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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 Malattie neurodegenerative 

Le malattie neurodegenerative (NDs) sono disturbi progressivi caratterizzati dalla perdita di 

cellule nervose, con conseguente declino delle funzioni cognitive e/o motorie [1,2]. Tra le 

principali NDs vi sono la sclerosi laterale amiotrofica (SLA) [3,4], che causa debolezza 

muscolare e paralisi; la malattia di Alzheimer (AD) [5,6], caratterizzata da perdita di 

memoria e declino cognitivo; e la malattia di Parkinson (PD), nota per tremori e rigidità 

muscolare [7]. Nonostante le differenze, queste malattie condividono caratteristiche 

comuni, come la degenerazione neuronale [8,9] e la formazione di aggregati proteici 

anomali che compromettono la funzione cellulare e scatenano l’infiammazione [3,10–13]. 

Il tessuto muscolare gioca un ruolo cruciale nelle NDs, poiché la degenerazione dei 

motoneuroni porta ad una perdita di funzione muscolare [14,15]. Nella SLA, ciò causa 

atrofia e perdita di mobilità [4,16]; nella malattia di Alzheimer, la possibile sarcopenia 

(perdita di massa muscolare) aumenta il rischio di cadute [17,18]; nella malattia di 

Parkinson, la riduzione della dopamina compromette l’equilibrio e il movimento [19,20]. 

 

1.2 Sclerosi laterale amiotrofica  

La SLA, conosciuta anche come malattia del motoneurone, è una malattia 

neurodegenerativa a rapida progressione [21] che si manifesta in età adulta e porta alla 

degenerazione dei motoneuroni nella corteccia motoria, nel tronco cerebrale e nel midollo 

spinale, causando debolezza progressiva negli arti e difficoltà nel camminare, parlare e 

deglutire. La perdita dei motoneuroni porta alla paralisi muscolare; tuttavia, diversi studi 

hanno mostrato che la degenerazione delle giunzioni neuromuscolari e dei muscoli si 

verifica prima della degenerazione dei motoneuroni [22,23].  

La SLA causa cambiamenti significativi non solo al sistema motorio piramidale, ma anche al 

sistema nigrostriatale, alla neocorteccia, all'allocorteccia e al cervelletto [24].  

Dal punto di vista meccanicistico, la SLA è stata collegata a stress ossidativo, misfolding delle 

proteine, squilibrio dell'omeostasi proteica, e disfunzione del sistema serotoninergico e 

dopaminergico, cambiamenti che si estendono oltre la corteccia motoria. 
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La SLA si manifesta principalmente in forma sporadica (90%-95%), mentre il restante 5%-

10% dei casi di malattia sono ereditari o familiari (fALS). Le numerose mutazioni al gene 

superossido dismutasi 1 (SOD1, oltre 100 mutazioni ad oggi indentificate) sono responsabili 

circa del 20 % dei casi fALS, rappresentando quindi una delle principali cause genetiche di 

fALS [21]. La SOD1 è una delle proteine più abbondanti ed espresse ubiquitariamente nei 

tessuti dei mammiferi, con i livelli più elevati rilevati nel fegato e nel sistema nervoso 

centrale. Si tratta di un metallo-enzima omodimerico, in cui le due subunità di 16 kDa (153 

amminoacidi nell'isoforma umana) sono collegate da un ponte disolfuro. Ogni subunità è 

formata da un nucleo a β-barile e sette anse ai margini, stabilizzate da un legame disolfuro 

intramolecolare, un sito di legame binucleare per i metalli, e una serie di legami a idrogeno. 

Il sito di legame per i metalli comprende uno ione rame e uno zinco, che rendono la SOD1 

pienamente funzionale nella sua attività catalitica legando uno ione Zn e uno ione Cu per 

monomero [25]. La SOD1 catalizza la decomposizione delle specie reattive dell'ossigeno 

(ROS) prevenendo lo stress ossidativo dannoso per i neuroni. 

Per studiare la progressione della SLA e investigare i possibili approcci terapeutici, uno dei 

modelli murini transgenici più utilizzati è quello recante la mutazione SOD1-G93A (una 

glicina sostituita da un’alanina in posizione 93) [21]. La mutazione SOD1-G93A è 

relativamente rara della SLA negli esseri umani, ma è anche la più studiata nei modelli 

murini transgenici di SLA, sia perché è ricorrente anche nei casi sporadici di SLA, sia per la 

bontà del modello murino transgenico che ben rappresenta la progressione della malattia 

nell‘uomo [26]. I topi transgenici SOD1-G93A sovra esprimono la SOD1 umana mutante e 

sviluppano un esordio precoce di malattia intorno ai 80-90 giorni. Dopo tale data, i topi 

SOD1-G93A mostrano un rapido declino della funzione motoria ed una sopravvivenza fino 

a circa 120-125 giorni [21]. 

 

1.3 Ruolo della patologia muscolare nella SLA 

 

     1.3.1 Panoramica dei meccanismi patogenetici 

La SLA è una malattia neurodegenerativa complessa causata da molteplici meccanismi 

patogenetici, tra cui disfunzione proteica, disregolazione del segnale dell’RNA, omeostasi 

alterata del Ca2+, stress ossidativo, disfunzione mitocondriale, eccitotossicità da 
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glutammato, neuroinfiammazione, alterazioni nel trasporto assonale e fattori genetici [27–

31]. Uno dei processi chiave è la formazione di inclusioni citoplasmatiche nei motoneuroni, 

composte da proteine mal ripiegate come SOD1 e TDP-43, che causano stress del reticolo 

endoplasmatico e morte cellulare [3,32]. Lo stress ossidativo contribuisce ulteriormente 

alla degenerazione neuronale, poiché i motoneuroni sono vulnerabili ai danni dei radicali 

liberi, aggravati da mutazioni di SOD1 [33–35]. 

La disfunzione mitocondriale, inoltre, riduce la produzione di ATP e aumenta la produzione 

di specie reattive dell'ossigeno (ROS), favorendo la neurodegenerazione [36,37].  

La neuroinfiammazione svolge un ruolo chiave: microglia e astrociti rilasciano citochine pro-

infiammatorie che contribuiscono al danno neuronale, mentre l'infiltrazione di cellule 

immunitarie nel sistema nervoso centrale peggiora la risposta infiammatoria [38] 

Inoltre, le alterazioni nel trasporto assonale, causate da mutazioni genetiche, 

compromettono la distribuzione di molecole essenziali, di proteine e di organelli, 

accelerando la degenerazione neuronale [39,40]. 

 

     1.3.2 Coinvolgimento del tessuto muscolare 

L’atrofia muscolare nella SLA è causata dalla degenerazione dei motoneuroni, che 

compromette la loro comunicazione con le fibre muscolari, portando alla perdita di massa 

e forza muscolare [41]. L’atrofia muscolare nella SLA è determinata da molteplici 

meccanismi cellulari.  Il sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) e il sistema autofagia-

lisosoma (ALP) contribuiscono alla degradazione delle proteine muscolari, favorendo la 

perdita di massa muscolare [4]. Sebbene l’autofagia possa rappresentare un meccanismo di 

compensazione, la sua iperattivazione nei muscoli colpiti può accelerare l’atrofia [42,43]. 

L’apoptosi svolge un ruolo chiave, con uno squilibrio tra fattori pro e anti-apoptotici che 

porta alla morte delle cellule muscolari, aggravata da stress mitocondriale e ossidativo 

[41,44–47]. 

Inoltre, il processo di denervazione e re-innervazione inizialmente aiuta a mantenere la 

funzione muscolare, ma con il progredire della malattia diventa inefficace, causando 

un’atrofia irreversibile [16,48]. 

La SLA colpisce selettivamente le fibre muscolari di tipo II (a contrazione rapida), più 

vulnerabili alla denervazione, mentre le fibre di tipo I (a contrazione lenta) inizialmente 
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resistono ma subiscono atrofia nelle fasi avanzate. Questo fenomeno è legato allo stress 

ossidativo e alla maggiore sensibilità delle fibre rapide ai segnali apoptotici [45,49–52]. 

Un altro fattore chiave è la disfunzione mitocondriale, che compromette la produzione di 

ATP e aumenta il danno ossidativo [4,53]. L’infiammazione cronica e lo stress ossidativo 

aggravano ulteriormente la degenerazione muscolare, con elevati livelli di citochine pro-

infiammatorie che attivano vie cataboliche e inibiscono la rigenerazione muscolare [54,55]. 

