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RESPONSABILE SCIENTIFICO:  Prof. Dott. Beninati Simone 

______________________________________________________________________________ 

Premessa: Il progetto di ricerca”Integratori Nutrizionali e Patologie Cellulari”finanziato dalla ditta 

Citozeatec srl e stato approvato in data 7 giugno 2022 dal Consiglio di Dipartimento della Facoltà 

di Scienze MFN dell’Università di Roma Tor Vergata. La prima parte del progetto ha avuto come 

soggetto di ricerca, il trattamento delle ulcere da pressione in pazienti trattati con il CITOZYM®, 

un integratore nutrizionale prodotto dalla Citozeatec srl.   La struttura del progetto è stata suddivisa 

in due fasi principali: 1. Sperimentazione preliminare su cavie, al fine di saggiare non solo l’effetto 

del trattamento sia topico che sistemico di un integratore nutrizionale commerciale, ma soprattutto 

gli effetti sul possibile miglioramento della qualità della vita. 2. I risultati di questa preliminare fase 

sperimentale hanno permesso di estendere il progetto su pazienti affetti da ulcere da pressione. Il 

progetto è stato approvato da un comitato etico sia per la parte animale che umana. 

 

Potenziale terapeutico di un integratore nutrizionale su un modello di ulcere da pressione 

cutanee nei topi 

 

Sperimentazione preliminare su cavie 

 

  Topi maschi BALB/c (80), di età compresa tra 9 e 12 settimane, del peso di 200-300 g. sono stati 

alloggiati in un ambiente controllato (22 ± 2 ℃, 60% di umidità relativa, 12 cicli luce/buio). Lo 

studio è stato condotto secondo le linee guida della Dichiarazione di Helsinki e approvato dal 

Comitato Etico del “Centro Servizi Interdipartimentale per la tecnologia animale” (approvazione 

EK. 1921/2022, data di approvazione 27 aprile 2022). Gli animali acclimatati per 1 settimana, e 

nutriti con dieta calibrata e acqua a volontà, sono stati divisi in quattro gruppi di 20 individui 

ciascuno: (a) un gruppo di controllo non trattato; (b) un gruppo a cui sono stati somministrati 10 ml 

di CITOZYM® in 2 somministrazioni orali giornaliere (sistemico); (c) un gruppo a cui è stato 

applicato il CITOZYM® esclusivamente sulle ulcere sperimentali per tre volte al giorno (topico) e 

(d) un gruppo che ha ricevuto 10 ml di CITOZYM® in 2 dosi orali al giorno e è stato applicato il 

CITOZYM® alle ulcere sperimentali tre volte al giorno (Sistemico + Topico). Gli effetti del 

CITOZYM® sono stati esaminati ogni 10 giorni su 20 animali per gruppo (40 ulcere per gruppo), 

per 30 giorni di trattamenti totali. Per evitare sofferenze inutili agli animali da esperimento, un 

totale di 80 topi sono stati divisi in 4 gruppi di 20 individui ciascuno. Ciascuno dei 4 gruppi è stato 

a sua volta suddiviso in 4 gruppi da 5 animali. In questo modo sono stati effettuati controlli sui 

campioni non trattati a 0, 10, 20 e 30 giorni. il confronto tra i vari gruppi ha una maggiore 

significatività statistica. 

 

Risultati 

 

Test sugli animali 

    Per la sperimentazione animale sono state considerate le direttive introdotte dalla Comunità 

Europea in merito ai “metodi alternativi”. L'innovazione introdotta dalla Direttiva 2010/63/UE e 

recepita con il D.Lgs. n. 26 del 4 marzo 2014 riguarda lo sviluppo, la validazione, l'accettazione e 

l'applicazione dei “metodi alternativi”, un nuovo approccio che ha segnato un miglioramento nel 

campo della sperimentazione animale. I topi maschi BALB/c per il nostro progetto sperimentale, 

non sono stati sacrificati al termine della sperimentazione e sono stati opportunamente anestetizzati 



 

Dipartimento di Biologia, Laboratorio di Citologia e Oncologia Sperimentale. Direttore Prof. S. Beninati R. 228 +0672594227 

durante tutti i trattamenti. I topi BALB/c non hanno mostrato alcuna perdita di peso corporeo e 

hanno mantenuto un tasso di sopravvivenza del 100% durante il periodo sperimentale. Per le analisi 

biochimiche, i micro frammenti di tessuto della lesione sono stati raccolti dopo anestesia locale con 

spray di lidocaina al 15% e congelati a -70° C [24]. 

