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499 CONDUCTORI NERVOSI DIN COLAGEN $I PROCEDEU DE

OBTINERE A ACESTORA

(57) Rezumat:

Inventia se refera la conductori nervosi din colagen
reticulat, si la un procedeu pentru obtinerea acestora.
Conductorii nervosi, conform inventiei, sunt constituiti
din gel de colagen cu o concentratie de 1,2...2% reticu-
lat cu 0,1...1% glutaraldehida. Procedeul conform
inventiei consta in prepararea in prealabil a colagenului
fibrilar tip 1, sub forma de gel, din piele cruda de vitel,
reticularea acestuia cu 0,1...1% glutaraldehida, turnarea
gelului de colagen reticulat intre doi cilindrii concentrici
din polietilend, la 4°C, si apoi inghetarea acestuia la

-40°C, timp de 24 h, rezultdnd un hidrogel sub forma
tubulara, care se imerseaza intr-o solutie tampon
fosfat:alcool etilic timp de 24 h, dupa care hidrogelurile
de colagen sub forma tubularad se usuca la etuva, la
26°C, astfel formandu-se conductori nervosi din colagen
transparenti, cu un diametru intern de 0,5...2,5 mm si o
lungime de 1...10 cm.
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CONDUCTORI NERVOSI DIN COLAGEN SI PROCEDEU DE
OBTINERE A ACESTORA

Domeniul tehnic in care poate fi folositi inventia:
Inventia se referd la conductori nervosi biocompatibili din colagen fibrilar tip I reticulat

pentru repararea nervilor periferici si la un procedeu de obtinere a acestora.

Descrierea stadiului actual:

Leziunile sistemului nervos afecteazi peste 90.000 de oameni in fiecare an. Defectele
nervoase periferice sunt foarte frecvente In practica clinica si adesea duc la invaliditate
permanentd. Odata lezat, fesutul nervos este greu de regenerat in special atunci cand un defect
nervos este fragmentat pe o suprafata intinsa.

Pentru a mari perspectiva regenerdrii axonilor si recuperarea functionald au fost utilizate
numeroase proceduri de grefare, inclusiv implantarea de autogrefe, alogrefe si xenogrefe. In
prezent, tehnica clinicd pentru reconstructia nervilor periferici lezati este utilizarea de grefe
nervoase autologe. Totusi, aceasta metoda are i o serie de dezavantaje, incluzdnd interventiile
chirurgicale extinse, pierderea functiei de donator a nervilor, oferta limitatd de nervi a
donatorilor etc. Astfel, au fost investigate si alte metode chirurgicale, inclusiv alogrefa,
organele sau fesuturile autologe sau autogene, vasele de sdnge si muschii scheletici. Cu toate
acestea, ca urmare a respingerii imunologice, au fost realizate numai cateva succese.

Datorita dezvoltarii ingineriei tisulare exista posibilitatea din ce In ce mai mare de utilizare de
conductorilor biodegradabili pentru reconstructia defectelor nervoase.

Conductorii nervosi sunt structuri tubulare utilizate la acoperirea defectelor nervoase mari,
actiondnd astfel ca ghid pentru regenerarea axonilor si ca barierd impotriva tesutului cu
escare.

Existd numeroase tehnici de fabricare a polimerilor pentru obtinerea conductorilor nervosi.
Polimerii naturali utilizati pentru fabricarea conductorilor nervosi includ chitosanul,
colagenul, gelatina, acidul hialuronic (HA) si fibre de maitase. Acesi polimeri oferd
biocompatibilitate excelentd, reprezintd un suport ideal pentru atasarea si functionalizarea
celulelor, scad frecventa raspunsului imun, furnizeaza semnale corespunzitoare celulelor fara
a necesita factori de crestere si pot fi degradate de enzime naturale. Totusi, polimerii naturali

prezintd variatii i necesita purificare si caracterizare de la lot la lot. Mai mult, cele mai multe
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nu au rezistentd mecanica buni si se degradeaza in vivo relativ repede. Adesea polimerii
naturali necesitd modificari chimice i reticulari sau combinatii cu alte componente structurale
cum ar fi polimerii sintetici cu proprietidti mecanice bune. Datoritd temperaturii lor de
denaturare scazute si stabilitafii termice, polimerii naturali sunt in general fabricati la
temperatura camerei prin injectare, imersare §i electrofilare din solutii de polimeri.

