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Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a unor glicozaminoglicani cu
actiune restitutiv tisulard, antiproliferativa, biostimulatoare, anticoagulanta, antitrombotica,
antilipemica, antiaterosclerotica, antiinflamatoare etc., de uz uman si/sau veterinar.

Glicozaminoglicanii, cunoscuti i sub denumirea de mucopolizaharide [G. Douglas
Andersen, ,Dynamic Chiropractic", vol.16, no.ll, USA, 1998], suntlanturi lungi de unitati
diglucidice repetitive, formate din hexozamine (glucozamina sau galactozamind) acetilate
sau sulfurate si acizii uronici precum: acidul glucuronic, acidul galacturonic, acidul iduronic.
Glicozaminoglicanii reprezintd componenta majoritara a proteoglicanilor, care, impreuna cu
celulele condrocite si colagenul, formeaza cartilajul.

Proteoglicanii sunt compusi extracelulari si alcatuiesc substanta fundamentala a
tuturor tipurilor de tesuturi conjunctive. Predomina in structura tesutului conjunctiv, a
membranelor celulare, a epifizei oaselor lungi, cartilajelor si ligamentelor, a mucusului
epitelial, a umorii vitroase, a corneei, a substantelor mucinoase cu actiune lubrifianta, a
mucinei din mucoasa intestinala, saliva, lapte, plasma [Serban M., Rosoiu Al,, ,,Substante
biologic active din organisme marine", Ed. Academiei Roméane, 1992; Rosoiu N.,
Serban M., Biochimie medicala, vol. I, "Principii de organizare molecularad”, Ed.
Muntenia, 2003].

Sunt macromolecule liniare ce retin cantitati mari de apa datoritéd prezentei unui
numar mare de grupari acide ionizate (-COO™ si -O-SO;"). Formeaza solutii coloidale, geluri,
care alcatuiesc un cimentintercelular flexibil, cu proprietati lubrifiante si antisoc. in substanta
fundamentala a tesutului conjunctiv se afla cea mai mare parte din continutul total de apa al
organismului.

In structura proteoglicanilor, componenta glucidicd majoritara (glicozaminoglicani)
este asociatd cu componenta proteica prin legaturi ionice $i covalente. Acesti glicozamino-
glicani din cartilajul articular sunt constituentii majoritari ai condroitin sulfatilor (circa 55%) si
dermatan sulfatului (circa 40%). Acidul hialuronic reprezinta 1...10%.

Acidul hialuronic este o substantd cu masa moleculara mare, care se compune din
acid D-glucuronic si N-acetilglucozamina care se leagé in pozitia f-1,3, formand unitatea
diglucidica repetitiva, denumita acid hialobiuronic. Acidul hialuronic, singurul glicozaminoglican
(GAG) nesulfatat, se pare ca nu este legat covalent de o molecula proteica. El poate forma
insa arhitecturi moleculare "gigant" prin asamblare cu proteoglicani continand cu precadere
condroitinsulfati.

Acidul hialuronic se gaseste raspandit in substanta fundamentala a tesutului conjunctiv,
cartilaje, cornee, inumoarea vitroasa, in lichidul sinovial, in cordonul ombilical etc., indeplineste
rol de liant tisular, actionand ca un "ciment intercelular". Calitatile structurale descrise si
comportarea vasco-elastica a solutiilor sale il fac un bun lubrifiant si "absorbant al socurilor”.

Macromolecula de acid hialuronic poate fi depolimerizatd, respectiv, hidrolizata
specific de enzima denumitd hialuronidaza, prezentd in spermatozoizi, veninuri, diferite
bacterii i tesuturi animale, ceea ce duce la alterarea capacitatii de filtru selectiv al substantei
fundamentale, sila expunerea tesuturilor la invazia bacteriana. Sub actiunea hialuronidazei,
se rupe legatura B-1,4 dintre acidul glucuronic si N-acetilglucozamina. Biosinteza acidului
hialuronic are loc la nivelul fibroblastelor si are o "jumatate a timpului de reinnoire" scurta
(2 zile), ceea ce impune formarea sa continud. Concentratia de acid hialuronic creste in
timpul morfogenezei si a reparérii tisulare. Importanta sa biologica este corelata cu aceea
a hialuronidazelor. In serul sanguin existd o antihialuronidaza (inhibitor fiziologic de
hialuronidaza - PHI) care inhib& actiunea hidrolizanta a hialuronidazei.
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Heparan sulfatul si heparina, glicozaminoglicanii sulfurati prezenti in sange, aorta si
plamani sunt larg cunoscuti pentru actiunea lor anticoagulanta.

Condroitinsulfatii sunt constituiti din acizi uronici (glucuronic sau galacturonic) si N-
acetil-galactozamina pe care este grefat radicalul acidului sulfuric la -OH de la C4 sau C6;
intre acidul glucuronic si N-acetilgalactozamina se realizeaza o legatura glicozidica p-1,3,
forméandu-se unitatea diglucidica repetitiva, denumitd condrozing, care se leaga de unitati
similare in pozitia -1,4; aceste unitati diglucidice se policondenseaza, formand macro-
molecula poliglucidica, ce se ataseaz electrovalentla o componenta proteica. In functie de
pozitia pe care o ocupa in molecula N-acetilgalactozaminei radicalul acidului sulfuric, se
intalnesc condroitin-4-sulfati si condroitin-6-sulfati, sau condroitinsulfati A si C, ambele
sensibile la actiunea hialuronidazei.

Se gasesc distribuiti in cartilagii, oase, tendoane, piele, aorta, cornee.

Numarul mare de sarcini negative din molecula condroitin sulfatilor ii consacra ca
"rasini" schimbatoare de cationi, cu rol importantin reglarea homeostaziei matricei cartilajului
si in mineralizarea matricei osoase.

Proteoglicanii continand condroitin sulfati se asociaza, prin intermediul unor proteine
de legare, cu acidul hialuronic, formand agregate supramoleculare de dimensiuni foarte mari
(circa 100 de molecule de proteoglicani/molecula de acid hialuronic), cu masa moleculara
de ordinul sutelor de milioane.

Condroitinsulfatul B (CSA-B) sau dermatansulfatul contine, in locul acidului
glucuronic, izomerul steric al acestuia la C5, acidul iduronic. Dermatansulfatul este un
constituent principal al tesutului conjunctiv dermic; mai este prezent in tendoane, valvele
cardiace, peretele vascular.