Le giunzioni neuromuscolari (NMJ) sono compromesse nella SLA, con alterazioni strutturali 

che riducono l’efficacia della trasmissione sinaptica, aggravando la debolezza muscolare 

[4,56,57]. La rigenerazione muscolare è ostacolata dalla disfunzione delle cellule satelliti 

(cellule staminali residenti), che presentano ridotta capacità proliferativa e differenziativa, 

limitando la riparazione del tessuto muscolare [4,45,58,59]. 

 

1.4 Componenti tissutali cellulari nella patologia 

La degenerazione dei motoneuroni (MN) nella SLA dipende sia da meccanismi autonomi 

che non autonomi, coinvolgendo cellule di supporto come astrociti, microglia, 

oligodendrociti, cellule di Schwann e linfociti T.  

Studi su topi transgenici con ablazione selettiva di SOD1 mutata hanno dimostrato che i MN 

sopravvivono più a lungo quando sono circondati da cellule sane, evidenziando 

l'importanza dell'ambiente cellulare nella progressione della malattia.  

Tuttavia, i primi esperimenti con topi chimerici non hanno identificato con precisione i tipi 

di cellule coinvolti, rendendo necessaria un'analisi più approfondita [60]. 

 

     1.4.1 Astrociti  

Gli astrociti svolgono un ruolo essenziale nel sistema nervoso centrale (SNC), partecipando 

alla sintesi e al catabolismo dei neurotrasmettitori e alla regolazione della plasticità 

sinaptica. Fungono anche da riserva di glicogeno e influenzano l’eccitabilità neuronale [61–

64]. Tuttavia, sotto l’influenza della microglia attivata, una sottopopolazione di astrociti può 

diventare neurotossica, contribuendo alla morte dei neuroni [65]. 

Nella SLA, la rimozione del gene SOD1 mutato dagli astrociti ritarda la risposta della 

microglia e aumenta la sopravvivenza del 15%, soprattutto nelle fasi avanzate della malattia, 

senza però influenzarne l’insorgenza [66].  
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Gli astrociti che sovra esprimono SOD1 mutato risultano selettivamente tossici per i 

motoneuroni in vitro, mentre altre cellule, come i fibroblasti, non esercitano lo stesso 

effetto [67,68].  Non è ancora chiaro se i motoneuroni più resistenti alla degenerazione nella 

SLA siano meno sensibili agli astrociti tossici o se presentino una minore neuro-

infiammazione locale. I motoneuroni spinali S e FF, pur essendo esposti agli stessi astrociti 

dannosi, mostrano destini diversi, suggerendo che fattori intrinseci alla cellula siano 

determinanti nella loro vulnerabilità [69]. 

Inoltre, gli astrociti del midollo spinale ventrale si distinguono da quelli dorsali per 

l’espressione di specifici marcatori, tra cui Sema3a, una proteina essenziale per 

l’organizzazione dei circuiti motori. La sua perdita porta alla degenerazione selettiva dei 

motoneuroni alfa, mentre i motoneuroni gamma restano indenni [69,70]. 

 

     1.4.2 Microglia  

La microglia, cellula immunitaria residente nel cervello e nel midollo spinale, deriva da 

macrofagi primitivi del sacco vitellino e svolge un ruolo chiave nella risposta infiammatoria, 

nella formazione delle sinapsi e nella neurogenesi, attivandosi precocemente nella SLA [71–

73]. La rimozione della proteina SOD1 mutata dalla microglia non influenza l'insorgenza 

della malattia, ma rallenta significativamente la sua progressione nelle fasi avanzate, 

aumentando la sopravvivenza media del 30% [74].  

Inoltre, la microglia adulta che sovra esprime SOD1-G93A è tossica per i motoneuroni, 

mentre quella neonatale non lo è, suggerendo che la tossicità sia acquisita e non innata.  

L'attivazione della via NF-κB nella microglia sembra contribuire alla morte dei motoneuroni, 

poiché la sua inibizione rallenta la progressione della SLA nei topi SOD1-G93A, prolungando 

la sopravvivenza del 14% [75].  

La microglia cerebrale e quella del midollo spinale non mostrano differenze rilevabili nella 

tossicità, probabilmente a causa della loro elevata mobilità lungo l’asse rostro-caudale. 

Un altro fattore chiave è il sistema antiporto cisteina/glutammato (xC), che risulta 

aumentato nella SLA. La sua rimozione ha ridotto il rilascio di glutammato e di mediatori 

infiammatori, rallentando la progressione della malattia nei topi SOD1-G37R, sebbene 

anticipasse l'insorgenza dei sintomi. Questo suggerisce che xC potrebbe essere un 
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potenziale bersaglio terapeutico per prolungare la sopravvivenza dei pazienti nella fase 

sintomatica della SLA [76]. 

 

     1.4.3 Oligodendrociti 

Gli oligodendrociti, derivati dalle cellule precursori degli oligodendrociti (OPC), mielinizzano 

gli assoni nel sistema nervoso centrale (SNC) e forniscono supporto metabolico ai neuroni. 

Ogni oligodendrocita può mielinizzare fino a 50 assoni e trasporta nutrienti essenziali come 

lattato e piruvato tramite il trasportatore MCT1. La riduzione di MCT1 nei pazienti con SLA 

suggerisce una compromissione del supporto metabolico degli oligodendrociti, 

contribuendo alla neurodegenerazione [77,78]. 

Nella SLA, si osserva una demielinizzazione progressiva nella corteccia motoria e nel midollo 

spinale, causata dalla degenerazione degli oligodendrociti. Nei modelli animali di SLA 

familiare (fALS), gli OPC proliferano ma non riescono a maturare in oligodendrociti 

funzionali. La rimozione della proteina SOD1 mutante dagli oligodendrociti ha ritardato 

l'insorgenza della malattia e prolungato la sopravvivenza dei topi fALS, suggerendo che la 

disfunzione degli oligodendrociti contribuisca alla perdita dei motoneuroni nella SLA legata 

a SOD1 [79]. Tuttavia, resta da verificare se questo meccanismo sia valido anche per la SLA 

sporadica (sALS) e altre forme familiari. 

 

     1.4.5 Cellule di Schwann 

Le cellule di Schwann, derivate dalle cellule della cresta neurale, sono le principali 

responsabili della mielinizzazione nel sistema nervoso periferico. A differenza degli 

oligodendrociti, ciascuna cellula di Schwann mielinizza un solo segmento di un assone, con 

un assone motorio lungo un metro che può richiedere fino a 10.000 cellule di Schwann. 

Oltre alla mielinizzazione, queste cellule svolgono un ruolo cruciale nella sopravvivenza e 

nella differenziazione dei motoneuroni (MN) durante lo sviluppo [80]. Nella SLA, le cellule 

di Schwann mostrano segni di demielinizzazione e rimielinizzazione, indicando il loro 

coinvolgimento nella malattia [81].  

La modulazione della neuregulina-1 (Nrg1) potrebbe migliorare la rigenerazione assonale e 

la funzionalità dei MN, come dimostrato da studi su topi SOD1-G93A, in cui la 

somministrazione di Nrg1 ha migliorato la ramificazione assonale nel muscolo gastrocnemio 
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[82,83]. Il ruolo della proteina SOD1 mutante nelle cellule di Schwann è complesso. La sua 

riduzione nelle cellule di Schwann nei topi con la mutazione SOD1-G37R ha accelerato la 

progressione della SLA, riducendo la sopravvivenza media del 10% e abbassando i livelli di 

IGF-1, un fattore cruciale per la rigenerazione delle giunzioni neuromuscolari [84,85].  

Tuttavia, nel modello SOD1-G85R la riduzione della SOD1 mutante nelle cellule di Schwann 

ha ritardato l'insorgenza della malattia e leggermente aumentato la sopravvivenza [86]. 

Questi risultati suggeriscono che le cellule di Schwann dipendono fortemente dall'attività 

dismutasica di SOD1. La loro protezione o il loro coinvolgimento nella SLA variano in base 

alla specifica mutazione della SOD1, influenzando la progressione della malattia in modi 

differenti [87]. 

 

     1.4.6 Muscolo  

Nella SLA, la retrazione delle terminazioni sinaptiche motorie dalle placche neuromuscolari 

è un evento precoce, ma il ruolo del muscolo nella malattia è ancora dibattuto.  

