 
• Gestione inadeguata del dolore 
• Aumento dello stress degli animali 

Il sex bias contribuisce significativamente all’irriproducibilità della ricerca 
traslazionale
Tenendo conto delle variazioni legate al sesso si possono produrre risultati 
solidi che si adattano alla definizione contemporanea di «reduction» e 
«refinement» e che contrastano l’irriproducibilità dei risultati.

Conclusioni II
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