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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a extrac- lactic, prelucréari mecanice, urmate de filtrare,
telor colagenice din cartilaj bovin, pentru aplicatii omogenizare si purificare, rezultdnd un gel cu puritate
medicale. Procedeul conform inventiei consta 1in ridicatd, avand un confinut de substantad uscata de
tratamentul alcalin al materiei prime, cartilaj bovin, 1,3..2,6% si pH de 2...4.

cu NaOH 1..5 M, raportat la flota, timp de 5.8 h la

temperatura camerei, urmat de tratamente succesive cu Revendicari: 2

1...10% acid clorhidric, respectiv, acid citric si acid
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Procedeu de obtinere a extractelor colagenice din cartilaj bovin pentru aplicatii

!

dical SFCIL DE STAT PENTRU INVENTH S1 MAHCE
medicale Cerere da brevet de irgventie
Domeniul tehnic in care poate fi folositi inventia: Datz depozit o 16,210 108,

Inventia se referd la procedeul de obtinere a extractelor colagenice din cartilaj bovin pentru
aplicatii medicale.

Descrierea stadiului actual:

Cartilajul este un tesut hialin ce prezintd o elasticitate ridicatd, avdnd o grosime de
aproximativ 2 — 4 mm. In comparatie cu alte tesuturi, cartilajul nu prezinti vase de singe,
vase limfatice i nervi. Acesta este alcatuit dintr-o matrice extracelulara densd (ECM) cu o
distributie redusd a intensitatii celulelor specializate numite condrocite. Condrocitele
furnizeazi 5% sau mai putin din volumul total al cartilajului, astfel, proprietitile functionale
ale cartilajului, inclusiv rigiditatea, durabilitatea si distributia incércérii mecanice, se bazeaza
pe matricea extracelulara. Matricea extracelulard contine colagen de tip II care reprezintd 90%
pana la 95% din colagen si formeaza fibrile si fibrele legate intre ele cu proteoglicani. Tipurile
de colagen I, IV, V, VI, IX si XI sunt de asemenea prezente, dar contribuie doar intr-o
proportie minord care ajutd 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 doud faze: o fazé
fluida si o fazd solida. Apa este componenta principald a fazei lichide, contribuind cu pand la
80% din greutatea umed3 a {esutului. Faza solida este caracterizatd de ECM, care este poroasd
si permeabild. Relatia dintre proteoglicanii agregati si fluidele interstitiale asigura rezistenta la
compresiune a cartilajului prin forte negative de repulsie electrostatica. Aplicarea inifiala si
rapidd a fortelor de contact articulare in timpul incércarii articulatiei determind o crestere
imediatd a presiunii fluidului interstitial. Aceasti crestere locald a presiunii determina lichidul
sd curgd din ECM, generdnd o mare rezistentd la frecare pe matrice. Cand incircarea
compresiva este eliminatd, fluidul interstitial curge inapoi in tesut. Permeabilitatea scizutd a
cartilajului articular impiedica scurgerea rapida a fluidului din matrice.

Cartilajul articular este viscoelastic §i prezintd un comportament dependent de timp atunci
cand este supus unei sarcini sau unei deformari constante. Doui tipuri de mecanisme sunt
responsabile de viscoelasticitatea 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 rezultatd din fluidul interstitial este cunoscuti drept

comportament viscoelastic bifazic. Componenta independenti de flux a viscoelasticititii este
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determinatd in mod specific de migcarea macromoleculard. Ca urmare, presiunea fluidului
asigurd o componentd semnificativa a suportului incércéturii totale, reducand astfel tensiunea
care actioneazi asupra matricei solide.

Cartilajul prezinti, de asemenea, un rispuns stres-relaxare. Atunci cdnd se aplica o presiune
constantd asupra tesutului, deformarea acestuia creste odati 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
s ramani cu o tensiune crescutd, acesta nu poate fi descris de modulul lui Young. intinderea
fibrilelor de colagen distribuite aleatoriu asigurd cartilajului rdspunsul la tensiunea de
forfecare. Proprietitile rezistentei la tractiune derivd din aranjamentul molecular precis al
fibrilelor de colagen. Stabilizarea si rezistenta maxima la tractiune a fibrei de colagen sunt
considerate a rezulta din legdturile incrucisate intra- §i intermoleculare.