Studi sulla modulazione della proteina SOD1 mutante nel muscolo hanno dato risultati 

contrastanti. La riduzione di SOD1-G93A nei MN attraverso un trasporto retrogrado dal 

muscolo ha migliorato la funzione motoria, mentre la riduzione di SOD1 nel solo muscolo 

senza trasporto retrogrado non ha avuto effetti. Questo suggerisce che il muscolo potrebbe 

non essere un bersaglio primario della SLA o che la riduzione di SOD1 non fosse sufficiente. 

Ulteriori studi hanno dimostrato che la sovraespressione di SOD1-G93A nel muscolo causa 

atrofia e disfunzione mitocondriale, ma non è sufficiente da sola a indurre la degenerazione 

dei MN [88,89]. Un altro studio ha mostrato che la sovraespressione muscolo-specifica sia 

di SOD1 wild-type che di SOD1 mutante porta alla degenerazione dei MN, probabilmente a 

causa di un'espressione in altri tipi cellulari [90]. 
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2. MODELLI DELLA PATOLOGIA 

 

2.1 Modelli in vitro di SLA 

Le linee cellulari neuronali che esprimono geni della SLA sono state fondamentali per 

comprendere i meccanismi cellulari e molecolari della malattia. La linea cellulare NSC-34, 

creata dalla fusione di neuroni del midollo spinale embrionale di topo e cellule di 

neuroblastoma murino [91], è stata transfettata con un vettore che esprime SOD1 umana 

wild type o la mutante G93A [92–96], dimostrando una forte somiglianza con i motoneuroni 

e risultando così un valido modello per lo studio della SLA. Un ulteriore passo in avanti è 

stato fatto con l'introduzione delle cellule staminali pluripotenti indotte umane (iPSC) [97], 

che permettono di generare cellule direttamente da pazienti con mutazioni della SLA 

familiari o sporadiche [98,99]. Oltre ai motoneuroni, le iPSC possono anche imitare altri tipi 

cellulari associati alla SLA, come gli astrociti, la microglia e gli oligodendrociti.  

 

2.2 Utilizzo di eucarioti unicellulari 

Nonostante i modelli unicellulari come il lievito Saccharomyces cerevisiae non possano 

replicare completamente i complessi fenotipi della SLA, la sua completa sequenza 

genomica e la presenza di ortologhi di molti geni umani, lo rendono utile per lo studio di 

diverse patologie [100–103]. Il lievito ha rivelato che il trasporto nucleo-citoplasma è 

collegato alla SLA-C9ORF72 [104], e che l'espressione della SOD1 umana nel lievito causa 

tossicità dovuta ad una perdita di stabilità proteica aumentando così il processo di 

senescenza [105]. L'iper-espressione di FUS nel lievito porta alla formazione di aggregati 

tossici e inibisce il sistema ubiquitina-proteasoma [100,106–109], mentre la rimozione di 

un sito di riconoscimento dell'RNA in FUS non agisce sulla produzione degli aggregati, ma 

riduce la tossicità indotta da FUS, evidenziando così che l'interazione tra FUS e RNA è 

essenziale per l'azione tossica di FUS [108].  

 

2.3 Caenorhabditis elegans 

Il nematode Caenorhabditis elegans è un modello sempre più utilizzato nella ricerca sulla 

SLA grazie al suo sistema nervoso semplice e ben studiato, che consente di analizzare 
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facilmente i circuiti neurali [110,111]. Circa il 30% dei geni umani ha un ortologo nel 

genoma di C. elegans, rendendolo un valido strumento per identificare i geni coinvolti 

nella SLA [111]. 

In particolare, l'espressione ubiquitaria della SOD1 mutata impedisce la naturale risposta 

biologica allo stress ossidativo e determina l'aggregazione delle proteine [112], mentre 

l'espressione della SOD1 mutata in tutto il sistema nervoso del verme provoca difetti nella 

locomozione e un'alterata trasmissione neuronale [113].  

L'espressione pan-neuronale di TDP-43 nel nematode ha rivelato movimenti scoordinati 

[114,115], paralisi progressiva, neurodegenerazione GABAergica con compromissione delle 

sinapsi [116] e stress ossidativo [117]. L’iperfosforilazione di TDP-43 interferisce con 

l’omeostasi delle proteine, causando neurotossicità. Inoltre, l'ortologo del gene C9ORF72 di 

C. elegans ha mostrato che la sua perdita di funzione causa neurodegenerazione e difetti 

motori [118].  

 

2.4 Drosophila melanogaster 

Drosophila melanogaster è un modello molto utilizzato nella ricerca sulla SLA grazie alla 

sua rapida generazione di progenie, alla possibilità di esprimere in modo controllato geni 

mutati e alla capacità di riprodurre alcuni sintomi della SLA, come disabilità locomotorie, 

inclusioni cellulari, disfunzione mitocondriale e morte precoce [119–123]. Le mosche 

transgeniche che esprimono mutazioni della SOD1 mostrano difetti nei motoneuroni, 

aggregati di proteine e stress ossidativo [124–126].  

Studi sulle mosche hanno rivelato che la tossicità del FUS umano è ridotta inibendo 

l'esportazione nucleare, suggerendo il coinvolgimento del trasporto nucleo-citoplasmatico 

nella SLA [127,128]. Un recente screening di modificatori della SLA in modelli di 

Drosophila con FUS o TARDBP mutato ha identificato diversi amplificatori e soppressori 

della malattia, suggerendo percorsi cellulari e molecolari condivisi tra diverse forme di SLA 

[129].  

Modelli di Drosophila con TDP-43 hanno portato alla scoperta di potenziali approcci 

terapeutici, come la modulazione dell'autofagia [130–132] e della dinamica mitocondriale 

[133], che migliorano i difetti motori e la durata della vita. 
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2.5 Danio rerio 

Il pesce zebra (Danio rerio) sta emergendo come un modello utile per la ricerca sulla SLA 

grazie ai suoi numerosi vantaggi, tra cui un ciclo di vita breve, alta fertilità, trasparenza 

larvale e somiglianze con il sistema nervoso umano. Inoltre, il genoma del pesce zebra è 

facilmente modificabile e presenta forti somiglianze con i geni umani coinvolti nelle malattie 

neurodegenerative [134–136]. Modelli transgenici di Danio rerio che sovra esprimono SOD1 

mutato mostrano i principali sintomi della SLA, come perdita di motoneuroni, 

degenerazione muscolare, disfunzione delle giunzioni neuromuscolari e difficoltà motorie, 

con riduzione della sopravvivenza [137]. Nei pesci zebra che esprimono la forma mutata 

della proteina SOD1, sono stati osservati disturbi motori, misfolding delle proteine, 

disfunzione del trasporto ER-Golgi e mislocalizzazione di TDP-43 nel citoplasma. Tuttavia, la 

funzione redox della proteina isomerasi disolfuro è riuscita a recuperare questi difetti, 

suggerendo che la regolazione redox è cruciale per mantenere l'omeostasi cellulare [138].  

La riduzione di TDP-43 nei pesci zebra ha provocato precoci difficoltà motorie e 

disassemblaggio delle giunzioni neuromuscolari. Inoltre, è stato identificato che una 

riduzione parziale di TDP-43 influenza l'espressione dell'acetilcolinesterasi, un enzima 

fondamentale per la connessione tra muscolo e motoneuroni [139].  

 

2.6 Modelli murini, di ratto e di porcellino d'India 

Il topo (Mus musculus) è il modello animale più utilizzato per studiare la SLA, grazie alla sua 

somiglianza con gli esseri umani in termini di sviluppo e genetica [140]. Tuttavia, anche ratti 

(Rattus norvegicus) e porcellini d'India (Cavia porcellus), pur essendo meno comuni, sono 

utili in alcune ricerche grazie alle loro dimensioni più grandi e alla maggiore resistenza allo 

stress [141]. Il modello di topo più studiato per la SLA è il SOD1-G93A [142], che riproduce 

molte delle caratteristiche tipiche della malattia umana, come l'aggregazione di proteine 

nei motoneuroni del midollo spinale, gliosi reattiva, disfunzioni della giunzione 

neuromuscolare, infiammazione e danni alla barriera endoteliale [143–150].  
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Tuttavia, uno dei principali limiti di questo modello è che non presenta la degenerazione 

dei motoneuroni nella corteccia cerebrale, una caratteristica distintiva della SLA umana 

[151]. Altri modelli murini con mutazioni diverse nel gene SOD1, come SOD1-D83G, SOD1-

D90A e SOD1-G37R, sono stati sviluppati per studiare la SLA e presentano vari fenotipi, ma 

condividono la capacità di mimare le principali caratteristiche patologiche della malattia 

[152–154]. 