Heparina este un glicozaminoglican avand o serie de particularitati structurale din
care decurg si unele particularitéti functionale. Principala particularitate structurala a
heparinei o constituie cantitatea importanta de grupari sulfat legate la azotul aminic (grupari
N-sulfat). Sulfatarea glucozaminei este numai partiald, 50 la suté din radicalii de glucozamina
fiind acetilati. Gruparile O-sulfat sunt localizate in general la C6 al glucozaminei si C2 al
acidului iduronic sau glucuronic.

Heparina se gaseste in sange, aortd si plamani. Spre deosebire de ceilalli
glicozaminoglicani, heparina nu este un component intracelular, ea fiind sintetizata in
mastocitele care bordeaza peretele arterial in ficat, piele si plaman. Are rol de anticoagulant
fiziologic al sadngelui, impiedicand coagularea spontana a sangelui.

Heparinele au si rol de coenzima in sistemul lipoproteinlipaza din peretii capilarelor,
enzima ce actioneaza asupra chilomicronilor din plasma si a lipoproteinelor cu densitate
foarte joasa (producand hidroliza trigliceridelor), servind astfel la inlaturarea tulburarii
produse de chilomicroni, de unde si denumirea de factor de clarifiere a plasmei.

Glicozaminoglicanii neutri sunt alcatuiti din hexozamine acetilate: N-acetil-
glucozamina, N-acetilgalactozamina, oze, acid neuraminic etc. Nu contin acizi uronici.

Keratansulfatii se gasesc in coarne si cartilagii sub formad de agregate cu
condroitinsulfatii. in majoritate se gasesc sub forma de complecsi cu proteinele din piele si
tesutul conjunctiv, si prezinta asemanari cu mucoidele din saliva, tractul gastrointestinal,
secretiile nazale, chisturile ovariene si cu glicoproteidele sanguine.

Keratanul care nu contine acid uronic este prezent in discurile intervertebrale, in
trahee si in cartilajul nazal.

Catabolismul proteoglicanilor, respectiv, al glicozaminoglicanilor se realizeaza cu
participarea unor enzime specifice, cu localizare lizozomala. Prin degradarea proteoglicanilor
se pun in libertate componentele structurale ale glicozaminoglicanilor (unitatile diglucidice
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repetitive) si apoi ozele, hexozaminele si acizii uronici. Degradarea proteoglicanilor decurge,
pe de o parte, prin hidroliza componentei proteice de catre proteinaze si, pe de alta parte,
prin clivarea enzimatica a lantului poliglucidic de catre endoglicozidaze, sau prin ruperea
lantului sub actiunea exoglicozidazelor, cu eliberarea progresiva de grupari glicozidice de la
capatul nereducétor al lantului poliglucidic. O endoglicozidaza - hialuronoglucozaminidaza,
denumita si hialuronidaza, scindeaza legaturile -1,4 intre N-acetilglucozamina si acid D-
glucuronic din macromolecula acidului hialuronic. Aceasta enzima a fost initial identificata
in bacterii, dar apoi s-a stabilit ca este ubicuitard [Rosoiu N, Serban M., Badiu Ghe.,
Biochimie clinica, "Metode si tehnici de laborator - Editura Muntenia, 2005; Rosoiu N,
Serban M., "Metode si tehnici de laborator in biochimie", Editura Paralela 45, colectia
Vadeecum, Educational, 2002].

De asemenea, radicalul superoxid (O2") este implicat in depolicondensarea acidului
hialuronic in bolile inflamatorii ale articulatiilor. Reactia intre O,” si H,O, (ambele fiind
secretate de catre granulocitele polimorfonucleare pe parcursul fagocitozei) conduce la
formarea OH" (radical hidroxil) care, probabil, determina clivarea legaturii glicozidice.
Conversia O, de catre superoxiddismutaza (SOD) impiedica depolicondensarea acidului
hialuronic.

Hialuronoglucozaminidaza (hialuronidaza) cliveaza nu numai acidul hialuronic, ci si
condroitinsulfatii din cartilagii.

Prin reducerea dimensiunii moleculelor, viscozitatea gelurilor de acid hialuronic si
condroitinsulfati scade, devenind posibila patrunderea unor compusi sau corpuri stréine in
spatii intercelulare. Eliberarea hialuronidazei de catre bacterii in tesuturile infectate
faciliteaza raspandirea acestora in organism.

in procesele degenerative, glicozaminoglicanii de tip acid (acidul hialuronic si
condroitinsulfatii) sunt intens scindati de hialuronidaza, matricea extracelulara - substanta
fundamentala - a tesuturilor conjunctiv si cartilaginos fiind distrusa.

Glicozaminoglicanii sunt biopolimeri extrasi industrial din diferite organe de la
animale.

Cererea de brevet de inventie US 2003/0023079 prezintd un procedeu de obtinere
a unor glicozaminoglicani derivati de la heparinoizi (avand in principal o puternica activitate
anticoagulanta si antitromboticd), pornind de la polizaharidele K5 extrase din bacteria
Escherichia Coli.

Cerereainternationald de brevet de inventie WO 02/076475 prezinta un procedeu de
obtinere doar a heparinei si heparinoizilor cu actiune anticoagulanta, obtinuti din peste, in
special din branhii, intestine, piele de la somon, dar si din alte tipuri de peste, precum: crap,
cod, hering, sardele, macrou, sprot si chiar din rechin, cu actiune exclusiv anticoagulanta si
antitrombotica.

Cererea de brevet de inventie GB 2347349/2000 prezintad o compozitie farmaceutica
avand proprietati antiinflamatoare, ce cuprinde extract de proteine din midie (Perna
canaliculus) din Noua Zeelanda, si hexozamine sulfurate.

Aceastd compozitie poate fi utilizatd in tratamentul osteoartritelor si artritelor
reumatoide. Combinatia extractului de proteine din midie si hexozamine sulfurate este
sinergica fata de efectul avut de fiecare componentd a combinatiei in parte, la aceeasi
concentratie. Compozitia preferata in aceasta inventie include un amestec omogen de pudra
uscata si inghetata continand circa 66,6% extract de proteine din midie si circa 33,3% pudra
a unui glicozaminoglican, ce poate fi administrata sub forma de capsule sau tablete.
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Cererea de brevet de inventie AU 2002242861/2002 prezinta glucozaminoglicani cu
activitate anticoagulanta, obtinuti din branhii de pesti si, mai ales, din intestine, piele, coada
si branhii de somon, precum si 0 metoda de tratament ce cuprinde administrarea anticoagu-
lantului ce contine o cantitate eficace de astfel de glicozaminoglicani.