Din cauza potentialului limitat de regenerare, repararea cartilajul articular se prezintd ca una
dintre cele mai dificile sarcini, iar o modalitate de a rezolva aceastd problemid este
reprezentatd de biomateriale. Aceste biomateriale trebuie si prezinte anumite caracteristici
speciale precum biocompabilitate si bioresorbabilitate, trebuie sd sustind cresterea celulard,
proliferarea si diferentierea, si asigure proprietiti mecanice ideale si si asigure transportul
nutrientilor si deseurilor celulare. fn ultimii ani, cercetiitorii au testat atit biomateriale naturale
cét si sintetice cu scopul de a crea un mediu propice care si furnizeze semnalele biologice
necesare si orienteze comportamentul celular citre repararea cartilajului si cétre suport
celular. Aceste biomateriale pot fi impartite in doud clase: materiale naturale si materiale
sintetice. Materialele naturale precum colagenul, chitosanul, alginatul, fibrina, celuloza etc.
prezintd proprietdti mecanice slabe, iar proprietitile lor fizice pot si varieze, in functie de
sursd. Materialele sintetice precum acidul poli (lactic-glicolic) (PLGA), acidul polilactic
(PLA), policaprolactona (PLC) etc. prezintd avantajul cd detin proprietiti mecanice
consistente, controlabile si precise precum rigiditate, porozitate sau elasticitate dar au
dezavantajul ca unele dintre acestea pot induce citotoxicitate.

Colagenul reprezintd componenta principald a matricei extracelulare. Colagenul este o
proteind naturald cu o structurd triplu-helicoidala §i prezintd o compatibilitate excelentd a
tesuturilor, biodegradabilitate lentd, iar produsele sale de degradare sunt absorbite cu usurinti
de organism fara inflamatie.

Astfel extractele colagenice din cartilaj bovin reprezintd un candidat ideal pentru aplicatiile

medicale ce implica regenerarea cartilajului afectat.
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Brevetul CN106916870 (A) descrie o metodd de obtinere a colagenului tip II din cartilaj
bovin prin hidroliza enzimatica. Metoda cuprinde urmitoarele etape: degresare, dezinfectare,
omogenizare, hidroliza enzimatica, filtrare si uscare. in etapa de hidroliza enzimatica, pH-ul
suspensiei obtinute in etapa de omogenizare este ajustat la 2,5-8,5, se adaugd o enzima
reprezentdnd 0,001-2% din greutatea cartilajelor; hidroliza enzimaticd se realizeaza la
25-50° C timp de 12-48.

O altd metodd de obtinere a colagenului tip II prin hidrolizd enzimaticd este descrisd in
brevetul US5840848 (A), prin tratarea tesuturilor din stern de pui care confin colagen tip 1I
mai intdi cu pepsind si apoi cu tripsind. Enzimele au fost indepértate prin spalare gi/sau dializa
sau diafiltrare.

Brevetul CN101301490 (A) descrie o metodd de obtinere a colagenului tip II cu aplicatii
medicale din cartilaj articular prin tratamente acide, folosind solutii de acid clorhidric si acid
acetic, apoi pepsind adiugatid de doua ori sub agitare, supernatantul a fost indepértat prin
centrifugare, iar inactivarea pepsinei s-a realizat cu ajutorul unei solutii de EDTA.

Brevetul CN102146428 (A) prezintd o metoda pentru extractie a colagenului de tip II din
cartilajul animal, supus metodelor de enzimoliza, ultrafiltrare si uscare prin pulverizare.

in brevetul CN103352063 (A) este descrisi o metodi de extractie a colagenului din tesut
cartilaginos articular prin tratamente acide, alcaline, enzimatice §i centrifugare. O altd metoda
de obtinere a colagenului din surse de cartilaj animal este prezentatd in brevetul
CN105331662 (A), unde sunt utilizate hidrolize acide, bazice, enzimatice §i tratamente cu
ultrasunete. Metoda de preparare cuprinde urmitoarele etape: luarea cartilajelor animale
proaspete si trasabile ca materii prime; efectuarea unui tratament de purificare pe cartilagiile
animale prin procedee de congelare repetata, de degresare cu ultrasunete, de inmuiere bazica -
acidd; desfisurarea proceselor de indepirtare a zaharurilor, tratare cu enzime compuse,
purificare centrifugald pe mai multe perioade, dializi cu membrani §i uscare, obtindndu-se
astfel colagen spongios nedenaturat tip II.

Brevetele descrise mai sus prezintd metode de extractie a colagenului din tesuturi
cartilaginoase utilizand atdt enzime, cit si acizi §i baze, combinand aceste trei metode, dar au
dezavantajul de a obtine un produs greu de purificat, etapd esentiald in aplicatiile medicale.
De asemenea, un alt dezavantaj il reprezinta si timpul indelungat de obtinere al acestora.
Inventia propusd inliturd dezavantajele enuntate prin aceea ci procedeul, conform inventiei,
permite obtinerea de extracte colagenice din tesuturi cartilaginoase doar prin hidrolizi acida si

alcalind, fard a utiliza enzime care sunt greu de inactivat.
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Problema tehnica
Problema tehnicid pe care o rezolvéd inventia constd in procedeul de obtinere a extractelor
colagenice din cartilaj bovin pentru aplicatii medicale, avand ca scop imbunitifirea calitafii

vietii a persoanelor cu probleme articulare.