Datoritda biocompatibilitatii si biodegradabilitdtii excelente, structurii bine definite,
caracteristicilor biologice si modului in care interactioneazd cu organismul, colagenul
reprezintd unul dintre cele mai utilizate biomateriale. Extras sub forma de solutie apoasa sau
gel, colagenul fibrilar tip I poate fi modelat in diferite forme: dispozitive medicale, implanturi
artificiale, tuburi, suporturi pentru cedarea medicamentelor si schelete (scaffold) pentru
regenerare tisulard, cu rol important In prezent in medicina.

Polimer natural, colagenul este constituit din 20 de aminoacizi, aranjafi in secvente
caracteristice, ce formeaza o structura conformationald unica de triplu helix. Colagenul tip [
este cel mai abundent, reprezentand cca 80% din totalul tesuturilor conjunctive. Acesta este
tipul pe baza caruia s-au obtinut cele mai multe informatii legate de structura proteinelor
colagenice. Datoritd proprietatilor hidrofile date de structura moleculara, caracterizatd prin
continutul mare de aminoacizi diaminici si dicarboxilici, conferd o interfatd adecvatd pentru
adeziunea si migrarea celulara.

in general, un conductor nervos ideal trebuie si fie ne-citotoxic, foarte permeabil, suficient de
flexibil, cu o viteza de degradare corespunzitoare ca si poata furniza regenerarea axonilor si
sd prezinte raspunsuri inflamatorii minime.

Pe plan mondial realizarea conductorilor nervosi este un subiect foarte cercetat. In continuare
sunt prezentate inventii referitioare la realizarea conductorilor nervosi care au la baza
colagenul, ca polimer natural.

Brevetul KR nr. 0018214 se refera la tuburi de colagen cu un perete format dintr-o succesiune
de filme de colagen cilindrice, continue, coaxiale. Aceste tuburi pot fi utilizate in chirurgie, in
special pentru regenerarea nervoasa. Brevetul RO nr. 123177 descrie compozitia unui material
biocompatibil si procesarea lui. Compozitia revendicata este un amestec de poliuretan si
colagen; poliuretan, colagen si elastina; poliuretan, colagen, elastina si acid hialuronic;
colagen, elatina si condroitin sulfat cu o buna capacitate de extrudere si o buna
biocompatibilitate pentru dispozitive medicale (tuburi pentru pompe peristaltice). Acest
brevet revendica introducerea polimerilor solizi intr-o solutie de poliuretan in dimetil
formaldehida la 60-70°C cu indepartarea solventului. Brevetul US nr. 170664 prezinta un tub

de colagen tip I de origine porcina si tip [V in raport de 1:1 format din membrana de colagen



;'\—2011_01336_‘
0 7 -12- 20

BioBrane. Tuburile realizate in acest brevet au diametru 0.5 — 5 mm si 10-100 mm lungime.
Inventia EP nr. 0906764 descrie formarea unui tub de colagen prin inghetarea unei suspensii
urmata de liofilizare sau uscare cu solvent intr-o succesiune de alcool izopropilic anhidru.
Suspensia este turnata intr-un tub cu ambele capete deschise, iar partea centrala va fi
indepartata. Suspensia de colagen este preparata din colagen liofilizat si ajustata la 1% si
pH=3, iar tuburile sunt solubile in apa. Brevetul US nr. 5292802 prezinta tuburi din colagen
conjugat la polietilen glicol obtinute prin extrudere sau turnare urmata de deshidratare.
Brevetul US nr. 4863668 descrie o metoda de formare a nervilor periferici dintr-un material
fibrina-colagen reticulate cu o solutie stock 25% glutaraldehida si 37.5% formaldehida.
Materialul este multistratificat continand straturi alternate de fibrina si colagen. Brevetul US
nr. 4814120 se refera la procesul de obtinere a nervilor periferici prin extruderea unui gel acid
de colagen de concentratie 1.5% urmata de coagularea peretilor interni si externi intr-o baie de
coagulare de 70% acetona si 30% amoniac urmata de uscare si in final reticulare. Brevetul
WO nr. 004971 descrie un conductor nervos format dintr-un material polimeric care este
acoperit pe suprafata interioara cu colagen si factori de crestere si este echipat cu un dispozitiv
de stimulare electrica. Inventia CN nr. 101138656 relateaza realizarea unui nerv de colagen cu
chitosan in forma acid in volume corespunzatoare. Brevetul US nr. 2019087 se refera la
realizarea nervilor periferici multistrat utilizand laminina si colagen tip I. Desi au fost
dezvoltati multi conductori nervosi pe bazd de colagen pentru a fi utilizati in repararea
nervilor periferici, acestia au fost extrudati intr-o baie de solvent sau uscati liber prin
evaporarea solventului, ceea ce poate implica citotoxicitate, pentru prepararea lor au fost
utlizate combinatii de polimeri sintetici, majoritatea sunt degradabili in apa, au compozitii cu
pH acid. Avantajul inventiei noastre este ca conductorii nervosi din colagen sunt naturali,
fiind realizati doar din colagen reticulat, se degradeaza in timp, au o porozitate bine
determinata, iar metoda de obtinere combina mai multe tehnici, ca turnarea, inghetarea,
imersarea in solutie si uscarea la o anumita temperatura, ceea ce confera conductorului