Cererea de brevet de inventie US 20070010430, din 11.01.2007, in baza
PCT/JP04/03432, prezinta proteoglicani ce contin glicozaminoglicani izolati din pesti
cartilaginosi, precum si o compozitie farmaceuticd avand efect antitumoral.

Cererea de brevet de inventie publicata cu nr. JP 2006089632 prezinta o metoda de
obtinere a unei substante cu activitate anticoagulanta (de tip heparind), din organisme
marine, cu doua etape, in care in prima se obtin glicozaminoglicani, iar in a doua se izoleaza
respectiva substanta.

Datele cunoscute din brevetele de inventie de mai sus au dezavantajul ca fiecare
dintre ele prezintd doar cate un tip de actiune terapeutica, precum: anticoagulanta,
antitrombotica, antiinflamatoare, si astfel produsele respective nu valorifica integral tot
potentialul curativ pe care il au glicozaminoglicanii.

Problema tehnica pe care urmareste sa o rezolve prezenta inventie este aceea de
a se obtine un amestec de glicozaminoglicani ce se pot conditiona pentru uz uman sau
veterinar, avand o gama mult mai larga de actiuni terapeutice, cu proprietati restitutiv tisulare,
antiproliferative, biostimulatoare, anticoagulante, antitrombotice, antilipemice, antiateroscle-
rotice, antiinflamatoare, asigurand totodata si restructurarea componentelor macromole-
culare din tesuturile conjunctiv, cartilaginos si 0sos.

Solutia propusa in inventie consta intr-un procedeu de obtinere a unor glicozamino-
glicani cu un continut de 45...50% condroitin sulfati, dermatan sulfat si keratan sulfat,
30...35% acid hialuronic si 10...15% heparinoizi: heparina si heparansulfat, precum si
minimum 7% sulf $i minimum 3% azot.

Astfel inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor glicozaminoglicani, in care
se amesteca cu apa distilata in raport 1:5 m/v organismele marine animale sau tesuturile
animale conjunctive si cartilaginoase precum trahee, cordoane ombilicale, cornee, aorte,
toate tocate marunt, dupa care se aduce la pH =4,5...5 cu HCI 1N, se incalzeste pana la
fierbere, se raceste la 70°C, se adauga NaOH 1N pana la pH = 6,8, se amesteca continuu,
lent, timp de 2 h, se aduce la pH = 8 cu NaOH 1N si se mentine la 70°C timp de 1 h, apoi se
sifoneazd, pentru obtinerea supernatantului care se colecteaz, se continua cu 3 extractii
succesive cu apa distilatd, in raporturile 1:3, 1:2, 1:1,1a 70°C si pH = 8, apoi se concentreaza
extractele reunite, sub vid, la 70°C, pana la 1:10 din materia prima folosita la extractie, la
extractul concentrat se adauga in raport 1:100 un preparat enzimatic digestiv, de tip
pancreatind, ce contine enzime proteolitice, lipolitice si amilolitice, in principal pentru a
hidroliza legaturile existente intre glicozaminoglicani si proteine, si, totodata, pentru digestia
glicogenului si a lipidelor complexe, digestia enzimatica se efectueaza la pH = 7,5...8 cu
NaOH 1N, la 37...40°C, timp de 48 h, apoi se filtreaza si se concentreaza sub vid, la 70°C,
in raport de concentrare 1:4...1:6, se dializeaza apoi la maximum 5°C fata de apa curent3,
timp de 96 h, pana cand nu se mai identifica in apa respectiva prezenta aminoacizilor,
dializatul se filtreaza, se concentreaza la volumul initial, de dinainte de dializa, iar pentru
precipitarea proteinelor nehidrolizate se adaugd o solutie de concentratie 50% acid
tricloracetic, pana la atingerea concentratiei de 10% acid tricloracetic in amestec, se lasa in
repaus la 5°C timp de 24 h, se filtreaza si, pentru precipitarea glicozaminoglicanilor la filtrat,
se adauga de 1...3 ori in raport 5:1 v/v acetona si se mentine 24 h la 5°C, apoi
glicozaminoglicanii precipitati se filtreaza si se usuca in curent de aer cald la 50...70°C,
rezultdnd masa uscata de glicozaminoglicani.
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Substanta uscata este de 95...98%. Acesti glicozaminoglicani au actiune restitutiv
tisulara, antiproliferativa, biostimulatoare, anticoagulanta, antitrombotica, antilipemica,
antiaterosclerotica, antiinflamatoare, asigurand totodata si restructurarea componentelor
macromoleculare din tesuturile conjunctiv, cartilaginos si 0sos, pentru uz uman sau veterinar.

Procedeul de obtinere a unor glicozaminoglicani conform inventiei de fata prezinta
urmatoarele avantaje, datorate grupelor de actiuni terapeutice ale glicozaminoglicanilor,
expuse mai jos:

[. anticoagulanta, antitrombotica, antilipemica si antiaterosclerotica, in principal
datorita heparinei si heparan sulfatului, care actioneaza ca anticoagulanti ai sangelui, fiind
in acelasi timp si agenti antilipemici;

[l. prevenirea dezorganizarii structurale macromoleculare pentru buna functionare a
matricei extracelulare, organizarea structurald a proteoglicanilor, precum si hidratarea
avansatd a acestor molecule, care formeaza geluri, chiar la concentratii mici, usurand
migrarea moleculelor hidrosolubile Tn mediul extracelular;

[ll. asigura restructurarea componentelor macromoleculare din tesuturile conjunctiv,
cartilaginos si osos:

1) intra in constitutia substantei fundamentale a tesutului conjunctiv, caruiaii confera
consistenta si flexibilitate;

2) confera rezistentd mecanica si elasticitate tesuturilor in asociere cu colagenul si
elastina;

3) intra in structura cartilajelor si au rol in cimentarea tesuturilor,

4) actioneaza ca agenti de lubrifiere la nivelul articulatiilor;

5) au rol in mentinerea constantei lichidelor oculare;

6) protejeazd mucoasele tubului digestiv de actiunea mecanica a unor alimente,
precum si de actiunea enzimelor proteolitice;

7) prezinta eficienta in profilaxia si tratamentul osteoporozei prin transportul i fixarea
calciului;

V. antivirala si antimicrobiand, constituind o bariera contra patrunderii in organism
a microbilor gi a toxinelor bacteriene;

V. antiinflamatorie, tisular restitutiva, antiproliferativa etc.

in baza acestor actiuni terapeutice, gligozaminoglicanii obtinuti conform inventiei au
fost conditionati sub forma unor noi produse medicamentoase de uz uman si/sau veterinar,
precum: solutie injectabila si buvabild, capsule, gel, destinate unor noi aplicatii terapeutice,
fata de cele cunoscute pana in prezent.