Nei topi SOD1-G93A, che mostrano segni presintomatici di SLA, è stata osservata una 

riduzione progressiva della lunghezza dendritica e della densità delle spine nei neuroni 

piramidali della corteccia motoria, con alterazioni strutturali e funzionali legate a un'attività 

anomala del glutammato [155,156]. 

Le mutazioni del gene FUS possono essere espresse nei topi e nei ratti per simulare la SLA 

[157]. Nei ratti, l'espressione di FUS mutato causa disfunzioni motorie, paralisi, perdita 

neuronale, gliosi e aggregazione proteica nel cervello e nel midollo spinale. Nei topi, oltre 

all'aggregazione proteica e alla neurodegenerazione dei motoneuroni, si osservano anche 

problemi nel trasporto proteico tra il Golgi e il reticolo endoplasmatico, nonché danni alle 

giunzioni neuromuscolari [158,159].  
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Nei topi transgenici TDP-43, che esprimono la proteina TDP-43 mutata, sono stati osservati 

danni ai motoneuroni, degenerazione assonale, disfunzione mitocondriale, gliosi e perdita 

delle giunzioni neuromuscolari [160–162].  

I porcellini d'India sono stati utilizzati in studi pionieristici per esplorare un'eziologia 

autoimmune della SLA. In questi studi, i porcellini d'India venivano immunizzati con 

motoneuroni spinali bovini purificati, inducendo difetti nei motoneuroni [163]. 

Successivamente, il siero di questi porcellini d'India (o di pazienti con SLA) veniva usato per 

infettare i topi, che mostravano un aumento del rilascio di acetilcolina, accumulo di IgG, 

aumento del calcio intracellulare e difetti nei motoneuroni spinali, simili alle alterazioni 

osservate nella SLA [164,165]. 

 

2.7 Modelli canini 

La mielopatia degenerativa canina (CDM) è un modello spontaneo della SLA umana 

correlata a SOD1, poiché presenta somiglianze cliniche e molecolari con la malattia umana 

[166]. La CDM è caratterizzata dalla degenerazione progressiva degli assoni, atrofia 

muscolare, iporiflessia, astrocitosi, demielinizzazione periferica e inclusioni di SOD1 [166–

168].  

Recenti studi sul ruolo della glia nella CDM hanno mostrato demielinizzazione degli 

oligodendrociti [168], un aumento della microglia che esprime arginasi 1 vicino ai 

motoneuroni [169] e l'up-regolazione dei recettori CB2 negli astrociti attivati [170]. Questi 

segni patologici sono simili a quelli osservati nei modelli murini di SLA e nei pazienti umani 

[171–173]. Data la forte somiglianza patogenetica tra la CDM e la SLA, lo studio dei tessuti 

canini potrebbe contribuire a comprendere meglio i meccanismi della SLA e supportare lo 

sviluppo di terapie.  

 

2.8 Primati non umani 

I primati non umani (NHP) sono modelli ideali per studiare la SLA, grazie alle loro 

somiglianze anatomiche, genetiche e funzionali con gli esseri umani [174,175]. In 

particolare, Callithrix jacchus è spesso utilizzato per generare modelli di malattie 

neurodegenerative, come la SLA, grazie alla sua piccola taglia, facilità di gestione e rapidità 

nel generare forme transgeniche [176–178].  
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Ad esempio, sono stati creati modelli di SLA in Callithrix jacchus e Macaca fascicularis 

utilizzando virus adeno-associati (AAV) per somministrare microRNA specifici o shRNA 

mirati a geni come SOD1, FUS e TDP-43, che hanno prodotto sintomi simili alla SLA, come 

atrofia muscolare, debolezza motoria, mislocalizzazione di TDP-43 e aggregati di Cistatina C 

[93–95]. 

 

 

3. VIDEO TRACKING ANALYSIS 

 

La video tracking analysis è una tecnica innovativa utilizzata negli esperimenti 

comportamentali con i topi che consente di monitorare e analizzare in tempo reale il 

comportamento degli animali in un ambiente controllato. Questo approccio si basa 

sull’utilizzo di telecamere e software di riconoscimento per tracciare i movimenti degli 

animali, fornendo dati precisi su parametri come la velocità, il percorso di movimento e le 

interazioni sociali. Grazie a questa tecnologia, i ricercatori possono valutare l’impatto di 

variabili ambientali, farmacologiche o genetiche sul comportamento dei topi, facilitando la 

comprensione di meccanismi complessi come l’ansia, la paura e il comportamento 

esplorativo. Inoltre, la video tracking analysis riduce il fattore soggettivo nelle osservazioni, 

aumentando la riproducibilità e la validità dei risultati sperimentali. Il tracciamento video 

digitale ha rivoluzionato l'analisi del comportamento animale. Fino a poco tempo fa, era 

necessario che osservatori altamente addestrati valutassero manualmente le variabili 

comportamentali sia in tempo reale durante esperimenti comportamentali che da 

registrazioni video [182]. Pertanto, l'analisi comportamentale richiedeva un grande 

investimento di risorse sia per formare gli osservatori che per valutare manualmente i 

comportamenti. I programmi di tracciamento video digitale riducono notevolmente il carico 

della valutazione comportamentale perché sono facili da usare, riducendo così i requisiti di 

formazione, e raccolgono dati automaticamente, liberando risorse umane [183,184] 

 

3.1 Machine Learning 

I recenti avanzamenti nella potenza computazionale stanno aprendo nuove possibilità nella 

raccolta e nell’analisi di grandi quantità di dati sul comportamento. Oggi, molti sistemi di 

analisi video possono monitorare uno o più animali mentre svolgono un determinato 



17 
 

compito, tracciandone costantemente posizione e movimenti [185–188]. Finora, la 

valutazione di questi screening si è concentrata principalmente sul tracciamento, poiché 

analizzare i molteplici aspetti dei comportamenti complessi rimane una sfida per gli 

algoritmi attuali. Un'opzione sempre più promettente per affrontare questa complessità è 

l’apprendimento automatico, che sta trovando un’applicazione crescente sia nella ricerca 

sugli animali da laboratorio che su quelli selvatici [189,190]. La maggior parte dei metodi 

attuali si basa sull'apprendimento automatico supervisionato, che consiste in fasi di 

addestramento che utilizzano input etichettati manualmente per identificare modelli di dati 

in base alla classificazione fornita. Questo approccio è ampiamente utilizzato nella ricerca 

comportamentale biomedica, ad esempio nello studio dell'interazione sociale [191], del 

comportamento di freezing [192], dei comportamenti complessi basati sulla locomozione e 

sulla posizione [193,194], del comportamento di pulizia [195,196] e della comunicazione 

vocale [197]. L’introduzione di nuovi strumenti di programmazione sta inoltre ampliando 

queste applicazioni, rendendo più accessibile lo sviluppo di analisi basate su questi algoritmi 

[198]. Tuttavia, la qualità della classificazione dipende fortemente dal set di dati fornito, 

poiché questi metodi possono incorporare sistematicamente criteri soggettivi preesistenti. 

Ciò può essere particolarmente problematico in settori in cui l'uso di metodologie diverse 

porta a disaccordi sulle classificazioni comportamentali appropriate [199]. 

Un approccio sempre più diffuso è l’uso di algoritmi di apprendimento non supervisionato, 

che analizzano dati non etichettati per individuare schemi comportamentali in modo 

oggettivo [199–202]. Questo metodo si è rivelato particolarmente utile nel migliorare i 

sistemi di tracciamento tradizionali, permettendo di ricostruire con precisione le traiettorie 

di individui non marcati all’interno di gruppi numerosi [203,204]. Oltre a perfezionare 

l’identificazione degli animali, ha contribuito a mappare nuovi modelli comportamentali 

non rilevabili dall’osservazione umana, come dimostrato da studi su topi e mosche 

[200,202]. Inoltre, ha permesso di individuare caratteristiche predittive di specifiche azioni, 

come evidenziato da una ricerca sui moscerini della frutta, che ha scomposto i movimenti 

in pochi modelli chiave, utili per prevedere le traiettorie della locomozione [205]. In 

combinazione con l’optogenetica, questi algoritmi hanno anche aiutato a collegare 

l’attivazione neuronale a comportamenti specifici nelle larve di Drosophila [206].  

Nonostante il loro potenziale, i metodi di apprendimento non supervisionato presentano 

alcune difficoltà di implementazione. Sebbene offrano un modo per individuare schemi 



18 
 

comportamentali senza predefinirli, i risultati possono variare notevolmente e il loro 

significato biologico dipende dall’approccio computazionale utilizzato. 

