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Inventia se refera la procedeul de obfinere a extractelor colagenice din cartilaj bovin
pentru aplicatii medicale.

Cartilajul este un tesut hialin ce prezinta o elasticitate ridicata, avand o grosime de
aproximativ 2-4 mm. in comparatie cu alte tesuturi, cartilajul nu prezinta vase de sange, vase
limfatice si nervi. Acesta este alcatuit dintr-o matrice extracelulara densa (ECM) cu o distri-
butie redusa a intensitatii celulelor specializate numite condrocite. Condrocitele furnizeaza
5% sau mai putin din volumul total al cartilajului, astfel, proprietatile functionale ale
cartilajului, inclusiv rigiditatea, durabilitatea si distributia incarcarii mecanice, se bazeaza pe
matricea extracelulara. Matricea extracelulara contine colagen de tip Il care reprezinta 90%
pana la 95% din colagen si formeaza fibrile si fibrele legate intre ele cu proteoglicani. Tipurile
de colagen |, IV, V, VI, IX si Xl sunt de asemenea prezente, dar contribuie doar intr-o propor-
tie minora care ajuta la formarea si stabilizarea retelei de colagen tip Il. Comportamentul
biomecanic al cartilajului articular este cel mai bine inteles atunci cand tesutul este privit ca
un mediu bifazic. Celulele articulare sunt formate din doua faze: o faza fluida si o faza solida.
Apa este componenta principala a fazei lichide, contribuind cu pana la 80% din greutatea
umeda a tesutului. Faza solida este caracterizata de ECM, care este poroasa si permeabila.
Relatia dintre proteoglicanii agregati si fluidele interstitiale asigura rezistenta la compresiune
a cartilajului prin forte negative de repulsie electrostatica. Aplicarea initiala si rapida a fortelor
de contact articulare n timpul incarcarii articulatiei determina o crestere imediata a presiunii
fluidului interstitial. Aceasta crestere locala a presiunii determina lichidul sa curga din ECM,
generand o mare rezistenta la frecare pe matrice. Cand incarcarea compresiva este eli-
minata, fluidul interstitial curge inapoi in tesut. Permeabilitatea scazuta a cartilajului articular
impiedica scurgerea rapida a fluidului din matrice.

Cartilajul articular este vascoelastic si prezinta un comportament dependent de timp
atunci cand este supus unei sarcini sau unei deformari constante. Doua tipuri de mecanisme
sunt responsabile de vascoelasticitatea cartilajului articular: mecanismul dependent de flux
si cel independent de flux. Mecanismul dependent de flux depinde de fluidul interstitial si de
frictiunea asociata cu acest flux. Franarea rezultata din fluidul interstitial este cunoscuta drept
comportament vascoelastic bifazic. Componenta independenta de flux a vascoelasticitatii
este determinata in mod specific de miscarea macromoleculara. Ca urmare, presiunea
fluidului asigura o componenta semnificativa a suportului incarcaturii totale, reducéand astfel
tensiunea care actioneaza asupra matricei solide.

Cartilajul prezinta, de asemenea, un raspuns stres-relaxare. Atunci cand se aplica
0 presiune constanta asupra tesutului, deformarea acestuia creste odata cu timpul si se va
deforma pana cand va atinge o valoare de echilibru. in mod similar, atunci cand cartilajul
este deformat si mentinut la o presiune constanta, stresul va creste pana la un varf, care va
fi urmat de un ritm lent stres-relaxare pana la atingerea unei valori de echilibru. Deoarece
cartilajul articular tinde sa raméana cu o tensiune crescuta, acesta nu poate fi descris de
modulul lui Young. Intinderea fibrilelor de colagen distribuite aleatoriu asigura cartilajului
raspunsul la tensiunea de forfecare. Proprietatile rezistentei la tractiune deriva din aranja-
mentul molecular precis al fibrilelor de colagen. Stabilizarea si rezistenta maxima la tractiune
a fibrei de colagen sunt considerate a rezulta din legaturile incrucisate intra- si intermole-
culare.

Din cauza potentialului limitat de regenerare, repararea cartilajul articular se prezinta
ca una dintre cele mai dificile sarcini, iar o modalitate de a rezolva aceasta problema este
reprezentata de biomateriale. Aceste biomateriale trebuie sa prezinte anumite caracteristici
speciale precum biocompabilitate si bioresorbabilitate, trebuie sa sustina cresterea celulara,
proliferarea si diferentierea, sa asigure proprietati mecanice ideale si sa asigure transportul
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nutrientilor si deseurilor celulare. In ultimii ani, cercetétorii au testat atat biomateriale naturale
cat si sintetice cu scopul de a crea un mediu propice care sa furnizeze semnalele biologice
necesare sa orienteze comportamentul celular catre repararea cartilajului si catre suport
celular. Aceste biomateriale pot fi impariite in doua clase: materiale naturale si materiale
sintetice. Materialele naturale precum colagenul, chitosanul, alginatul, fibrina, celuloza etc.
prezinta proprietati mecanice slabe, iar proprietatile lor fizice pot sa varieze, in functie de
sursa. Materialele sintetice precum acidul poli (lactic-glicolic) (PLGA), acidul polilactic (PLA),
policaprolactona (PLC) etc. prezinta avantajul ca detin proprietati mecanice consistente,
controlabile si precise precum rigiditate, porozitate sau elasticitate dar au dezavantajul ca
unele dintre acestea pot induce citotoxicitate.