In figuri sunt redate urmétoarele aspecte:

- fig. 1, activitatea enzimatica a MMP12 in prezenta biocomplexelor de glicozamino-
glicani;

- fig. 2, efectul GAG asupra viabilitatii celulare (exprimate prin reducerea MTS) si
actiunea citotoxica (exprimata prin eliberarea de LDH),

- fig. 3 a, b, ¢, inducerea apoptozei de catre extractele bioactive;

-fig. 4 a, b, ¢, influenta extractelor bioactive aspra inducerii apoptozei in linia celulara
leucemica Jurkat;

- fig. 5, modularea fazei S de sinteza a celulelor tumorale de catre extractele testate;

- fig. 6, influenta complexelor bioactive asupra statusului oxidativ celular.

Se dau in continuare exemple de realizare a inventiei.
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Exemplul 1

Procedeu de obtinere a glicozaminoglicanilor

Se amesteca 1 kg peste marin, marunt tocat, cu 5 | apa distilata, se aduce la pH =
5 cu HCI 1N, dupa care amestecul se incalzeste la fierbere. Dupa racire la 70°C se adauga
solutie NaOH 1N, pentru aducerea la pH = 6,8, se amesteca lent continuu, timp de 2 h, se
aduce la pH = 8, cu NaOH 1N, si se mentine la 70°C timp de 1 h. Se sifoneaza pentru
obtinerea supernatantului care se colecteaza, si apoi se continua cu 3 extractii succesive,
la 70°C si pH = 8, cu apa distilata in raporturile 1:3, 1:2,1:1.

Se reunesc extractele si se concentreaza sub vid la 70°C, pana la raportul 1:10 fata
de materia prima folosita la extractie. La extractul concentrat se adauga in raport 1:100
preparat enzimatic digestiv de tip pancreatina, ce contine enzime proteolitice, lipolitice si
amilolitice (de tip Triferment), pentru a hidroliza legaturile existente intre glicozaminoglicani
si proteine, si, totodatd, pentru digestia glicogenului si a lipidelor complexe. Digestia
enzimatica se efectueaza la pH = 8 cu NaOH 1N, la 38°C, timp de 48 h. Solutia hidrolizata
se filtreaza si se concentreaza sub vid la 70°C, in raportul 1:4, apoi se dializeaza la
maximum 5°C fatd de apa curentd, timp de 96 h, pana cand nu se mai identifica in apa
respectiva prezenta aminoacizilor, care se determina printr-o reactie de identificare cu
ninhidrina. Dializatul se filtreaza, se concentreaza la volumul initial de dinainte de dializa, iar
pentru precipitarea proteinelor nehidrolizate, se adauga o solutie de concentratie 50% acid
tricloracetic, pana la atingerea concentratiei de 10% acid tricloracetic in amestec. Se lasa
in repaus la 5°C timp de 24 h, se filtreaza, se adauga peste filtrat acetona in raport 5:1 v/v
si se mentine 24 h la 5°C. Apoi glicozaminoglicanii precipitati se filtreaza si se usuca in
curent de aer cald la 60°C, rezultdnd masa uscata de glicozaminoglicani.

Glicozaminoglicanii obtinuti se caracterizeaza printr-un continut de: 49% condroitin
sulfati, dermatan sulfat si keratan sulfat, 33% acid hialuronic si 12% heparinoizi (heparina
si heparan sulfat). Acest amestec contine 7,5% sulf si 3,5% azot. Substanta uscata este de
96%.

Identificarea si dozarea glicozaminoglicanilor obtinuti s-a realizat conform metodelor
US Pharmacopoeia 30, prin electroforeza orizontala pe folie de acetat de celuloza, respectiv,
titrare automata cu senzor fototroda.

Exemplul 2

Studii privind activitatea biologica si farmacologicd a biocomplexelor pe baza de
glicozaminoglicani

in studiile tehnologice efectuate in vederea obtinerii unui complex bioactiv cu continut
ridicat in glicozaminoglicani, au fost izolate si extracte intermediare, cu grade diferite de
purificare, ce au fost testate din punct de vedere fizico-chimic, biologic si farmacologic.
Astfel, pe langa glicozaminoglicanii revendicati in prezenta CBI, cu un continut de 45...50%
condroitin sulfati, dermatan sulfat si keratan sulfat, 30...35% acid hialuronic si 10...15%
heparinoizi (codificat GAG), au fost testate si extracte alcatuite din glicozaminoglicani
minimum 60%, aminoacizi 3,5+12% (din care aminoacizi esentiali 2+6,5%: valina, leucina,
izoleucina, treonina, metionina, lizina, fenilalanina, triptofan), acizi grasi polinesaturati 1+2%
(din care acizi grasi esentiali: acid linoleic, acid arahidonic), vitamine (mezoinozitol),
glicerofosfati, creatinind, saruri minerale (calciu, potasiu, fier, magneziu, seleniu, nichel,
cupru, siliciu) (codificate E4V1 si E4V2).