 

Modello di lesione indotta delle ulcere da pressione 

 

    Gli animali sono stati anestetizzati per via intraperitoneale con ketamina (120 mg/kg) e xilazina 

(15 mg/kg) e la loro schiena è stata rasata. L'epidermide, il derma e l'ipoderma sono stati sollevati e 

inclusi tra una coppia di dischi magnetici, secondo una metodologia riportata in letteratura. La 

superficie dei dischi è circolare con un diametro di 12 mm e il peso è di 2,5 g. È stato eseguito un 

periodo completo d’ischemia e riperfusione per ottenere un'ulcera da pressione. 

 

Valutazione delle dimensioni delle ulcere sperimentali e loro riepitelizzazione 

 

    Al termine di ogni trattamento è stata eseguita una valutazione preliminare dell'area della ferita e 

dell'indice di riepitelizzazione. L'area superficiale delle lesioni è stata misurata regolarmente 

utilizzando un calibro con topi sottoposti a leggera anestesia per inalazione con isoflurano (Piramal 

Healthcare). La superficie della ferita è stata valutata misurando l'asse maggiore (a) e minore (b) di 

ciascuna ferita e calcolata la superficie in cm2, utilizzando la formula: 

 

[π x (a/2xb/2)] 

 

   Per valutare la riepitelizzazione, i margini dell'area della ferita non riepitelizzata e l'area totale 

della ferita sono stati misurati 10, 20 e 30 giorni dopo il protocollo di trattamento nutrizionale e 

confrontati con il controllo come riportato in letteratura. La riepitelizzazione completa era evidente 

quando il tessuto epiteliale neoformato copriva il 95%-100% dell’area della ferita. I dati ottenuti 

sono stati quindi analizzati utilizzando il software Image J (NIH, Bethesda, MD, USA). I risultati 

sono espressi come percentuale dell'area della ferita riepitelizzata nel corso del tempo di trattamento 

e indicati come indice di riepitelizzazione (RE cm2/die). Per valutare la contrazione della ferita, 

l'area della ferita è stata misurata immediatamente dopo l'applicazione di CITOZYM® (giorno 0) e 

10, 20 e 30 giorni dopo, come descritto in precedenza. I risultati sono stati poi espressi, come 

percentuale dell'area, rispetto a quella della ferita originaria. Se non vi erano segni di 

riepitelizzazione e la ferita rimaneva completamente aperta, non era assegnato alcun punto per il 

parametro RE. La sensibilità complessiva per questo parametro è stata del 92% (233 punti dati) 

durante la fase di validazione di questo studio su tutti i modelli di ferita. 

 

Analisi biochimiche 

  Al fine di poter saggiare la capacità antiossidante del trattamento sono stati valutati i livelli di 

specie reattive dell’ossigeno quali: specie reattive dell’ossigeno (ROS), ossido nitrico (NO), e 

superossido dismutasi (SOD). Altre determinazioni biochimiche hanno coinvolto fattori di crescita 

quali le poliammine e l’enzima deputato alla loro sintesi, l’ornitina decarbossilasi (ODC). Anche la 

transglutaminasi tissutale (TG2)  un enzima principale candidato per la stabilizzazione dei tessuti 

durante la guarigione delle ferite, che catalizza la sintesi dei legami incrociati covalenti ϒ-glutamil-

epsilon-lisina tra le proteine della matrice extracellulare. 
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ROS e NO. 

     La segnalazione Redox è un regolatore fondamentale nel processo di guarigione delle ferite. Un 

aumento dei ROS nella cellula potrebbe portare a un’ossidazione inappropriata del DNA, delle 

proteine e dei lipidi, che condurre alla perdita di funzione e potenzialmente a un ulteriore aumento 

dei livelli di ROS. Per regolare i livelli di ROS nella cellula, si sono evoluti meccanismi 

antiossidanti. Livelli eccessivi di ROS e il conseguente stress ossidativo occorrono se la produzione 

di ROS aumenti e/o quando gli antiossidanti sono esauriti. La somministrazione di CITOZYM® 

modula la sintesi di ROS e NO e riduce il danno ossidativo nelle ulcere da pressione sperimentali. 