È evidente, però, che l’apprendimento automatico diventerà uno strumento sempre più 

diffuso nella ricerca neuroscientifica. Grazie a software intuitivi e interfacce accessibili, 

molti laboratori possono già integrare queste tecnologie nelle loro analisi [198]. Inoltre, la 

possibilità di rilevare sottili variazioni comportamentali, prima inosservabili con i metodi 

tradizionali, aprirà nuove prospettive e dibattiti nella ricerca sul comportamento animale. 

 

 

4. SCOPO DELLA TESI 

 

Nel corso della mia tesi sperimentale ho avuto l’occasione di collaborare ad una sinergia tra 

il gruppo del mio relatore e quello della Dott.ssa Torazza che da anni studia il modello 

animale SOD1-G93A. Dai dati in letteratura emergeva chiaramente che il modello presenti 

ancora delle incognite quali la definizione del preciso onset patologico, i sintomi precoci e 

le differenze di genere. Il mio lavoro si è inserito in un contesto multidisciplinare nel quale 

abbiamo cercato di dare delle risposte a questi quesiti. Pertanto, abbiamo cercato di 

implementare i test comportamentali che routinariamente venivano applicati al modello 

utilizzando un test semplice, facilmente riproducibile e poco dispendioso sia in termini di 

tempo-uomo sia di stress per l’animale. La scelta è ricaduta sull’Open Field, test adatto a 

monitorare aspetti motori, esplorativi ed emotivi dell’animale. Abbiamo inoltre applicato ai 

video derivanti da questo test un’analisi computerizzata utilizzando un software open 

source al fine di rendere accessibile a chiunque la possibilità di replicare il monitoraggio 

dell’animale. Ne è scaturita un’analisi approfondita dell’evoluzione del modello dai 40 ai 120 

giorni di vita. La mia tesi tratterà una parte di questa analisi che è stata svolta in 

collaborazione con altri colleghi. 
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5. MATERIALI E METODI 

 

5.1 Animali 

I topi adulti B6SJL-TgN SOD1/G93A(þ)1Gur che esprimono un alto numero di copie del SOD1 

umano mutante con una sostituzione Gly93Ala [SOD1G93A], sono stati originariamente 

ottenuti dai Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA). Sono stati allevati presso lo 

stabulario della Sezione di Farmacologia e Tossicologia del Dipartimento di Farmacia 

dell'Università di Genova. Gli animali transgenici sono stati incrociati con femmine wild type 

B6SJL corrispondenti, e la selezione riproduttiva ha mantenuto ciascun transgene nello 

stato emizigote. Sono stati utilizzati topi femmina e maschio, distribuiti equamente in 

ciascuna serie di esperimenti. È stata effettuata una tipizzazione per analizzare gli estratti 

tissutali delle punte delle code (omogeneizzati in soluzione salina tamponata fosfato, 

congelati/scongelati due volte e centrifugati a 23.000× g per 15 min a 4 °C) marcando per 

SOD1 dopo elettroforesi su gel di poliacrilamide (10% di risoluzione e 4% di 

sovrapposizione). Nei topi SOD1G93A, la morte si verifica di solito tra i 120 e i 140 giorni. 

Gli animali sono stati allevati a una temperatura costante (22 ± 1 °C) e umidità relativa (50%) 

con un regolare ciclo di luce di 12/12 h (luce alle 7 del mattino e alle 7 di sera) durante tutti 

gli esperimenti. Cibo e acqua erano disponibili liberamente. Tutti gli esperimenti sono stati 

condotti in conformità con le linee guida stabilite dal Consiglio delle Comunità Europee 

(Direttiva 114 2010/63/EU del 22 settembre 2010) e con il D.L. italiano n. 26/2014 e sono 

stati approvati dal Comitato Etico locale e dal Ministero della Salute italiano (Progetto n. 

214/2024-PR). Sono stati fatti tutti gli sforzi per ridurre al minimo la sofferenza degli animali 

e per utilizzare solo il numero di animali necessario per produrre risultati affidabili. 

 

5.2 Test comportamentali 

 

     5.2.1 Open Field  

L'area per l’Open field è una scatola di plexiglass di 35 cm di lunghezza x 33 cm di larghezza 

x 34,5 cm di altezza. Il pavimento dell'area è rivestito con una pellicola bianca.  
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Ogni animale è stato collocato singolarmente al centro della tavola e il comportamento è 

stato registrato con una videocamera per 5 minuti. Tra ogni prova animale, l'area veniva 

pulita con etanolo al 70%. Sono stati registrati i movimenti della testa, le variabili motorie e 

le variabili legate allo stress. I risultati sono riportati come medie ± SEM. I dati 

comportamentali dei topi (Figura 1) sono stati analizzati utilizzando il software Tox Trac 

v2.98 (17/11/2022). 

 

     5.2.2 Rotarod  

Nel test si misura il tempo in cui un animale rimane su un cilindro rotante di un apparato 

rotarod accelerante (RotaRod 7650; Ugo Basile, Gemonio, VA, Italia; cod: Cat. n. 47650). In 

questa procedura, la rotazione dell'asta aumentava gradualmente la velocità da 4 a 40 

giri/min in 5 minuti. È stato registrato il tempo in cui il topo è caduto. Gli animali sono stati 

addestrati per 1 settimana prima di iniziare gli esperimenti. 

 

     5.2.3 PAGE 

Il test paw grip endurance (PAGE), per la misura della forza degli arti posteriori, consiste nel 

far attaccare il topo ad una griglia che viene capovolta e sollevata ad un’altezza di circa 40 

cm da terra. Sotto la griglia viene posta una gabbia vuota avente uno strato imbottito per 

attutire la caduta. I topi normalmente sono in grado di restare attaccati alle sbarre del 

coperchio di una gabbia anche se questo viene capovolto e di muoversi nell’area con facilità. 

Si misurava quindi il tempo di resistenza quando il topo distaccava gli arti posteriori dalla 

griglia o si lasciava cadere. Il test durava al massimo 2 minuti. 

 

     5.2.4 Grip 

I topi sono stati posizionati di fronte a una barra di presa montata su un sensore di forza per 

il rilevamento automatico della forza degli arti anteriori dell'animale. Il trasduttore di forza 

aveva una forza massima applicabile di 1500× g con una risoluzione di 0,1 g (GSM Grip-

Strength Meter, Ugo Basile, Gemonio, VA, Italia; Gatto. n. 47200). Gli animali venivano 

sospesi per la coda, lasciati afferrare la barra di trazione collegata al dinamometro 

motorizzato e tirati per la coda, e veniva registrata la massima forza dell'arto anteriore 
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dell'avversario. Il test è stato ripetuto almeno tre volte per prova ed è stato registrato il 

valore medio della forza di presa del mouse (unità arbitrarie), esclusi i valori anomali. 

 

     5.2.5 Beam Balance 

Il test consisteva in una trave lunga 1 m con una superficie superiore larga 6 mm, che si 

trovava a 50 cm dal suolo. I topi sono stati posizionati al punto di partenza e incoraggiati ad 

attraversare il raggio per mezzo di una scatola nera posta alla fine del raggio. È stato 

registrato il numero di scivolamenti del piede durante la camminata lungo la trave 

 

5.3 Analisi statistica 

L’analisi statistica multivariata è stata condotta con il software JMP Pro 18, mentre l’analisi 

univariata e la grafica boxplot con Orange 3.38. Quando nel testo viene specificato un 

risultato significativamente positivo si intende raggiunto un valore di P<0.05 in analisi 

ANOVA seguita dal test di Bonferroni. 
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6. RISULTATI e DISCUSSIONE 

 

 

Figura 1. Analisi delle componenti principali.  

Pannello 1 Autovalori e Componenti Principali: La parte sinistra mostra un grafico a barre che riporta gli autovalori delle 

diverse componenti principali estratte dall'analisi. Gli autovalori indicano la quantità di varianza spiegata da ciascuna 

componente. La prima componente ha un autovalore di 4.455553, che rappresenta una quantità significativa di varianza 

(34,3%), e la seconda una varianza inferiore, pari a 16%. Pannello 2 Biplot delle Componenti: Il grafico centrale rappresenta 

il biplot delle prime due componenti. Ogni punto nero rappresenta un'osservazione nel dataset, mentre le etichette 

evidenziate (in rosso) rappresentano i gruppi sperimentali. Pannello 3 Vettori delle Variabili: nella parte destra 

dell'immagine, troviamo i vettori delle variabili che indicano come ciascuna variabile si connette alle due componenti 

principali. I vettori più lunghi indicano una maggiore influenza sulla componente corrispondente. 