Prin teste in vitro si in vivo, a fost investigata interventia biocomplexelor la nivelul:

- enzimelor degradative, de tipul hialuronidazei, colagenazei, elastazei;

- formairrii fibrilelor de colagen;

- viabilitatii celulare;

- statusului oxidativ in sisteme acelulare si celulare;

- proceselor inflamatorii;

- leziunilor hepatice induse experimental.
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Determinarea actiunii antihialuronidazice

in procesele degenerative, mucopolizaharidele acide, glicozaminoglicanii (acidul
hialuronic si condroitinsulfatii legati de proteine) suntintens depolimerizate de hialuronidaza,
distrugéndu-se astfel substanta fundamentald a tesutului conjunctiv, "liantul tisular",
"cimentul intercelular’. in stare de sanatate, procesul de proliferare este controlat de
prezenta in tesuturi si sdnge a unei substante numite inhibitor fiziologic de hialuronidaza
(PHI), care scade drastic in bolile degenerative.

Considerand ca proliferarea celularéd depinde de depolimerizarea substantei
fundamentale de catre hialuronidaza celulara, rezultd doua cai de control terapeutic al bolilor
in care proliferarea celulara excesiva este o trasatura caracteristica:

1. cresterea rezistentei substantei fundamentale la depolimerizarea enzimatica, sau
regenerarea substantei fundamentale prin administrarea de profactori necesari biogenezei
mucopoliglucidelor (glicozaminoglicanilor) si a proteoglicanilor, deci a acidului hialuronic gi
condroitinsulfatilor;

2. neutralizarea directa a hialuronidazei celulare, prin scaderea producerii sale de
catre celule, sau prin inhibarea actiunii sale depolimerizante, care ofera posibilitati
terapeutice mai rapide.

Evaluarea influentei complexelor bioactive pe baza de glicozaminoglicani asupra
activitatii enzimatice a hialuronidazei s-a efectuat prin metoda spectrofotometricé cu N-acetil-
glucozamina. Acidul hialuronic este scindat in prezenta hialuronidazei, punand in libertate
resturi de N-acetil-glucozamina ce sunt evidentiate spectrofotometric, la lungimea de unda
585 nm. Rezultatele, prezentate in tabelul 1, evidentiaza faptul ca, prin actiunea puternica
de inhibare a hialuronidazei, GAG previn dezorganizarea matricei extracelulare, exercitand
o puternica actiune antiproliferativa.

Tabelul 1
Activitatea antihialuronidazicd a biocomplexelor de glicozaminoglicani
Substanta Concentratie (ug/ml) | Activitate enzimatica % inhibitie
Extract E4V2 5 1,827 £ 0,020 47
10 1,614 £ 0,005* 12,8
20 1,210 £ 0,011* 271
40 0,711 £ 0,009* 51,3
80 0,266 + 0,008* 61,8
Extract GAG 5 1,684 £ 0,017 10,6
10 1,582 +0,012* 15,8
20 1,109 £ 0,009* 34,2
40 0,392 + 0,008* 79,1
80 0,150 + 0,006* 924
Fara compusi - 1,887 + 0,006 -
biologici activi

*p<0,05 (vs. control)
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Determinarea activitatii metaloproteinazelor din matrixul extracelular

Metaloproteinazele din matricea extracelulara joaca un rol important in remodelarea
tisulara asociata diferitelor procese fiziologice sau patologice, precum: morfogeneza,
angiogeneza, repararea tesuturilor, ciroza, artritéd si metastaze [Martel-Pelletier si colab.,
2001].

a. Determinarea activitatii colagenazei (MMP1)

Colagenul este degradat in vivo si in vitro de catre enzime specifice, denumite
colagenaze, considerate la inceput de origine bacteriana (Clostridium), si identificate ulterior
in tesuturile animale si umane produse de celulele epiteliale si endoteliale.

Tabelul 2
Activitatea de inhibare a colagenazei (MMP1)
Proba testata Concentratie (ug/ml) Activitate enzimatica % inhibitie
(unitati/mg proteina)

Extract E4V2 40 1,205 + 0,005** 26,81

80 1,122 + 0,004** 31,85
Extract GAG 40 1,033 + 0,005** 37,14

80 0,992 + 0,005** 40,01
Fara compusi - 1,648 + 0,007 -
biologici activi

Activitatea enzimatica a colagenazei a fost determinata printr-o metoda spectro-
fotometricd continua, ce utilizeazd ca substrat 2-furanacryloyl-L-leucylglycyl-L-prolyl-L-
alanine (FALGPA, substrat specific colagenazei). Protocolul presupune masurarea scaderii
absorbantei substratului la 345 nm (maximum de absorbtie a FALGPA).

b. Determinarea activitatii elastazei (MMPI 2)

Elastaza secretatd de pancreasul exocrin degradeaza specific fibrele elastice din
artere si tendoane, diminuand proprietatile elastice si termoelastice ale acestora. Activarea
acestei elastaze este un punct critic in distrugerea matricei extracelulare reprezentata de
colagen fibrilar si nefibrilar, fibronectina si laminina, elastina (Ishiguro si colab. 2001); de
asemenea, aceasta enzima proceseaza angiostatina si TNF-q, fiind implicata in procese
cum ar fi vindecarea plagilor, angiogeneza, apoptoza, dar si in boli cum ar fi scleroza
multipld, artrita, ateroscleroza, cancer si metastaze.

Evaluarea activitatii acestei enzime in prezenta biocomplexelor de glicozaminoglicani
s-a facut utilizadnd peptida 7-metoxicumarin-4-acetyl-Arg-Pro-Leu-Ala-Leu-Trp-Arg-L-o, -
diamino-propionil (2,4 dinitrofenil) amida.

Rezultatele prezentate in fig. 1 ne aratd ca cele douad extracte pe bazad de
glicozaminoglicani (E4V2 si GAG) in concentratii de 20+100 pg/ml inhiba semnificativ
activitatea colagenazei si elastazei.

Formarea fibrilelor de colagen

Formarea fibrilelor de colagen este un proces de autoasamblare ce poate fi modulat
de o varietate de macromolecule ce includ: anumiti glicozaminoglicani, proteoglicani si
glicoproteine. Acestea moduleaza cinetica asamblarii, precum si diametrul fibrilelor de
colagen formate.
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Pentru testare, a fost ales un model experimental in vitro, realizat in medii acelulare,
ce reproduce procesul de formare a fibrilelor de colagen morfologic identic cu cel sintetizat
in culturile de tesuturi (Kvist, 2006, Salchert, 2004). Pentru evidentierea oricarui efect asupra
matrixului de colagen, se monitorizeaza cresterea turbiditatii solutiei de colagen in prezenta
substantelor investigate.

