Dispositivi medici di collagene utilizzati come agenti
emostatici e cicatrizzanti
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RIASSUNTO - Quattro dispositivi medici di collagene sono stati esaminati al microscopio eletlrunie?
per determinare le migliori condizioni strutturali che ne giustificano il ruolo come agenti emostatici
e cicatrizzanti. I parametri che sono stati considerati piu efficaci per il processo di guarigione sono la |
struttura interstiziale e lo spessore dei fasci di collagene che la delimitano. Spazi interstiziali troppo i
grandi o troppo piccoli non sono in grado di sostenere la migrazione cellulare, mentre fasci di collagene
troppo fini o troppo spessi possono influenzare il tempo di persistenza dei dispositivo sulla ferita. Sulla
base di questi criteri, & stato trovato che i campioni di Condress realizzano il miglior compromesso tra
Iestensione della struttura interstiziale e lo spessore dei fasci di collagene.

ABSTRACT - Four collagen samples were examined at the electron microscope to find out the
structural conditions satisfying their haemostatic and cicatrizing roles. Parameters considered
effective during healing process are the mesh substructure and the thickness of the collagen strz
Meshes too large or too small may not be suitable for sustaining cell migration, while collage
too thin or too thick may affect the actual persistence of the medical device on the wounde
on these criteria, Condress samples are thought to provide the best structural compr
extension of the mesh areas and thickness of the collagen strands, i
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mento di lesioni cutanee di diversa eziologia
(8). Attualmente sono in commercio numerose
placchette di collagene nativo eterologo impie-
gate per la cicatrizazione di piaghe da decubito,
diabetiche o ustioni. ‘

In questo studio, gli autori hanno posto a
confronto quattro diversi campioni di collagene
- Condress, Promogran, Colactive and Puracol
_ allo scopo di determinare le caratteristiche
strutturali ottimali per la migliore interazione
con i tessuti della ferita nel corso dei processo
di cicatrizzazione. [ risultati sono presentati e
discussi secondo la corrente letteratura sulla
biodegradabilita e stabilita del collagene.

Materiali e Metodi

Gli esperimenti ripor!
sono stati effettuati
- seguenti disposi
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stati posti in un mezzo di coltura (DMEMF
10) in presenza di fibroblasti 3T3 e linfociti ed
osservati a vari tempi di incubazione tramite
microscopia ottica ed elettronica.

Risultati

In Tabella 1 sono riportati alcuni parametri
fisico-chimici per ciascuno dei campioni di
collagene analizzati in questo studio. Come
e evidente dalla colonna D, la quantita di col-
lagene presente in ciascun campione € pari al
100% per Condress, al 89,82% per Puracol.
al 57,44% per Promogran and 83,10% per
Colactive. Questi valori sono stati calcolati
attraverso due determinazioni indipendenti del
contenuto di azoto (B) e di idrossiprolina (C).

~ Inoltre, per determinare quanto collagene sia
- presente in ogni campione e quanto di questo
sia effettivamente disponibile per il contatto, la

distribuzione di collagene per unita di volumee



Tabella 2 - A: Quantita di collagene (mg) presente in ogni
dispositivo medico - B: Superficie disponibile per il cantaﬂq (enr)
in ogni dispositivo medico - C: Volume totale (crm’) per ciaseun
dispositivo medico di collagene - D: Quantita di collagene (mg)

100

per unita di volume (cnT’) per ogni dispositivo medico :.E
=

SAMPLES A B (o] D >
Condress 217,00 25,00 12,50 17,36 5T
wm

Puracol 54,32 25,00 2,50 21,73 g
Promogran 76,18 28,27 7,07 10,78 _;
Colactive 165,00 26,50 5,30 31,13 g
=

Di ogni campione di collagene sono state
esaminate sia I’estensione dell’area intersti-
ziale che le proprieta della matrice collaginea
per mezzo della microscopia ottica ed elet-
_u-omcz,i'_ Da E‘m’anahSl quanntat}va dell’z}rea Fig. 1. Istogramma per la misura dell'estensiore dell'area
interstiziale risulta che questa abbia la massima  interstiziale compresa tra i filamenti di collagene per ciascuno

estensione nel dispositivo medico Promogran ~ dei quattro dispositivi medici analizzati in questo studio. Sezioni

e s : - epossidiche dei campioni erano analizzate al microscopio
s L AL Puraco!,' mentre _COI_acnve € oftico e le aree circoscritte misurate tramite un analizzatore di
Condress hanno valori intermedi (Fig. 1). Al  immagini dotato di un programma image J (NIH).

microscopio elettronico, il campione Colacti-

ve appare caratterizzato da un fitto intreccio

di sottili lamine dello spessore medio di 2 collagene (Fig. 2L,M). In quest’ultimi sono
pm (Fig. 2A,B) prive di qualsiasi periodicita  presenti fibre collaginee dalla caratteristica
(Fig. 2C). Nelle stesse condizioni il campio-  periodicita strutturale (Fig. 2N).