 

La figura 1 rappresenta i risultati dell’analisi delle componenti principali (PCA), un metodo 

statistico utilizzato per ridurre la dimensionalità di un dataset, evidenziando le variabili più 

significative. Infatti, in questo lavoro ho combinato i dati provenienti da 5 test 

comportamentali diversi generando una tabella di score comportamentali composto da 13 

variabili (sp = velocità media, acc = accelerazione, dist = distanza percorsa, er = esplorazione, 

fe = eventi di freezing, tf = tempo totale di immobilità, tc = tempo speso al centro dell’arena, 

bw = peso corporeo, rot = punteggio rotarod, bb = punteggio beam balance, page = 

punteggio al PAGE, grip = punteggio al grip e velocità massima).  Le componenti 1 e 2 

spiegano insieme il 50,3% della varianza. 
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Figura 2. Grafico a barre che illustra i contributi parziali delle diverse variabili.  

 

La componente 1 il cui profilo è rappresentato in rosso è caratterizzata dalle variabili 

provenienti dall’OF indicando come effettivamente questo test si possa sposare 

perfettamente con quelli storicamente applicati al modello (es GRIP e ROTAROD), ma solo 

se analizzato con un algoritmo di analisi computerizzata in grado di distinguere tutti i 

fenomeni legati al movimento dell’animale. La componente 2, i cui pesi sono mostrati in 

blu, è caratterizzata dai test utilizzati storicamente sul modello G93A nel nostro laboratorio 

(Fig.2). L’analisi della distribuzione degli animali testati (n=48) mostra come a 40 giorni gli 

animali portatori della malattia tendano a scivolare verso il basso rispetto ai controlli 

seguendo la componente 2. In particolare, i maschi G93A (ALSM ■) si staccano dai propri 

controlli (WTM □) trainati dai vettori delle variabili legati all’apatia (fe e tf). 
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Tabella 1. Matrice di correlazione. I valori di correlazione variano tra -1 e 1. 

 

Le righe e le colonne rappresentano le variabili considerate (sp, acc, dist, er, fe, tf, tc, bw, 

rot, bb, page, grip, maxsp). Valori vicini a 1 indicano una forte correlazione positiva (quando 

una variabile aumenta, anche l'altra tende ad aumentare). Valori vicini a -1 indicano una 

forte correlazione negativa (quando una variabile aumenta, l'altra tende a diminuire). Valori 

prossimi a 0 indicano che non c'è una correlazione significativa tra le variabili. L’analisi delle 

correlazioni mostra che la velocità media correla in maniera forte con la distanza percorsa 

e con l’esplorazione come potevamo aspettarci. Il tempo trascorso nella zona centrale (tc), 

un parametro legato all’ansia nell’animale che predilige stare lontano da questa zona 

quando si sente minacciato o stressato, correla positivamente con la velocità, ma non 

particolarmente con l’esplorazione (er). La velocità media correla negativamente con i 

parametri dell’apatia (fe e tf), anche questo un dato che ci attendevamo. Una correlazione 

debolmente negativa, ma degna di nota, è tra il peso corporeo (bw) e il tempo di immobilità 

(tf). Il fatto che gli animali con un peso corporeo superiore abbiano una minore apatia è in 

linea anche con il dato della forza muscolare nel GRIP test.  



25 
 

 

Figura 3. Diagramma a scatola (boxplot) del peso corporeo. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM e 

WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 

 

Il peso degli animali non desta particolari curiosità se non la ovvia tendenza degli animali 

dei gruppi malati (ALSF e ALSM) ad essere mediamente inferiori ai rispettivi controlli. La 

perdita di peso è un indice di sofferenza che però in questa fase non sembra ancora essere 

particolarmente indicativo, sostenendo le ricerche precedenti che vedevano l’onset 

patologico non prima dei 90 giorni [207–209]. 
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Figura 4. Diagramma a scatola (boxplot) della velocità media. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM e 

WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati.  

 

La velocità media a 40 giorni di età è già significativamente diversa (p<0.001) nei maschi 

malati (ALSM) rispetto ai propri controlli (WTM). Il dato è sorprendente, ma non isolato, per 

precocità e differenzia in modo tangibile i maschi dalle femmine. Nel 2016 Preisig e colleghi 

hanno condotto uno degli studi più completi da un punto di vista dinamico sul modello 

G93A mostrando come già a 30-40 giorni si possano rilevare anomalie dell’andatura [210]. 

I cambiamenti precoci persistenti nel movimento e nella coordinazione degli arti possono 

rappresentare adattamenti funzionali compensatori a patologie come la denervazione 

muscolare e il numero ridotto di motoneuroni precedentemente descritte intorno a questa 

età [211,212].  
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Figura 5.  Diagramma a scatola (boxplot) dell’accelerazione. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM e 

WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 
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Figura 6.  Diagramma a scatola (boxplot) della velocità massima. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM 

e WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 

 

Le figure 5 e 6 mostrano però che l’accelerazione e la velocità massima non sono diverse 

nei quattro gruppi sperimentali stabilendo che lo spunto motorio non è compromesso nei 

maschi malati, ma c’è una tendenza ad essere meno attivi. Anche questo dato è supportato 

dall’analisi di Preisig che ha dimostrato come alcuni deficit siano transitori e quindi 

difficilmente porteranno l’animale a non raggiungere più determinate prestazioni [210]. 
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Figura 7.  Diagramma a scatola (boxplot) della distanza percorsa. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM 

e WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 
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Figura 8.  Diagramma a scatola (boxplot) dell’esplorazione. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM e WTM. 

Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 

 

La minore propensione all’attività diventa palese quando analizziamo la distanza percorsa e 

l’indice di esplorazione (er) (Fig. 7 e 8). Er, inteso come numero di aree visitate rispetto al 

totale delle aree in cui il software ha diviso l’arena, è un dato estremamente interessante 

per via della capillarità che questa analisi ci consente di raggiungere. Siamo stati infatti in 

grado di suddividere l’arena in 306 sub aree (Immagine 1) e di evidenziare le aree di 

maggiore interesse con una scala colorimetrica che va dall’azzurro al rosso. 
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Immagine 1. Suddivisione virtuale dell’arena in area con heat map della frequenza di visita dell’animale. Immagine 

rappresentativa. 

 

Frame Count 20mm 40mm 60mm 80mm 100mm 120mm 140mm 160mm 180mm 200mm 220mm 240mm 260mm 280mm 300mm 320mm 340mm 360mm 

20mm 26 124 31 6 5 29 26 26 12 8 30 15 1 0 0 0 47 0 

40mm 48 214 99 10 4 8 9 4 11 104 1 11 26 43 28 42 321 0 

60mm 3 40 2 5 6 0 2 5 0 20 16 16 3 29 14 33 88 0 

80mm 2 11 0 7 9 2 3 12 15 13 5 13 12 10 10 22 17 0 

100mm 5 31 2 16 20 0 107 10 18 6 3 7 15 23 15 113 138 0 

120mm 7 16 1 4 4 26 54 3 2 6 2 8 8 14 89 43 122 0 

140mm 5 10 1 13 11 28 47 6 6 7 24 14 32 17 14 8 2 0 

160mm 29 15 18 9 0 0 7 6 3 3 2 2 45 1 13 16 2 0 

180mm 31 18 4 18 2 3 7 7 9 0 3 4 11 5 5 51 34 0 

200mm 12 20 18 7 1 3 1 4 4 2 3 5 5 9 15 17 25 0 

220mm 12 28 1 8 5 1 0 0 1 1 0 11 8 2 4 15 129 0 

240mm 12 15 4 2 0 0 0 0 3 3 2 11 6 4 5 22 153 0 

260mm 18 41 2 4 12 6 3 2 7 14 0 6 9 12 4 13 9 0 

280mm 80 37 22 1 2 0 0 0 7 2 4 4 7 4 2 46 68 0 

300mm 40 63 107 1 2 5 3 2 1 23 16 34 7 55 22 29 88 0 

320mm 17 10 0 0 0 0 0 17 6 0 28 5 2 27 38 30 91 0 

340mm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

                   

Time Count 

(m:s) 20mm 40mm 60mm 80mm 100mm 120mm 140mm 160mm 180mm 200mm 220mm 240mm 260mm 280mm 300mm 320mm 340mm 360mm 