Tabelul 3
Durata de monitorizare [minute]
360 800
Temperatura ['C] 26 37 26 37
Apa (A A) 0,003 0,004 0,009 0,025
Vitamina C (A A) 0,009 0,020 0,018 0,074
GAG (A A) 0,005 0,013 0,042 0,080

Rezultatele testului au evidentiat faptul ca formarea fibrilelor de colagen este un
proces dependent atat de temperatura, cat si de concentratia de complex bioactiv (GAG) din
sistem. Totodata, cresterea concentratiei de extract in mediul testat influenteaza in mod
favorabil formarea fibrilelor de colagen, efectul fiind cu mult mai mare decéat cel produs de
vitamina C - cunoscuta ca potentator al acestui proces.

Determinarea actiunii antioxidante in vitro

Metoda spectrofotometrica indirectd de evaluare a activitatii antioxidante totale
utilizadnd DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ca sistem de generare a radicalului liber
stabil, presupune masurarea scaderii absorbantei la lungimea de unda 517 nm (maximum
de absorbtie a DPPH-ului), ce este proportionala cu concentratia de radicali liberi, redusi din
solutie. Gradul activitatii de reducere a radicalului in prezenta antioxidantului este calculat
ca procent de inhibitie, determinandu-se valoarea EC50 (tabelul 4).

Tabelul 4
Influenta complexelor bioactive asupra DPPH
mg/ml E4V1 E4V2 GAG
Absorbanta % Absorbanta % Absorbanta %

inhibitie inhibitie inhibitie
Proba 1 | 0,006 0,390 4,263 0,402 0,618 0,361 14,516
Proba 2 | 0,013 0,386 5,062 0,395 2,349 0,289 31,365
Proba 3 | 0,02 0,374 8,023 0,687 4,425 0,240 43,168
Proba 4 | 0,036 0,378 10,466 0,380 9,957 0,120 71,584
Proba 5 | 0,119 0,334 20,921 0,352 16,682 0,011 97,395

EC50 0,381 0,553 0,037

Avand in vedere faptul ca vitamina C, cunoscuta fiind ca un antioxidant puternic,
prezintd valoarea EC50 = 10 pg/ml, extractele E4V1, E4V2 prezinta activitate antioxidanta
moderatd, iar extractul GAG (EC50 = 37 uyg/ml ) are o activitate puternic antioxidanta.
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Teste in vitro in sisteme celulare

Realizarea acestor teste s-a efectuat pe material biologic constand din linia celulara
standardizatda HUVEC.

HUVEC sunt celule endoteliale normale din vena ombilicald umana, utilizate la studii
de transport macromolecular, coagularea sangelui, fibrinoliza; sunt responsabile de
stimularea citokinelor la exprimarea moleculelor de adeziune celulara.

a. Determinarea viabilitatii celulare prin teste de citotoxicitate (MTS si LDH)

Distrugerea celulara este inevitabila ca rezultat al pierderii abilitatii celulei de a
mentine si asigura energie pentru activitatea metabolicd a functiei si cresterii celulei.
Estimarea activitati metabolice celulare se bazeaza pe activitatea mitocondriala. Pentru
aceasta, celulele sunt incubate cu un substrat colorat (MTS, MTT), utilizand kit-ul CellTiter
96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay. LDH este o enzima citosolica stabila
eliberata in celuld in conditii de stres (toxicitate a mediului de culturd). In conditii de liza
celulara, aceasta se regaseste in supernatantul de culturd. Concentratia ei se masoara
spectrofotometric, ca urmare a unei reactii de conversie a unei sari de tetrazoliu (MTS) intr-
un compus de tip formazan, de culoare rosie. Conversia MTS in formazanul solubil in apa
are loc sub actiunea enzimelor (dehidrogenaze) care se gasesc in celulele metabolic active.
Cantitatea de formazan produsd, masuratd ca absorbantd la 490 nm, este direct
proportionald cu numarul de celule vii din culturd. Din moment ce aceste celule care
prolifereaza sunt mai active decat cele care nu prolifereaza, metodele sunt potrivite nu numai
pentru determinarea viabilitatii celulare si citotoxicitatea factomediatd, ci si pentru
determinarea activarii si proliferarii celulare.

Evaluarea citotoxicitatii extractelor obtinute, in vederea investigarii interventiei
acestora asupra statusului oxidativ celular, utilizadnd linia celulara HUVEC, a evidentiat
urmatoarele aspecte (fig. 2 ): concentratiile succesive de GAG (1/500, 1/1000, 1/1500) sunt
bine tolerate de linia celularda HUVEC, dupa 48 h de cultivare, cele 2 teste de citotoxicitate
utilizate demonstrand o comportare similara martorului de cultura.

Testele de actiune specifica (inducerea apoptozei si modularea ciclului celularin linia
standardizaté de limfoblaste T leucemice umane - Jurkat) evidentiaza urmatoarele aspecte
(fig. 3 a, b, ©):

- apoptoza timpurie este indusa cu precadere de catre E4V1 (substanta 1) in raport
invers proportional doza/efect, si de catre E4V2 (substanta 2) in maniera doza efect;

- apoptoza tarzie este indusa preponderent de catre complexul E4V1 (substanta 1),
confirmand datele de citotoxicitate obtinute anterior, urmata de GAG. Complexul E4V2
(substanta 2) prezinta valori apropiate de cele martor;

- necroza este determinata cu preponderentd de E4V1 (substanta 1), in proportie
semnificativa, corelatd cu dilutiile utilizate. Complexul E4V2 (substanta 2) are procente
similare cu martorul, demonstrand inca o data caracterul netoxic al acestuia. Cresterea
procentului de celule necrozate nu este semnificativa in raport cu martorul;

- se remarca actiunea extractului E4V2 (substanta 2) care induce apoptoza timpurie
intr-o maniera doza-efect in linia leucemica standardizata - Jurkat, fara a fi toxica la nivel de
celula;

- E4V1 (substanta 1) are un caracter toxic, iar GAG nu are o influenta semnificativa
asupra inducerii apoptozei in linia celularda JURKAT (fig. 4 a, b, ¢);

- modularea fazei S de sinteza a celulelor tumorale este decisiva in testarea unor
compusi cu potentiald actiune anti-neoplazica. Astfel, E4V1 (substanta 1) si GAG se
dovedesc active in acest sens, in special la dilutia 1/500 (fig. 5). In concluzie, coreland
rezultatele testelor de citotoxicitate si actiune specifica, s-au demonstrat urmatoarele efecte:

- GAG este o substanta lipsita de toxicitate, dar fara efecte marcante de inducere a
apoptozei; in schimb produce scaderea ratei de sinteza ADN, in special in dilutia 1/500;
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- ca actiune terapeutica, se recomanda atat GAG 1/500 pentru reducerea fazei de
sinteza celulara, cat si E4V2 1/500 pentru inducerea apoptozei timpurii, ambele fiind lipsite
de toxicitate.

b. Determinarea statusului oxidativ celular

Testele s-au axat pe determinarea prin citometrie in flux a stresului oxidativ celular
exprimat in apa oxigenata eliberatd intracelular, prin marcare fluorescentd cu dihi-
drorhodamina. S-au analizat celule endoteliale din linia standardizata HUVEC, atatin privinta
nivelului intracelular de apa oxigenata in celule nestimulate, cat si pentru celule stimulate cu
TNF-a, un promoter clasic de inflamatie.

Astfel, rezultatele obtinute in cadrul testului evidentiaza influenta complexelor
bioactive pe baza de glicozaminoglicani asupra stresului oxidativ celular. Dupa cum se
observa din fig. 6, diminuarea stresului oxidativ a fost influentata atat de compozitia
extractelor, cat si de concentratia lor in mediu. Se observa ca extractele E4V1 si E4V2 in
concentratii de 1/1000 induc o diminuare a stresului oxidativ comparabila cu cea indusa de
diclofenac.

Testarea actiunii antiinflamatorii

Stabilirea actiunii antiinflamatorii s-a realizat prin evaluarea inhibitiei edemului labei
de sobolan indus de o solutie de caragenina 2% (Winter si colab., 1962). Experimentul a
fost realizat pe sobolani albi Wistar, masculi cu greutatea de 80...100 g. Animalele au fost
tinute la post (cu apa) cu 12 h inainte de testare, au fost individualizate prin semne colorate
si repartizate in loturi (6 sobolani/lot) dupa cum urmeaza:

- lot martor - animalelor li s-a administrat ser fiziologic si agentul flogistic;

- lot martor - pozitiv - animalelor li s-a administrat diclofenac sodic (50 mg/kg g.c.) si
agentul flogistic;

- lot tratat - animalelor li s-a administrat substanta de cercetat (750 mg/kg g.c.) si
agentul flogistic.

Solutiile (cu exceptia agentului flogistic) s-au administrat intraperitoneal (i.p.), in
cantitate de 1 ml/kg g.c. S-a masurat la toate animalele volumul initial al labei posterioare
drepte, prin determinare pletismometrica, dupa care s-a administrat i.p. serul fiziologic,
substanta de cercetat si, respectiv, diclofenac (antiinflamator de referintd). Dupa 30 min,
animalelor li s-a administrat intra-plantar 0,1 ml solutie de caragenina 2%. S-au facut
determinari pletismometrice (masurarea volumului labei posterioare drepte) la intervale de
1, 2, 3, 4 si 24 h de la administrarea agentului flogistic.

Rezultatele obtinute (tabelul 5) evidentiaza faptul ca extractul testat manifesta actiune
antiinflamatorie (81,4% la 24 h), comportandu-se asemanator cu diclofenacul (83,7%).
Acesta face parte din clasa antiinflamatoarelor nesteroidiene care exercita actiuni complexe
asupra procesului inflamator: interfereazd cu sinteza prostaglandinelor, au actiune
antihialuronidazica, diminueaza formarea si actiunea unor peptide (bradikinina).

Tabelul 5
Efectul antiinflamator al extractului GAG asupra edemului labei de sobolan
indus experimental

Tratament Efect antiinflamator (%)
1h 2h 3h 4h 24 h
Diclofenac - 19,7 67,5 66,1 83,65
Extract GAG - 13,1 59,8 67,4 81,4

12
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Testarea activitatii hepatoprotectoare

Interventia complexului bioactiv pe bazad de glicozaminoglicani (GAG) asupra
peroxidarii lipidice si activitatii enzimatice a catalazei a fost evaluata atat in conditii normale,
cat si in conditii de stres oxidativ indus prin administrare de tetraclorura de carbon (CCl4).

in cadrul testului au fost utilizati sobolani Wistar masculi, cu o greutate medie de
aproximativ 200 g. Animalele au fost tinute in conditii de clima controlate, cu un ciclu lumina-
intuneric de 12 h, si au primit hrana standard pentru rozatoare si apa ad libitum.

Inducerea experimentalad a stresului oxidativ a fost realizata prin administrarea intra
peritoneald de CCl4 sub forma de solutie 50% in ulei vegetal, in doz& de 1 ml/kg greutate
corporala.

Substantele testate au fost preparate sub forma de solutii injectabile in ser fiziologic,
si au fost administrate intraperitoneal in volum de 1 ml/kg.

Sobolanii au fost impartiti in loturi de cate 12 animale, dupa cum urmeaza:

- Lot 1 - sobolani martor tratati cu ser fiziologic 1 ml/kg g.c., i.p. ( MS);

- Lot 2 - sobolani tratati cu complex bioactiv pe baza de glicozaminoglicani in doza
de 25 mg/kg g.c. (GAGdm);

- Lot 3 - sobolani tratati cu complex bioactiv pe baza de glicozaminoglicani in doza
de 50 mg/kg g.c. (GAGDM);

- Lot 4 - sobolani tratati cu Arginina solutie injectabila in doz& de 50 mg/ml/kg g.c.
(Hep).

Pentru a putea urmari efectul administrarii substantelor testate atat in conditii
normale, cat si in conditii de stres oxidativ indus la nivel hepatic, tratamentul a fost efectuat
timp de 10 zile consecutive, dupa care jumatate din efectivul de animale a fost sacrificata.
Celelalte animale au primit, in cea de-a 11-a zi, CCIl4 si, la o ord dupa administrarea
acesteia, au continuat tratamentul cu produsele investigate, timp de inca sapte zile.

Evaluarea toxicitatii induse la nivelul ficatului a fost realizata atat prin cuantificarea
statusului peroxidarii lipidice (prin dozarea malondialdehidei, MDA) si a activitatii enzimatice
a catalazei in omogenate totale, cat si prin examinarea histopatologica a tesutului hepatic.