L’azione positiva dell’ossido nitrico (NO) nella guarigione delle ferite ha focalizzato l’attenzione 

della ricerca sulla terapia curativa basata su NO. L’NO gioca un ruolo fondamentale in vari processi 

di guarigione delle ferite, tra cui la risposta infiammatoria, la proliferazione cellulare, la formazione 

di collagene, l’azione antimicrobica e l’angiogenesi. Nelle ulcere da pressione, la riperfusione 

provoca danno tissutale e necrosi principalmente a causa della sintesi esacerbata di ROS e NO. Il 

trattamento con CITOZYM® è stato in grado di ridurre il danno ossidativo indotto dalla presenza di 

ferite cutanee nei topi (Figura 1). È stato valutato se la somministrazione di CITOZYM® per 

applicazione topica o sistemica o entrambe potesse influenzare la sintesi di ROS, NO e quindi il 

danno ossidativo. I livelli di NO a 30 giorni, erano aumentati dopo l’ulcerazione nei topi trattati, ma 

erano ridotti nel gruppo di controllo non trattato (Fig. 1A). I livelli di ROS erano aumentati dopo 

l'ulcerazione, ma diminuivano drasticamente dopo i trattamenti (Fig. 1B). I dati appaiono positivi, 

considerando che l’NO gioca un ruolo fondamentale in vari processi di guarigione delle ferite, tra 

cui la risposta infiammatoria, la proliferazione cellulare, la formazione di collagene, l’azione 

antimicrobica e l’angiogenesi. 

 

 
 

                         Figure 1A                                                               Figure 1B 
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SOD. 

  Le SOD costituiscono la prima linea di difesa contro i danni mediati dalle specie reattive 

dell'ossigeno (ROS). Il superossido è uno dei principali agenti ossidanti nella cellula e di 

conseguenza la SOD ha un ruolo antiossidante chiave. L’attività della SOD, è aumentata 

significativamente dopo trenta giorni di trattamento combinato con CITOZYM® (TOP+SYS), 

rispetto al controllo non trattato. Anche i singoli trattamenti, sia topico che sistemico, hanno 

evidenziato un significativo incremento a 30 giorni (Figura 2). Considerando che la SOD costituisce 

una difesa antiossidante molto importante contro lo stress ossidativo nell’organismo, i dati appaiono 

positivi. Presi insieme, questi dati suggeriscono che il trattamento con CITOZYM® potrebbe 

causare l'aumento intracellulare del perossido di ossigeno da parte dei radicali dell'ossigeno 

attraverso l'aumento dell'attività SOD. L'enzima agisce come un buon agente terapeutico contro le 

malattie mediate da specie reattive dell'ossigeno. In conformità a questi risultati, il CITOZYM® 

sembra essere un potente antiossidante in quasi tutte le cellule esposte all'ossigeno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       

 

                                                                      Figure 2 

 

 

 

 

 

 

 



 

Dipartimento di Biologia, Laboratorio di Citologia e Oncologia Sperimentale. Direttore Prof. S. Beninati R. 228 +0672594227 

Espressione della proteina ODC. 

    Poiché i livelli di poliammine intracellulari sono correlati alla proliferazione cellulare (Devens et 

al. 2000), è stato testato se l'effetto del trattamento CITOZYM® delle ulcere sperimentali fosse 

associato a cambiamenti nell'espressione di ODC e quindi anche nei livelli di poliammina durante i 

30 giorni di trattamento. Nelle ulcere di controllo, durante i 30 giorni di osservazione, l'espressione 

della proteina ODC non è cambiata in modo significativo (Figura 3A). Al contrario, durante l'intero 

periodo di trattamento con CITOZYM®, sia esso TOP, SYS o combinato, è stato osservato un 

aumento graduale e costante dell'espressione della proteina ODC (Figura 3A e 3B). Questa 

espressione enzimatica ha raggiunto un aumento di 2 volte nel trattamento TOP, più di 3 volte nel 

trattamento SYS e più di 5 volte nel trattamento combinato (Figure 3B). 

 

 

 

Figure 3A 

 

 

 Figure 3B 
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Espressione e attività della proteina TG2. 

    Le transglutaminasi catalizzano la sintesi dei legami incrociati covalenti ϒ-glutamil-epsilon-

lisina tra le proteine della matrice extracellulare e sono i principali candidati per la stabilizzazione 

dei tessuti durante la guarigione delle ferite. Pertanto, l'espressione temporo-spaziale dell'attività 

della transglutaminasi tissutale (TG2) è stata studiata nella pelle rigenerante di ulcere sperimentali 

sia di topi di controllo che di topi trattati con CITOZYM®. Nei campioni di tessuto prelevati da 

ulcere sperimentali, dopo 30 giorni di trattamento con CITOZYM®, i livelli di espressione di TG2 

apparivano influenzati sia dai trattamenti TOP che da SYS rispetto ai controlli (Figura 4A e 4B). In 

particolare, nel trattamento TOP il rapporto TG2/β-actina era doppio rispetto al controllo, mentre 

nel trattamento SYS raggiungeva un livello di tre volte e di 4 volte nel trattamento combinato 

TOP/SYS (Figura 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4B 
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Attività del TG2. 