realizat stabilitate fizico-chimica si mecanica si mentin supletea colagenului fibros.

Problema tehnica

Problema tehnica pe care o rezolva inventia constd in combinarea metodelor de reticulare si
conditionare a colagenului astfel incat sd rezulte conductori nervosi in forma tubulara de
diferite dimensiuni §i grosimi care sa fie resorbabili si sd regenereze tesutul intr-o perioada de

timp stablita.
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Solutia tehnica

Conductorii nervosi conform inventiei inldturd dezavantajele mentionate prin aceea cd sunt
constituite din un polimer natural, colagen fibrilar tip I, obtinut din derma pielii de vitel, sub
forma de gel, cu structurd nativa triplu helicoidald, dupa un procedeu special. Pentru
prepararea gelului de colagen s-a utilizat piele cruda de vitel. Pielea a fost depilatd mecanic,
indepartdndu-se parul, apoi s-a indepértat epiderma si grasimea dupd cum urmeaza: pentru a
obtine derma pretratatd, pielea cruda de vitel a fost supusa in prealabil tratamentului acid cu
acid acetic 0,2 ... IM timp de 2 ... 10 zile (in functie de vérsta animalului). in urma acestui
tratament pielea a suferit un proces de umflare si cele trei straturi ale sale: epiderma, derma si
hipoderma s-au delimitat foarte clar. S-a retinut doar derma, care s-a spdlat cu apad din
abundenta pana cand flota de spédlare a ajuns la un pH de 5 ... 8. Derma pretratatd s-a supus
apoi unui tratament alcalin (pH = 10) constituitd din NaOH 8...14% si sulfat de sodiu 1...3M
timp de 24 ore, la temperaturi cuprinse intre 15 si 25°C. Pentru indepartarea urmelor de
grasime i a proteinelor digerate de tratamentul bazic pielea a fost spilatd timp de 2 zile pana
cand flota a ajuns la pH-ul 6 — 7. Aceste operatii de spélare-neutralizare sunt necesare in
vederea dizolvérii acide, deoarece o trecere brusca a colagenului din mediul bazic in mediul
acid ar fi impiedicat dizolvarea datoritd precipitarii sdrurilor pe fibrele de colagen.
Indepartarea alcaliilor s-a verificat prin tratarea flotei cu o solutie de clorura de bariu 1... 5%.
Acestea se trateazd mai departe cu o solutie de acid clorhidric 1N la temperatura de 22°C.
Dupd 24 h se formeazd un gel consistent, care se trece printr-o sitd pentru retinerea
eventualelor portiuni negelifiate. Gelul de colagen obtinut s-a omogenizat cu un agitator cu
paletd, s-a ldsat la maturare timp de 24 h la 4°C. Gelul de colagen cu o concentratie de 1 ... 3%
colagen (substanta uscatd) a fost reticulat cu o solutie 0.1 ... 1% glutaraldehida in apa distilata.
Procedeul de obtinere a conductorilor nervosi consta in aceea cd, in prealabil, gelul de colagen
reticulat este turnat la o temperatura de 4°C intre 2 tuburi concentrice (de dimensiuni diferite)
din polietilena cu ambele capete deschise. Dupa turnare acestea se ingheata la 0 ... -40°C timp
de 2 ... 24 ore. Dupa dezghetare se formeaza un hidrogel sub forma tubulara. Acesta este
imersat intr-o solutie tampon fosfat pentru indepartarea glutaraldehidei nereactionate si alcool
etilic pentru o reticulare si sterilizare suplimentara timp de 1 ... 24 ore. Dupa imersare
hidrogelurile de colagen sub forma tubulara sunt uscate intr-o etuva la 24 ... 36°C. Se
formeaza conductori nervosi de colagen transparenti, cu o dimensiune a diametrului intern de
0.5...25 mmsi 1 .. 10 cm lungime (Figura 1), cu structura poroasa, cu pori de 5-20 um
(Figura 2 a — sectiune si Figura 2b - suprafata), si biocompatibili cu celulele astrocite si

neuroni.