Solutia tehnica

Procedeul de obtinere a extractelor colagenice din cartilaj bovin, conform inventiei, consté in
aceea cd, materia primé a fost spélatd cu o solutie de detergent bio 0,1...1 %, timp de 1-2 ore,
ulterior cu api timp de 2-3 ore, iar apoi a fost supusi unui tratament alcalin NaOH 1..5 M,
raportat la floti pentru indepértarea tesuturilor necolagenate (grasimi), timp de 5-8 ore la
temperatura camerei (20...25°C).

Dupé tratamentul alcalin a fost efectuatd spilarea timp de 6 ore sub jet de apd continuu,
ulterior fiind supuse unor operatii mecanice specifice, pastrindu-se doar tesutul cartilaginos.
Pentru gonflare, cartilajul bovin a fost supus unor tratamente acide succesive (pH 3, la
temperatura camerei: 20-25°C), utilizind pe rdnd: acid clorhidric 1...10%, raportat la flota,
acid lactic 1...10%, raportat la flota si acid citric 1 - 10%, timp de 8-24 ore fiecare tratament
acid. Fiecare tratament acid a fost urmat de cate o spalare, timp de 1-2 ore. Dupa gonflare au
fost realizate prelucrdri mecanice ale cartilajului bovin in vederea obtinerii extractelor
colagenice. In final au fost efectuate filtrarea si omogenizarea, obtinindu-se extracte

colagenice cu un continut de substanti uscatd de 1,3...2,6%, cenusi nedetectabild si pH 2...4.

Avantajele inventiei in raport cu stadiul tehnicii

Aplicarea inventiei conduce la urmatoarele avantaje:

- procedeul conform inventiei permite obtinerea de extracte colagenice din tesuturi
cartilaginoase doar prin hidroliza acidé si alcalind, fard 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 i cu aparaturd simpld, permitind obtinerea de extracte cu puritate

ridicatd, specifica materialelor pentru aplicatii medicale.

Descrierea detaliata a inventiei:
Procedeul de obtinere, conform inventiei, constd 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 flotd, acid lactic 1...10%, raportat la floti si acid citric 1 - 10%.
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In final au fost efectuate prelucriri mecanice ale cartilajului bovin, urmate de filtrare,
omogenizare si purificare obtindndu-se extracte colagenice sub formd de gel. Extractele de
colagen sub forma de gel, obtinute conform procedeului enuntat au un continut de substanti
uscatd de 1,3...2,6%.. Cenusa si grisimea trebuie sd fie nedetectabile la analiza calitativa si
cantitativa, iar pH-ul este acid, 2...4.

Inventia este explicatd in detaliu prin urmétoarele exemple:

Exemplul 1

In aceasti inventie materia prima — cartilajul bovin, a fost spilati cu o solutie de detergent bio
0,1 %, timp de 1-2 ore, ulterior cu apa timp de 2-3 ore, iar apoi a fost supusi unui tratament
alcalin NaOH 1 M, raportat la flotd pentru indepértarea tesuturilor necolagenice (grasimi),
timp de 5-8 ore la temperatura camerei (20-25°C). Dupi tratamentul alcalin a fost efectuatd
spalarea timp de 6 ore sub jet de apid continuu, ulterior fiind supuse unor operatii mecanice
specifice, pastrdndu-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 8%, raportat la flotd, acid lactic 10%, raportat la flota si acid citric 10%, timp
de 8-24 ore fiecare tratament acid. Fiecare tratament acid a fost urmat de céte o spalare, timp
de 1-2 ore. Dupd gonflare au fost realizate prelucrdri mecanice ale cartilajului bovin in
vederea obtinerii extractelor colagenice. in final au fost efectuate filtrarea si omogenizarea,

obtindndu-se extracte colagenice sub forma de gel.

Exemplul 2
Procedeul de obtinere a fost similar cu cel descris in Exemplul 1, exceptind procentul de acid

citric care a fost de 8%, raportat la floti.

Exemplul 3
Procedeul de obtinere a fost similar cu cel descris in Exemplul 2, exceptidnd 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, exceptiand tratamentul

alcalin care a fost efectuat cu NaOH 5 M, raportat la flota.

/L
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REVENDICARI

1. Procedeul de obtinere a extractelor colagenice din cartilaj bovin pentru aplicatii medicale,
caracterizat prin aceea cfi, materia prima — cartilajul bovin a fost supusd unui tratament
alcalin NaOH 1...5 M, raportat la flotd pentru indepartarea tesuturilor necolagenate (grasimi),
timp de 5-8 ore la temperatura camerei (20-25°C) si tratamente acide succesive, utilizind pe
rand: acid clorhidric 1...10%, raportat la flota, acid lactic 1...10%, raportat la flota si acid

citric 1 - 10%, prelucrari mecanice, urmate de filtrare, omogenizare si purificare.

2. Procedeul de obtinere definit in revendicarea 1, caracterizat prin aceea ci, extractele de
colagen rezultate sub forma de gel, de puritate ridicatd, au un continut de substanti uscata de
1,3...2,6%, cenusa si grasimea trebuie si fie nedetectabile la analiza calitativa si cantitativa,

iar pH-ul este acid, 2...4.
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