Colagenul reprezinta componenta principala a matricei extracelulare. Colagenul este
o proteina naturala cu o structura triplu-helicoidala si prezintd o compatibilitate excelenta a
tesuturilor, biodegradabilitate lenta, iar produsele sale de degradare sunt absorbite cu
usurinta de organism fara inflamatie.

Astfel extractele colagenice din cartilaj bovin reprezintd un candidat ideal pentru
aplicatiile medicale ce implica regenerarea cartilajului afectat.

CN 106916870 (A) descrie 0 metoda de obtinere a colagenului tip 1l din cartilaj bovin
prin hidroliza enzimatica. Metoda cuprinde urmatoarele etape: degresare, dezinfectare,
omogenizare, hidroliz& enzimatic3, filtrare si uscare. In etapa de hidroliza enzimatica, pH-ul
suspensiei obtinute in etapa de omogenizare este ajustat la 2,5-8,5, se adauga o enzima
reprezentand 0,001-2% din greutatea cartilajelor; hidroliza enzimatica se realizeaza la
25-50°C timp de 12-48 h.

O altd metoda de obtinere a colagenului tip Il prin hidroliza enzimatica este descrisa
in documentul de brevet US 5840848 (A), prin tratarea tesuturilor din stern de pui care contin
colagen tip Il mai intai cu pepsina si apoi cu tripsina. Enzimele au fost indepartate prin
spalare si/sau dializa sau diafiltrare.

CN 101301490 (A) descrie o metoda de obtinere a colagenului tip Il cu aplicatji
medicale din cartilaj articular prin tratamente acide, folosind solutii de acid clorhidric si acid
acetic, apoi pepsina adaugata de doua ori sub agitare, supernatantul a fost indepartat prin
centrifugare, iar inactivarea pepsinei s-a realizat cu ajutorul unei solutii de EDTA.

CN 102146428 (A) prezinta o metoda pentru extractie a colagenului de tip Il din
cartilajul animal, supus metodelor de enzimoliza, ultrafiltrare si uscare prin pulverizare, in
CN 103352063 (A) este descrisd o metoda de extractie a colagenului din {esut cartilaginos
articular prin tratamente acide, alcaline, enzimatice si centrifugare. O alta metoda de obtinere
a colagenului din surse de cartilaj animal este prezentata in CN 105331662 (A), unde sunt
utilizate hidrolize acide, bazice, enzimatice si tratamente cu ultrasunete. Metoda de prepa-
rare cuprinde urmatoarele etape: luarea cartilajelor de animale proaspete si trasabile ca
materii prime; efectuarea unui tratament de purificare pe cartilajele animale prin procedee
de congelare repetata, de degresare cu ultrasunete, de Tnmuiere bazica - acid3;
desfasurarea proceselor de indepartare a zaharurilor, tratare cu enzime compuse, purificare
centrifugala pe mai multe perioade, dializa cu membrana si uscare, obtinandu-se astfel
colagen spongios nedenaturat tip Il.

Documentele de brevet descrise mai sus prezinta metode de extractie a colagenului
din tesuturi cartilaginoase utilizand atat enzime, céat si acizi si baze, combinand aceste trei
metode, dar au dezavantajul de a obtine un produs greu de purificat, etapa esentiala in
aplicatiile medicale. De asemenea, un alt dezavantaj il reprezinta si timpul indelungat de
obtinere al acestora.
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Problema tehnica, pe care o rezolva inventja, consta in procedeul de obtinere a
extractelor de colagen din cartilaj bovin pentru aplicatii medicale avand ca scop imbunatatji-
rea calitatii vietii persoanelor cu probleme articulare.

Procedeul de obtinere a extractelor colagenice din cartilaj bovin, conform inventiei,
consta in aceea ca, materia prima a fost spalata cu o solutie de detergent bio 0,1...1%, timp
de 1...2 h, ulterior cu apa timp de 2...3 h, iar apoi a fost supusa unui tratament alcalin NaOH
1...5 M, raportat la flota pentru indepartarea tesuturilor necolagenate (grasimi), timp de
5...8 h la temperatura camerei (20...25°C).