   La determinazione dell'attività della TG2 rappresenta uno dei metodi per valutare la 

differenziazione delle cellule epidermiche (Condello et al. 2008). L'attività di questo enzima nelle 

ulcere da pressione trattate per 30 giorni con CYZ è mostrata nella Fig. 2A. Il trattamento topico, 

rispetto al controllo, ha indotto significativamente un potenziamento dell'attività delle TG2 del 22% 

e dell'86% con il trattamento sistemico. Il trattamento combinato TOP+SYS ha evidenziato il 

raddoppio dell'attività enzimatica (Fig.5 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 
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Poliammine libere 

    Nei campioni di tessuto prelevati dalle ulcere sperimentali, i livelli di spermidina (SPD) e 

spermina (SPM)  libere apparivano influenzati sia dai trattamenti TOP che da quelli SYS rispetto ai 

controlli (Figura 6). Al contrario, la putrescina libera  (PUT)  non ha mostrato variazioni degne di 

nota durante l’intero periodo di osservazione. Nelle ulcere di controllo i livelli di SPM, dopo 30 

giorni di osservazione, hanno mostrato un aumento di circa il 67% e quelli di SPD una riduzione 

della concentrazione di circa il 43%. Il trattamento TOP delle ulcere sperimentali per 30 giorni, ha 

mostrato un netto aumento della concentrazione sia di SPD (+42%) che, in misura maggiore, di 

SPM (+86%). Il trattamento con SYS a 30 giorni ha mostrato un aumento di circa due volte della 

concentrazione tissutale per SPD e del 75% per SPM. Il trattamento combinato TOP/SYS di 30 

giorni ha mostrato quasi un raddoppio della concentrazione sia per SPD che per SPM (Figura 6). 

Nel loro insieme, i dati suggeriscono che il trattamento combinato (TOP+SYS) è stato più efficace 

nell’aumentare il livello complessivo di poliammine tissutali libere rispetto ai singoli trattamenti 

(TOP o SYS). 

 

 

 

Figura 6 
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Riepitelizzazione e chiusura della ferita 

   Un trattamento efficace delle ferite diabetiche richiede strategie che promuovono 

l’antinfiammazione, l’angiogenesi e la riepitelizzazione della ferita. L’eccessivo stress ossidativo 

nelle ulcere da pressione, inibisce la proliferazione cellulare e ostacola la tempestiva formazione 

vascolare e la polarizzazione dei macrofagi da M1 proinfiammatorio a M2 antiinfiammatorio, 

determinando un ambiente infiammatorio persistente e una ferita che non guarisce. Per la 

valutazione della riepitelizzazione e del tempo di chiusura della ferita l'area della ferita è stata 

fotografata in  dieci topi selezionati casualmente ai giorni 0, 10, 20 e 30 dopo l'operazione. Queste 

immagini sono state utilizzate per calcolare la riepitelizzazione. L'area rimanente della ferita è stata 

analizzata tracciando il bordo della ferita sulle immagini e calcolando i dati dei pixel (software 

ImageJ NIH, Bethesda, MD, USA). La percentuale di chiusura della ferita è stata calcolata 

utilizzando l'equazione sottostante e il tempo di chiusura della ferita è stato determinato mediante 

l'osservazione quando la ferita era completamente chiusa. 

 

% Chiusura della ferita = Area della ferita originale - Area della ferita effettiva 

                                                          Area della ferita originale 

   Tutti i risultati sono presentati come media ± deviazione standard (SD). La significatività 

statistica è stata determinata utilizzando un test t di Student non accoppiato in GraphPad Prism (La 

Jolla, CA, USA) o ANOVA con il test post hoc Bonferroni. Un valore P inferiore a 0,5 (P < 0,05) è 

stato considerato statisticamente significativo. La guarigione della ferita è stata definita come 

riepitelizzazione completa entro 30 giorni dalla procedura o riepitelizzazione coerente per quattro 

settimane consecutive (Figura 7). 