20mm 0:01,4 0:06,9 0:01,7 0:00,3 0:00,3 0:01,6 0:01,4 0:01,4 0:00,7 0:00,4 0:01,7 0:00,8 0:00,1 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:02,6 0:00,0 

40mm 0:02,7 0:11,9 0:05,5 0:00,6 0:00,2 0:00,4 0:00,5 0:00,2 0:00,6 0:05,8 0:00,1 0:00,6 0:01,4 0:02,4 0:01,6 0:02,3 0:17,8 0:00,0 

60mm 0:00,2 0:02,2 0:00,1 0:00,3 0:00,3 0:00,0 0:00,1 0:00,3 0:00,0 0:01,1 0:00,9 0:00,9 0:00,2 0:01,6 0:00,8 0:01,8 0:04,9 0:00,0 

80mm 0:00,1 0:00,6 0:00,0 0:00,4 0:00,5 0:00,1 0:00,2 0:00,7 0:00,8 0:00,7 0:00,3 0:00,7 0:00,7 0:00,6 0:00,6 0:01,2 0:00,9 0:00,0 

100mm 0:00,3 0:01,7 0:00,1 0:00,9 0:01,1 0:00,0 0:05,9 0:00,6 0:01,0 0:00,3 0:00,2 0:00,4 0:00,8 0:01,3 0:00,8 0:06,3 0:07,7 0:00,0 

120mm 0:00,4 0:00,9 0:00,1 0:00,2 0:00,2 0:01,4 0:03,0 0:00,2 0:00,1 0:00,3 0:00,1 0:00,4 0:00,4 0:00,8 0:04,9 0:02,4 0:06,8 0:00,0 

140mm 0:00,3 0:00,6 0:00,1 0:00,7 0:00,6 0:01,6 0:02,6 0:00,3 0:00,3 0:00,4 0:01,3 0:00,8 0:01,8 0:00,9 0:00,8 0:00,4 0:00,1 0:00,0 

160mm 0:01,6 0:00,8 0:01,0 0:00,5 0:00,0 0:00,0 0:00,4 0:00,3 0:00,2 0:00,2 0:00,1 0:00,1 0:02,5 0:00,1 0:00,7 0:00,9 0:00,1 0:00,0 
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180mm 0:01,7 0:01,0 0:00,2 0:01,0 0:00,1 0:00,2 0:00,4 0:00,4 0:00,5 0:00,0 0:00,2 0:00,2 0:00,6 0:00,3 0:00,3 0:02,8 0:01,9 0:00,0 

200mm 0:00,7 0:01,1 0:01,0 0:00,4 0:00,1 0:00,2 0:00,1 0:00,2 0:00,2 0:00,1 0:00,2 0:00,3 0:00,3 0:00,5 0:00,8 0:00,9 0:01,4 0:00,0 

220mm 0:00,7 0:01,6 0:00,1 0:00,4 0:00,3 0:00,1 0:00,0 0:00,0 0:00,1 0:00,1 0:00,0 0:00,6 0:00,4 0:00,1 0:00,2 0:00,8 0:07,2 0:00,0 

240mm 0:00,7 0:00,8 0:00,2 0:00,1 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,2 0:00,2 0:00,1 0:00,6 0:00,3 0:00,2 0:00,3 0:01,2 0:08,5 0:00,0 

260mm 0:01,0 0:02,3 0:00,1 0:00,2 0:00,7 0:00,3 0:00,2 0:00,1 0:00,4 0:00,8 0:00,0 0:00,3 0:00,5 0:00,7 0:00,2 0:00,7 0:00,5 0:00,0 

280mm 0:04,4 0:02,1 0:01,2 0:00,1 0:00,1 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,4 0:00,1 0:00,2 0:00,2 0:00,4 0:00,2 0:00,1 0:02,6 0:03,8 0:00,0 

300mm 0:02,2 0:03,5 0:05,9 0:00,1 0:00,1 0:00,3 0:00,2 0:00,1 0:00,1 0:01,3 0:00,9 0:01,9 0:00,4 0:03,1 0:01,2 0:01,6 0:04,9 0:00,0 

320mm 0:00,9 0:00,6 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,9 0:00,3 0:00,0 0:01,6 0:00,3 0:00,1 0:01,5 0:02,1 0:01,7 0:05,1 0:00,0 

340mm 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 0:00,0 

                   

Frequency (%) 20mm 40mm 60mm 80mm 100mm 120mm 140mm 160mm 180mm 200mm 220mm 240mm 260mm 280mm 300mm 320mm 340mm 360mm 

20mm 0,50% 2,38% 0,59% 0,12% 0,10% 0,56% 0,50% 0,50% 0,23% 0,15% 0,58% 0,29% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,90% 0,00% 

40mm 0,92% 4,10% 1,90% 0,19% 0,08% 0,15% 0,17% 0,08% 0,21% 1,99% 0,02% 0,21% 0,50% 0,82% 0,54% 0,81% 6,15% 0,00% 

60mm 0,06% 0,77% 0,04% 0,10% 0,12% 0,00% 0,04% 0,10% 0,00% 0,38% 0,31% 0,31% 0,06% 0,56% 0,27% 0,63% 1,69% 0,00% 

80mm 0,04% 0,21% 0,00% 0,13% 0,17% 0,04% 0,06% 0,23% 0,29% 0,25% 0,10% 0,25% 0,23% 0,19% 0,19% 0,42% 0,33% 0,00% 

100mm 0,10% 0,59% 0,04% 0,31% 0,38% 0,00% 2,05% 0,19% 0,35% 0,12% 0,06% 0,13% 0,29% 0,44% 0,29% 2,17% 2,65% 0,00% 

120mm 0,13% 0,31% 0,02% 0,08% 0,08% 0,50% 1,04% 0,06% 0,04% 0,12% 0,04% 0,15% 0,15% 0,27% 1,71% 0,82% 2,34% 0,00% 

140mm 0,10% 0,19% 0,02% 0,25% 0,21% 0,54% 0,90% 0,12% 0,12% 0,13% 0,46% 0,27% 0,61% 0,33% 0,27% 0,15% 0,04% 0,00% 

160mm 0,56% 0,29% 0,35% 0,17% 0,00% 0,00% 0,13% 0,12% 0,06% 0,06% 0,04% 0,04% 0,86% 0,02% 0,25% 0,31% 0,04% 0,00% 

180mm 0,59% 0,35% 0,08% 0,35% 0,04% 0,06% 0,13% 0,13% 0,17% 0,00% 0,06% 0,08% 0,21% 0,10% 0,10% 0,98% 0,65% 0,00% 

200mm 0,23% 0,38% 0,35% 0,13% 0,02% 0,06% 0,02% 0,08% 0,08% 0,04% 0,06% 0,10% 0,10% 0,17% 0,29% 0,33% 0,48% 0,00% 

220mm 0,23% 0,54% 0,02% 0,15% 0,10% 0,02% 0,00% 0,00% 0,02% 0,02% 0,00% 0,21% 0,15% 0,04% 0,08% 0,29% 2,47% 0,00% 

240mm 0,23% 0,29% 0,08% 0,04% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,06% 0,06% 0,04% 0,21% 0,12% 0,08% 0,10% 0,42% 2,93% 0,00% 

260mm 0,35% 0,79% 0,04% 0,08% 0,23% 0,12% 0,06% 0,04% 0,13% 0,27% 0,00% 0,12% 0,17% 0,23% 0,08% 0,25% 0,17% 0,00% 

280mm 1,53% 0,71% 0,42% 0,02% 0,04% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13% 0,04% 0,08% 0,08% 0,13% 0,08% 0,04% 0,88% 1,30% 0,00% 

300mm 0,77% 1,21% 2,05% 0,02% 0,04% 0,10% 0,06% 0,04% 0,02% 0,44% 0,31% 0,65% 0,13% 1,05% 0,42% 0,56% 1,69% 0,00% 

320mm 0,33% 0,19% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,33% 0,12% 0,00% 0,54% 0,10% 0,04% 0,52% 0,73% 0,58% 1,74% 0,00% 

340mm 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
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Figura 9. Diagramma a scatola (boxplot) dei momenti di immobilità. Le quattro categorie analizzate 

sono: ALSF, WTF, ALSM e WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e 

il terzo quartile (Q3), contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta 

la media. Whiskers: Le linee che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 
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Figura 10. Diagramma a scatola (boxplot) del tempo di immobilità. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM 

e WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 

 

La minore propensione al movimento è confermata significativamente (p<0.05) dai 

parametri fe e tf (Fig. 9 e 10). Questi parametri sono la descrizione di quante volte l’animale 

si blocca nell’arena (fe) e per quanto tempo resta fermo (tf). Entrambi sono una misura 

universalmente riconosciuta di apatia e/o stress nel roditore. Da queste variabili emerge 

che i maschi malati sono significativamente diversi dai propri controlli sani. Combinando 

questo dato con quello della figura 11 in cui vediamo il tempo trascorso nella zona meno 

confortevole per gli animali o zona centrale, possiamo sostenere che effettivamente il grado 

di stress aumenti nei maschi malati già in una fase in cui l’animale ad un esame visivo è del 

tutto equivalente ai controlli. Il dato correla splendidamente con i report sui pazienti umani 

affetti da SLA in cui è stata riportata depressione precoce, apatia e ansia [213–216].  