Dupa tratamentul alcalin a fost efectuata spalarea timp de 6 h sub jet de apa
continuu, ulterior fiind supuse unor operatii mecanice specifice, pastrandu-se doar tesutul
cartilaginos. Pentru gonflare, cartilajul bovin a fost supus unor tratamente acide succesive
(pH 3, la temperatura camerei 20...25°C), utilizand pe rand: acid clorhidric 1...10%, raportat
la flota, acid lactic 1...10%, raportat la flota si acid citric 1...10%, timp de 8...24 h fiecare
tratament acid. Fiecare tratament acid a fost urmat de cate o spalare, timp de 1...2 h. Dupa
gonflare au fost realizate prelucrari mecanice ale cartilajului bovin in vederea obtinerii
extractelor colagenice. In final au fost efectuate filtrarea si omogenizarea, obtinandu-se
extracte colagenice cu un continut de substanta uscata de 1,3...2,6%, cenusa nedetectabila
sipH 2...4.

Aplicarea inventiei conduce la urmatoarele avantaje:

- procedeul conform inventiei permite obtinerea de extracte colagenice din tesuturi
cartilaginoase doar prin hidroliza acida si alcalina, fara a utiliza enzime care sunt greu de
inactivat;

- procedeul conform inventiei este simplu, aplicabil la temperatura camerei: 20...25°C,
cu consum redus de energie si cu aparatura simpla, permitand obtinerea de extracte cu
puritate ridicata, specifica materialelor pentru aplicatii medicale.

Procedeul de obtinere, conform inventiei, consta in supunerea cartilajului bovin unui
tratament alcalin cu NaOH 1...5 M si tratamente acide succesive, utilizdnd pe rand: acid
clorhidric 1...10%, raportat la flota, acid lactic 1...10%, raportat |a flota si acid citric 1-10%.

In final au fost efectuate prelucrari mecanice ale cartilajului bovin, urmate de filtrare,
omogenizare si purificare obtindndu-se extracte colagenice sub forma de gel. Extractele de
colagen sub forma de gel, obtinute conform procedeului enuntat au un continut de substanta
uscata de 1,3...2,6%.. Cenusa si grasimea trebuie sa fie nedetectabile la analiza calitativa
si cantitativa, iar pH-ul este acid, 2...4.

Se prezinta in continuare cateva exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1

Materia prima - cartilajul bovin, a fost spalata cu o solutie de detergent bio 0,1%, timp
de 1...2 h, ulterior cu apa timp de 2...3 h, iar apoi a fost supusa unui tratament alcalin NaOH
1 M, raportat la flota pentru indepartarea tesuturilor necolagenice (grasimi), timp de 5...8 h
la temperatura camerei (20...25°C). Dupa tratamentul alcalin a fost efectuata spalarea timp
de 6 h sub jet de apa continuu, ulterior fiind supuse unor operatii mecanice specifice,
pastrandu-se doar tesutul cartilaginos. Pentru gonflare, cartilajul bovin a fost supus unor
tratamente acide succesive (pH 3, latemperatura camerei: 20...25°C), utilizadnd pe rand: acid
clorhidric 8%, raportat la flota, acid lactic 10%, raportat la flota si acid citric 10%, timp de
8...24 h fiecare tratament acid. Fiecare tratament acid a fost urmat de cate o spalare, timp
de 1...2 h. Dupa gonflare au fost realizate prelucrari mecanice ale cartilajului bovin in
vederea obtinerii extractelor colagenice. In final au fost efectuate filtrarea si omogenizarea,
obtinandu-se extracte colagenice sub forma de gel.
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Exemplul 2

Procedeul de obtinere a fost similar cu cel descris in exemplul 1, exceptand procentul
de acid citric care a fost de 8%, raportat la flota.

Exemplul 3

Procedeul de obtinere a fost similar cu cel descris in exemplul 2, exceptand procentul
de de acid lactic care a fost de 8%, raportat la flota.

Exemplul 4

Procedeul de obtinere a fost similar cu cel descris in exemplul 1, exceptand
tratamentul alcalin care a fost efectuat cu NaOH 5 M, raportat la flota.



11

13

RO 134024 B1

Revendicari

1. Procedeu de obtinere a extractelor colagenice din cartilaj bovin pentru aplicatji
medicale, caracterizat prin aceea ca, are urmatoarele etape: tratarea materiei prime -
cartilajul bovin cu un tratament alcalin NaOH 1...5 M, raportat la flota pentru indepartarea
tesuturilor necolagenate grasimi, timp de 5...8 h la temperatura camerei de 20...25°C si apoi
tratamente acide succesive, cu utilizarea pe rand de acid clorhidric 1...10%, raportat |a flota,
acid lactic 1...10%, raportat la flota si acid citric 1...10%, prelucrari mecanice, urmate de
filtrare, omogenizare si purificare.

2. Procedeu de obtinere definit Tn revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca,
extractele de colagen sunt sub forma de gel, de puritate ridicata, au un continut de substanta
uscata de 1,3...2,6%, cenusa si grasimea din acestea trebuie sa fie nedetectabile la analiza
calitativa si cantitativa, iar pH-ul este acid, 2...4.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 330/2023
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