 

FIGURA 7 
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FIGURA 8 

 

 

 

FIGURA 9 Rappresentazione grafica della chiusura della ferita dopo i vari trattamenti confrontati 

con il controllo non trattato 
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DISCUSSIONE 

      L’invecchiamento negli organismi multicellulari è un processo biologico caratterizzato dal 

progressivo declino delle funzioni cellulari e da una diminuita capacità di rinnovamento dei tessuti, 

che porta a una ridotta capacità di contrastare lo stress ambientale. L’invecchiamento è controllato 

da diversi meccanismi eterogenei che coinvolgono fattori genetici, epigenetici e ambientali. Come 

ampiamente dimostrato dai dati della letteratura, l’invecchiamento ha una forte relazione con 

diverse condizioni patologiche, tra cui la sindrome metabolica, l’obesità, le malattie cardiovascolari, 

il cancro e le malattie neurodegenerative. È interessante notare che le patologie legate all’età sono 

strettamente associate ad un aumento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) e al conseguente 

stress ossidativo. In particolare, un gran numero di studi rileva il potenziale antiossidante dei 

composti naturali. Poiché lo stress ossidativo e l'infiammazione sono strettamente correlati ai 

processi fisiopatologici, qui, sulla base dell'ampia letteratura disponibile , abbiamo focalizzato la 

nostra attenzione su un integratore alimentare con noti effetti antinfiammatori [Citozym®]. 

     Le ulcere da pressione rappresentano un problema debilitante soprattutto negli anziani 

immobilizzati. Queste ferite sono causate da sfregamento, da taglio e da pressione e sono 

particolarmente diffuse anche a causa della malnutrizione, recentemente riconosciuta come fattore 

chiave nel loro sviluppo. La nutrizione gioca un ruolo chiave nella cura delle ulcere da pressione 

perché le ferite richiedono sia macronutrienti che micronutrienti per guarire. Il monitoraggio della 

progressione dell’ulcera nel tempo è un aspetto chiave per gli studi sperimentali che valutano 

l’efficacia di potenziali nuove terapie. Il presente studio mirava a valutare il potenziale ruolo di 

un'integrazione topica e sistemica di un integratore nutrizionale commerciale, ricco di vitamine e 

idrati di carbonio, nell'evoluzione delle ulcere da pressione in un modello di ulcere da pressione 

cutanee nei topi. L'accuratezza e la riproducibilità del modello sperimentale di ulcera cutanea è stata 

convalidata utilizzando un numero adeguato di topi maschi BALB/c, con misurazioni effettuate da 

gruppi di ricercatori indipendenti. I parametri morfometrici che valutavano la progressione della 

ferita nel tempo, includevano cambiamenti nell'area della ferita e l'indice di riepitelizzazione e 

l'indice di elevazione della cicatrice. Questi parametri sono stati associati alla determinazione di 

noti marcatori biochimici di riepitelizzazione (TG2, poliammine, ROS SOD e NO). 

    Un ruolo importante è attribuito ai fattori di crescita nello sviluppo, nella crescita e nella 

restituzione dopo la lesione dell'epidermide. La caratteristica comune dei fattori di crescita è la loro 

capacità di stimolare la crescita e la mitosi delle cellule quiescenti in un mezzo nutrizionalmente 

completo che di per sé non è sufficiente per avviare la divisione cellulare. Le poliammine sono 

composti non peptidici che promuovono la crescita presenti in tutte le cellule eucariotiche; sono 

state pubblicate anche le loro proprietà gastroprotettive e cicatrizzanti dell'ulcera. L’uso di alcuni 

fattori di crescita come terapia rigenerativa e angiogenica potrebbe aprire una nuova strada 

alternativa nella futura gestione dell’ulcera peptica. Le transglutaminasi creano legami incrociati 

covalenti di ϒ-glutamil-ϵ-lisina tra le proteine della matrice extracellulare e sono i principali 

candidati per la stabilizzazione dei tessuti durante la guarigione delle ferite. Pertanto, abbiamo 

studiato l'espressione temporo-spaziale dell'attività della transglutaminasi nella pelle rigenerante di 

ulcere sperimentali sia di topi di controllo che di topi trattati con Citozym®. E’ possibile concludere 

che il trattamento con l’integratore nutrizionale Citozym®, delle cavie trattate come descritto 

accelera la chiusura delle ulcere sperimentali, migliorando la qualità della vita e accelerando il 

processo di guarigione della ferita. I dati presentati saranno accuratamente applicati al successivo 

progetto di ricerca che sara’ centrato sul trattamento delle ulcere da pressione in pazienti 

ospedalizzati. 
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