"
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Scurti descriere a desenelor
Fig. 1. prezintd conductorii nervosi obtinuti la diferite dimensiuni

Fig. 2. prezintd imagini de microscopie electronicd a conductorului nervos

Avantajele inventiei in raport cu stadiul tehnicii

Aplicarea inventiei conduce la urmétoarele avantaje:

- reducerea efectului toxic al polimerilor sintetici prin utilizarea unui polimer natural, colagen
recunoscut de organism ca un constituent al sau si nu ca un material strain;

- obtinerea unor conductori nervosi printr-o combinatie de procedee simple si intr-un timp
scurt (3 zile) care atrage costuri mult sub cele aflate pe piata in acest moment;

- regenerarea regiunilor nervoase prin aplicarea conductorilor nervosi in chirurgia plastica si
reparatorie scad numarul cazurilor de invaliditate intr-un timp scurt si redau capacitatea socio-

profesionala a pacientilor;

Descrierea detaliata a inventiei:

Colagen fibrilar tip T sub forma de gel s-a preparat din piele cruda de vitel (varsta 1 an) dupa
cum urmeaza: pielea cruda de vitel a fost supusé in prealabil tratamentului acid cu acid acetic
0.5 M timp de 5-7 zile (in functie de varsta animalului). Dupa gonflare pielea a fost depilata
mecanic, indepartdndu-se parul, apoi s-a indepartat epiderma si grasimea. Derma retinuta a
spalata cu apd din abundentd pana cdnd flota de spalare a ajuns la un pH de 7. Derma
pretratatd s-a supus apoi unui tratament alcalin (pH = 10) constituitd din NaOH 10% si sulfat
de sodiu 1 M timp de 24 ore, la temperaturi cuprinse intre 15 si 25°C. Pentru indepdrtarea
urmelor de grasime si a proteinelor digerate de tratamentul bazic pielea a fost spalatad timp de
2 zile pana cand flota a ajuns la pH-ul 6 — 7. Acestea se trateazd mai departe cu o solutie de
acid clorhidric 1N la temperatura de 22°C. Dupa 24 h se formeazi un gel consistent, care se
trece printr-o sitd pentru retinerea eventualelor portiuni negelifiate. Gelul de colagen obtinut
s-a omogenizat cu un agitator cu paletd, s-a lasat la maturare timp de 24 h l1a 4°C.

Inventia va fi explicatd mai in detaliu prin urmétoarele exemple:

Exemplul 1

In aceastd inventie a fost utilizat gelul de colagen fibrilar tip I obtinut ca in descrierea de mai
sus, avand o concentratie gravimetricad de 1.2%, 98.55% apa distilata si pH-ul 2.5. pH-ul
gelului de colagen a fost ajustat la 7,4 cu 1M hidroxid de sodium si apoi a fost reticulat cu

0.25% glutaraldehida. Gelul reticulat a fost turnat la o temperatura de 4°C intre 2 tuburi
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concentrice (de dimensiuni intre 0.5 si 2.5 mm) din polietilena cu ambele capete deschise.
Dupa turnare acestea se ingheata la -40°C timp de 24 ore. Dupa dezghetare se formeaza un
hidrogel sub forma tubulara. Acesta este imersat intr-o solutie tampon fosfat:alcool etilic
(50:50) timp de 24 ore. Dupa imersare hidrogelurile de colagen sub forma tubulara sunt
uscate intr-o etuva la 26°C. Se formeaza conductori nervosi de colagen transparenti, cu o
dimensiune a diametrului intern de 0.5 ... 2.5 mm si 1 ... 10 cm lungime.

Exemplul 2

Gelul de colagen a fost obtinuta prin procesul descris in Examplul 1 exceptand procentul de
colagen, care a fost 2% (substantd uscatd). Procesul de turnare, inghetare, imersare si uscare
au fost similare cu cele descrise in Exemplul 1. S-au obtinut conductori nervosi cu o
dimensiune a diametrului intern de 0.5 ... 2.5 mm si 1 ... 10 cm lungime.