La nostra analisi è stata quindi in grado di evidenziare in una fase estremamente precoce 

una sintomatologia sottostante che potrebbe essere la chiave per definire nuove strategie 

terapeutiche e individuare target farmacologici specifici. 
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Figura 11. Diagramma a scatola (boxplot) del tempo al centro. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM e 

WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 

 

Nel dettaglio possiamo comparare più finemente il comportamento degli animali maschi di 

controllo (WTM) con quelli malati (ALSM) nella zona centrale attraverso un algoritmo di 

tracciamento su base MATLAB chiamato Optimouse che è in grado di tracciare lo scheletro 

dell’animale sulla base di 4 punti focali. Il naso e il baricentro sono due punti chiave 

(Immagine 2). Il naso può identificare l’attenzione dell’animale (aspetti motori volontari 

attivi) e quindi mostra più nello specifico l’attività che l’animale decide di intraprendere. Il 

software descrive l’animale frame per frame stabilendo in ogni istante la posizione dei punti 

di interesse. È inoltre possibile una revisione manuale del riconoscimento che consente al 

ricercatore di correggere eventuali distorsioni legati alla qualità del video. 
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Immagine 2. Esempio di riconoscimento dell’animale da parte di Optimouse 

 

Figura 12. Tracciamento del naso dell’animale WTM quale indicatore dell’attenzione e curiosità. Pannello A: grafico a 

barre del tempo trascorso nella zona centrale. Pannello B: heat map della localizzazione del naso e traiettorie del naso nel 

tempo. Pannello C: distribuzione nel tempo dei passaggi nel naso nella zona centrale. Pannello D: cambiamenti di 

orientamento dell’animale nel tempo. 

 

La figura 12 ci mostra come l’animale di controllo nei 3 minuti centrali del video attraversi 

con il naso alcune volte la parte centrale (Zona 1) spingendo la sua esplorazione in quasi 

tutte le aree dell’arena con una predilezione per gli angoli superiori. L’animale è orientato e 

cambia angolazioni del corpo con grande disinvoltura. 
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Figura 13. Eventi comportamentali nel corso dei 180 secondi centrali dei test. Pannello A: numero di eventi per tipologia. 

Pannello B: distribuzione temporale e in relazione alla velocità degli eventi. Pannello C: localizzazione negli eventi di 

rearing del naso e del corpo. Pannello D: localizzazione negli eventi di grooming del naso e del corpo. Analisi 

rappresentativa. 

 

La figura 13 ci mostra come nel contesto dell’arena completa l’animale di controllo esegua 

nei 3 minuti un numero notevole di rearing (sollevamento sugli arti posteriori) a 

testimonianza della curiosità all’esplorare l’ambiente [217–219]. La localizzazione (punti 

rossi Pannello C) è prettamente periferica con alcuni episodi più centrali. Interessante 

notare che il grooming indice di stress è invece molto limitato e avviene spesso in un 

contesto semiperiferico [220–222]. 
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Figura 14. Tracciamento del naso dell’animale di ALSM quale indicatore dell’attenzione e curiosità. Pannello A: heat map 

della localizzazione del naso e traiettorie del naso nel tempo. Pannello B: cambiamenti di orientamento dell’animale nel 

tempo. 

 

Al contrario l’animale maschio malato tende a non esplorare l’area centrale con il naso e a 

transitare su traiettorie periferiche. Anche i cambi di direzione sono molto limitati 

privilegiando movimenti sul perimetro e rimanendo molto fermo nell’angolo in basso a 

sinistra (Fig. 14). 
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Figura 15. Eventi comportamentali nel corso dei 180 secondi centrali dei test. Pannello A: numero di eventi per tipologia. 

Pannello B: distribuzione temporale e in relazione alla velocità degli eventi. Pannello C: localizzazione negli eventi di 

rearing del naso e del corpo. Pannello D: localizzazione negli eventi di grooming del naso e del corpo. Pannello E: 

localizzazione negli eventi di freezing del naso e del corpo. 

 

La coordinazione non sembra essere compromessa in questa fase di vita degli animali (Fig. 

14), tuttavia i maschi malati tendono ad avere meno efficacia nel rimanere sulla ruota in 

movimento (Fig. 15). Anche per questo test l’apatia e lo stress potrebbero giocare un ruolo 

nella compliance a svolgere il test. 

 

L’animale ALSM è meno propenso all’esplorazione come confermato dal numero di rearing 

mentre incrementa il grooming e compie alcuni eventi di freezing in concomitanza con il 

grooming stesso. Questi elementi supportano fortemente l’idea che già a 40 giorni i maschi 

abbiano alterazioni del comportamento che quanto meno li predispongono ad una minore 

compliance e che ne limitano l’adattamento al cambio di contesto. 



40 
 

  

Figura 16. Diagramma a scatola (boxplot) del punteggio di GRIP. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM 

e WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 

 

La forza muscolare degli arti anteriore risulta inferiore negli animali malati e nei maschi 

sembra già cospicua (Fig. 16), tuttavia, il test si presta a bias legati al fatto che l’apatia 

potrebbe spingere l’animale ad essere meno incline a mantenere la presa senza evidenti 

deficit muscolari. Infatti, durante il test page (Fig. 17) che è un ulteriore prova della tenacia 

muscolare il risultato è meno evidente. 
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Figura 17. Diagramma a scatola (boxplot) del punteggio di page. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM 

e WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 
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Figura 18. Diagramma a scatola (boxplot) del punteggio di beam balance. Le quattro categorie analizzate 

sono: ALSF, WTF, ALSM e WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e 

il terzo quartile (Q3), contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta 

la media. Whiskers: Le linee che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 
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Figura 19. Diagramma a scatola (boxplot) del punteggio al rotarod. Le quattro categorie analizzate sono: ALSF, WTF, ALSM 

e WTM. Ogni scatola rappresenta il range interquartile (IQR), ovvero l'intervallo tra il primo (Q1) e il terzo quartile (Q3), 

contenendo quindi il 50% centrale dei dati. La linea all'interno di ciascuna scatola rappresenta la media. Whiskers: Le linee 

che si estendono dalle scatole (whiskers) mostrano la variazione dei dati. 
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7. CONCLUSIONI e PROSPETTIVE FUTURE 

 

Il mio lavoro di tesi si inserisce in un contesto portato aventi da moltissimi anni dal gruppo 

di ricerca Milanese-Bonifacino-Torazza. È la prima volta che viene monitorato il modello 

G93A dai 40 giorni a fine vita con l’applicazione di 5 test comportamentali ogni 10 giorni e 

la registrazione di Terabyte di video che sono stati analizzati con 2 algoritmi di machine 

learning. Per brevità abbiamo deciso di presentare esclusivamente i dati allo starting point 

in quanto già significativi della ‘gender progression’ della patologia. Abbiamo individuato 

grazie a questa analisi sintomi precoci riferibili all’apatia/stress e stabilito quali test sono 

meno significativi perché viziati dalla presenza di un sottostante cambiamento 

motivazionale. Questo lavoro sarà molto utile per raffinare il modello e l’experimental 

design’ individuando gli outliers, stabilendo trattamenti farmacologici mirati alla fase 

precoce, consentendo di trovare nuovi target farmacologici. In particolare, stiamo cercando 

di utilizzare i dati ottenuti per individuare se, e quando, maschi e femmine si sovrappongono 

per sintomatologia. Contemporaneamente stiamo cercando di valutare biomarker 

significativi per ogni fase della malattia che quindi evolve ma ha un impatto già dalle fasi 

precoci.   
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