ne Condress appare invece caratterizzato da Per verificare I’entita delle modificazioni
lamine variamente intrecciate e comprensive che i campioni di collagene subiscono n
di numerose fasci collaginei densa; corso del processo di cicatrizzazione so

ti esposti a trattamenti con c
teragire in

Promogran

Colactive

Condress
Puracol
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Fig. 2 A-C — Micrografie al microscopio elettronico a scansion
5 um, rispettivam

e (SEM) di collagene Colactive (A,B). Le barre indicar
ente. Micrografia al microscopio elettronico
200 nm.

a trasmissione (TEM) di collagene Colactive (C). La t
Fig. 2 D-F ~ Micrografie al microsco

pio elettronico a scansione (SEM) di collagene Condress (D,E). Le barre indic
5 um, rispettivamente. Micrografia al microscopio elettronico a trasmissione (TEM) di collagene mﬁ*
200 nm.
Fig. 2 G-I — Micrografie al microscopio elettronico a scansione (SEM) di collagene Promogran (G,H). L
5 um, rispettivamente. Micrografia al microscopio elettronico a trasmissione (TEM) collagene di Prom
200 nm.

Fig. 2 L-N — Micrografie al microscopio elettronico a scansione (SEM) di collagene Puracol (LM).Le
ente. Micrografia al microscopio ele ol

ttronico a trasmissione (TEM) di collagene P
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condizioni sperimentali in presenza di colla-
geneasi, appaiono frammentati in una seric
di fibre di collagene brevi e sottili, ancora
dotate di una caratteristica periodicita. La loro
interazione con fibroblasti e linfociti & tale da}
indurre ulteriori degradazioni sotto forma di
sfilacciamenti e frammentazioni delle fibre
periodiche di collagene (Fig. 3D-F). I cam-
pioni di Promogran esposti alla cqlla_gqnam
perdono la loro caratteristica periodicita e
si collassano sotto forma di grossi ammassi
filamentosi. L'interazione con fibroblasti e
linfociti non altera la struttura di questi am-
massi per cui, pur aderendovi, non ne alterano
la superficie, né mostrano segni di endocitosi
e/o di formazioni microvillari (Fig. 3H-L).
Infine il trattamento con collagenasi, com-
porta la totale scomparsa dei filamenti pit
sottili di collagene nei campioni di Puracol,
mentre mantiene apparentemente inalterati i
grossi fasci periodici. Tuttavia 1'interazione
con i fibroblasti porta alla progressiva disgre-
gazione di questi fasci e ad una pii complessa
interazione con i linfociti (Fig. 3L-N).

Discussione

Tutti i dispositivi medici di collagene
analizzati in questo studio sono caratterizzati
da una matrice interstiziale delimitata da
fasci di collagene. Per valutare I'efficienza e
I'efficacia con cui essi interagiscono con la
superficie della ferita, |’estensione della loro
area interstiziale e dello spessore dei fasci di
collagene che la delimitano & stata determina-
ta. E.ntrambi questi parametri possono infatti
influire sulla migrazione delle cellule deputate
alla cicatrizzazione e sulla stessa persistenza
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temporale del dispositivo sulla ferita. E noto |
infatti che i fibroblasti svolgono un ruclo es-
senziale nella riparazione delle ferite cutanee,
producendo vari componenti della matrice
extracellulare (4) oltre che secernere la stessa
collagenasi (13; 10). Inoltre, sia leucociti che
linfociti possono incorporare per endocitosi
frammenti di collagene (5), e cosi facendo,
stimolare reazioni immuni per la distruzione
del tessuto connettivo (12). In vista di questi
potenziali ruoli ¢ importante determinare le
condizioni che favoriscono la miglior intera-
zione possibile tra il collagene dei dispostivi
medici e le superfici esposte delle ferite (6). 1
dati di questo studio dimostrano che i campioni
di Condress soddisfano in pieno questi criteri
dal momento che presentano un’estensione
dell’area interstiziale adeguata per |'accesso
delle cellule — sia fibroblasti che linfociti - e
fasci di collagene di dimensioni sufficienti per
garantirne la biodegradabilita ad opera della
collagenasi.

In conclusione, le evidenze fornite in
questo studio documentano chiaramente le
modalita attraverso cui diversi dispositivi
medici di collagene interagiscono con una
ferita in fase di cicatrizzazione. Dal momento
che il collagene svolge un ruolo fondamentale
nel modellare i tessuti cicatriziali (9), ¢’& da
aspettarsi che enzimi quali la collagenasi e
cellule quali i fibroblasti possano modificare
la struttura molecolare di collagene esog :
apposto sulla ferita. Contrariamente agli
dispositivi medici saggiati in questo
Condress appare come I'unico tipo
gene in grado di frammentarsi grad
pur mantenendo la caratteristica

fino al completamento della
datura. ‘
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