Exemplul 3

Gelul de colagen a fost obtinut ca in procedeul descris in Exemplul 2, cu exceptfia ca
glutaraldehida a fost in procent de 0.5%. Procesul de turnare, Inghetare, imersare si uscare au
fost similare cu cele descrise in Exemplul 2. S-au obtinut conductori nervosi cu o dimensiune
a diametrului intern de 0.5 ... 2.5 mm si 1 ... 10 cm lungime.

Exemplul 4

Gelul de colagen a fost obtinut ca in procedeul descris ih Exemplul 3, cu exceptia ca
colagenul a fost in procent de 2.5% (substanta uscata). Procesul de turnare, inghetare,
imersare si uscare au fost similare cu cele descrise in Exemplul 3. S-au obtinut conductori
nervosi cu o dimensiune a diametrului intern de 0.5 ... 2.5 mm si 1 ... 10 cm lungime.
Exemplul 5

Gelul de colagen a fost obtinut ca in procedeul descris in Exemplul 4, cu exceptia ca
procentul de glutaraldehida a fost de 1%. Procesul de turnare, inghetare, imersare si uscare au
fost similare cu cele descrise in Exemplul 4. S-au obtinut conductori nervosi cu o dimensiune
a diametrului intern de 0.5 ... 2.5 mmsi 1 ... 10 cm lungime.

Exemplul 6

Gelul de colagen obtinut si reticulat, procesul de turnare, inghetare si uscare au fost aceleasi
cu cele descrise in Exemplul 5, cu solutiei de imersare care a fost solutie tampon fosfat :
alcool etilic (100:0). S-au obtinut conductori nervosi cu o dimensiune a diametrului intern de
0.5..25mmsi1.. 10 cm lungime.

Exemplul 7

U
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Gelul de colagen obtinut si reticulat, procesul de turnare, inghetare si uscare au fost aceleasi
cu cele descrise in Exemplul 6, cu solutiei de imersare care a fost solutie tampon fosfat :
alcool etilic (0:100). S-au obtinut conductori nervosi cu o dimensiune a diametrului intern de
0.5..25mmsil .. 10 cm lungime.

Exemplul 8

Gelul de colagen obtinut si reticulat, procesul de turnare, inghetare si uscare au fost aceleasi
cu cele descrise in Exemplul 7, cu solutiei de imersare care a fost solutie tampon fosfat :
alcool etilic (80:20). S-au obtinut conductori nervosi cu o dimensiune a diametrului intern de

0.5...2.5mmsil ... 10 cm lungime.

Conductorii nervosa obfinuti in aceastd inventie reprezinta biomateriale pentru ingineria

tisulara de regererare nervoasa si sunt utilizati in chirurgie plastica si reparatorie.
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REVENDICARI

Conductori nervosi caracterizati prin aceea ca au fost obtinuti din gel de colagen
preparat din piele cruda de vitel supusa in prealabil tratamentului acid cu acid acetic
0.5 M timp de 5-7 zile (in functie de varsta animalului). Dupa gonflare pielea a fost
depilatd mecanic, indepartdndu-se parul, apoi s-a indepdrtat epiderma si grasimea.
Derma pretratata s-a supus apoi unui tratament alcalin (pH = 10) constituitd din NaOH
10% si sulfat de sodiu 1 M timp de 24 ore, la temperaturi cuprinse intre 15 i 25°C
urmat de unul acid cu o solutie de acid clorhidric 1N la temperatura de 22°C. Dupi 24
h se formeaza un gel consistent, care se filtreaza, omogenizeaza si se matureaza la 24
h si 4°C.

Conductori nervosi caracterizati prin aceea ca sunt constituiti dintr-o compozitie de
gel de colagen conform revendicarii 1, cu o concentratie de 1.2 ... 2% si reticulat cu
0.1 ... 1% glutaraldehida.

Procedeul de obtinerea a conductorilor nervosi care au compozitia definita ca in
revendicarea 2, caracterizat prin aceea ca, in prealabil, gelul de colagen reticulat este
turnat intre 2 cilindrii concentrici din polietilena deschisi la ambele capete, inghetat la
-40°C pentru a se forma un hidrolgel poros, care apoi este imersat intr-o solutie
tampon fosfat:alcool eticlic (80:20). Dupa imersare hidrogelul este uscat la 26°C si se

obtin conductori porosi transparenti din colagen de diferite dimensiuni.
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FIGURI

Figura |
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Figura 2
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