Rezultatele testelor privind interventia GAG la nivel hepatic, in conditii normale si de
stres oxidativ, au evidentiat urmatoarele aspecte (tabelul 6):

- in conditii normale (inaintea administrarii de CCl4), GAG induce o diminuare a
statusului peroxidarii lipidice, intr-o manierd doza-efect, fiind semnificativd in cazul
administrarii unei doze de 50 mg GAG /kg g.c. (p < 0,001 vs. martor), comparabila cu cea
indusa de arginina perfuzabil3;

- scaderea continutului de MDA este evidentiata si in cazul animalelor care au fost
intoxicate cu tetraclorura de carbon, remarcandu-se efectul superior al GAG 50 mg/kg g.c.
(p < 0,001 vs. martor) comparativ cu arginina (p < 0,05 vs. martor);

- in ceea ce priveste activitatea enzimaticd a catalazei din ficatul de sobolan,
administrarea de GAG induce o stimulare semnificativa a acesteia, dependenta de doza;
acesta este efectul maxim in cazul loturilor tratate cu GAG 50 mg/kg g.c. (p < 0,001 vs.
martor) si GAG 25 mg/kg g.c, fiind comparabil cu cel indus de arginina (p < 0,001 vs. martor),
atat in conditii normale, cét si de stres oxidativ;

- datele obtinute demonstreaza ca exista o corelatie directa intre inhibarea proceselor
de peroxidare lipidica si procesul de stimulare a activitatii catalazei, evidentiind proprietétile
antioxidante la nivel hepatic ale glicozaminoglicanilor obtinuti conform inventiei;

- din punct de vedere al aspectului histopatologic, desi nu s-au evidentiat modificari
structurale ireversibile, rezultatele obtinute arata ca protectia maxima a fost oferitd de
administrarea GAG in doza de 25 mg/kg g.c.
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Tabelul 6
Peroxidarea lipidica si activitatea enzimatica a catalazei din omogenate totale
de ficat de sobolan

Tip analiza Omogenat ficat
Peroxidare lipidica Catalaza
Substanta fara CCl4 cu CCl4 fara CCl4 cu CCl4
testata
Martor 0,7825 1,65+0,109 30,10 £ 1,09 10,71 £1,13
0,04750
GAGdm 0,5600 + 0,0600 1,03+0,179 73,06 £ 2,34*a 100,7 £ 1,33***a
GAG DM 0,2745 0,505 £ 0,031**a’ 160,83 £ 179,65 £
0,0155***a ***b 3,29***a 2,67**a***p
Arginina 0,1045 + 0,91 £ 0,024*a 177,90 £ 106,01 £ 3,61
0,0055***a 2,686***a ***a

¥*_p<0.001,*-0.001 <p<0.01; *-0.01< p < 0.05; a - vs mator, b - vs. GAG dm

Rezultatele testelor efectuate demonstreaza faptul cda GAG inhiba activitatea
hialuronidazei, elastazei si colagenazei - enzime ce intervine in procesele degradative ale
tesuturilor conjunctiv, cartilaginos si osos, contribuind astfel la refacerea matricei
extracelulare, are efect antiproliferativ la nivel de celuld transformatad malign (JURKAT),
inhiband sinteza ADN in cadrul ciclului de diviziune celulard, si diminueaza efectele
proceselor oxidative si inflamatoare ce intervin in bolile degenerative (precum osteoartrita)
si patologia sistemului cardio-vascular (hiperlipidemii, ateroscleroza).
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Revendicare

Procedeu de obtinere a unor glicozaminoglicani, caracterizat prin aceea ca se
amesteca organismele marine animale sau tesuturile animale conjunctive si cartilaginoase,
precum trahee, cordoane ombilicale, cornee, aorte, toate tocate marunt, cu apa distilata in
raport de 1:5 m/v, dupa care amestecul se aduce la pH = 4,5..5 cu HCI 1N, se incalzeste
pana la fierbere, se raceste la 70°C, se adauga NaOH 1N pana la pH = 6,8, se amesteca
continuu, lent, timp de 2 h, se aduce la pH =8 cu NaOH 1N, si se mentine la 70°C, timp de
1 h, apoi se sifoneaza, pentru obtinerea supernatantului care se colecteaza, se continua cu
3 extractii succesive cu apa distilata, in raporturile 1:3, 1:2, 1:1, la 70°C si pH = 8, apoi se
concentreaza extractele reunite, sub vid, la 70°C, pana la 1:10 din materia prima folosita la
extractie, la extractul concentrat se adauga in raport 1:100 un preparat enzimatic digestiv,
de tip pancreatina, ce contine enzime proteolitice, lipolitice si amilolitice, in principal pentru
a hidroliza legaturile existente intre glicozamin oglicani si proteine, si, totodata, pentru
digestia glicogenului si a lipidelor complexe, digestia enzimatica se efectueaza la pH = 7,5
...8 cuNaOH 1N, la 37...40°C, timp de 48 h, apoi se filtreaza si se concentreaza sub vid, la
70°C, solutia hidrolizata, in raport de concentrare 1:4...1:6, se dializeaza apoi la minimum
5°C fata de apa curentd, timp de 96 h, pana cand nu se mai identifica in apa respectiva
prezenta aminoacizilor, dializatul de filtreaza, se concentreaza la volumul initial de dinainte
de dializa, iar pentru precipitarea proteinelor nehidrolizate, se adaugé o solutie de
concentratie 50% acid tricloracetic CClI,COOH, pana la atingerea concentratiei de 10% acid
tricloracetic in amestec, se lasa in repaus la 5°C, timp de 24 h, se filtreaza si, pentru
precipitarea glicozaminoglicanilor, se adauga la filtrat acetona de 1...3 ori, in raport de
5:1v/v, si se mentine 24 h, la 5°C, apoi glicozaminoglicanii precipitati se filireaza si se usuca
in curent de aer cald la 50...70°C, rezultdnd o masa uscata de glicozaminoglicani cu un
continut de 45...50% condroitinsulfati, dermatan sulfat si keratan sulfat, 30...35% acid
hialuronic si 10...15% heparioizi: heparina si heparan sulfat, precum si minimum 7% sulf si
minimum 3% azot.
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