RO 110780 B

a9) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTI $I MARCI
Bucuregti

a1) Nr. brevet: 110780 B

sn Int.CL*¢ A 61 L 15/00;
A 61 L 15/32;A 61 K 31/715

@ BREVET DE INVENTIE

Hotardrea de acordare a brevetului de inventie poate fi revocatd
in termen de 6 luni de la data publiciirii

(21) Nr. cerere: 94-00515

(22) Data de depozit: 29.03.94
(30) Prioritate:

(41) Data public¥rii cererii:
30.10.95 BOPI ar. 10/95

(42) Data publickrii hotkrdrii de acordare a brevetului:
30.04.96 BOPI nr. 4/96

(d5) Data eliberdrii i eliberkrii §i publicdrii brevetului:
BOPI nr.

(61) Perfectionare la brevet:
Nr.

(62) Divizath din cererea:

(86) Cerere internationald PCT:

(87) Publicare international:

(56) Documente din stadiul tehnicii:

Nr.

Nr.

Nr.

RO 95354; 95355

(71) Solicitant: _ Institutul de Biologia Dezvoltirii, Bucuregti, RO
(73) Titular: a1
|(72) Invemtatori:  Moldovan Lucia, Oancea Anca - Olguta, Caloianu Maria, Bobe Gheorghe, RO
Mandatar:

so Biopreparat peliculogen, cu efect protector si cicatrizant §i procedeu
de obtinere ’

7) Rezumat: Prezenta inventie se referii la un
biopreparat peliculogen, cu efect protector si
cicatrizant si la procedeul de obfinere a acestuia.
Biopreparatul peliculogen este constituit din 0,8 ...
1,6 pirfi in greutate de solugie 0,3 ... 0,6 % de
colagen, cu greutatea moleculari medie 280000 ...
350000 si puritatea de 80 ... 95 %, 0,2 ... 0,5
pirfi in greutate solufie 0,1 ... 0,3 % de
glicozaminoglicani, cu greutatea moleculari medie
15000 ... 25000 si confinut in hexozamine de 20 ...
35 % gi 0,002 ... 0,010 pirti in greutate glicerina
si este condifionat sub formi de pelicule sterile.
Procedeul de obfinere a preparatului peliculogen
constd in aceea ci 1 - 2 pirfi in greutate, cornee
bovinii, se supun extractiei cu 3 ... 6 pirti NaOH
0,5 M timp de 20 ... 30 h, la 4°C, dupi care se
separii, prin centrifugare si solufia obtinutd se
amesteci cu 0,03 ... 0,1 pirti celitd si se lasé in
repaus 24 h, la 4°C, se centrifugheazii, iar

supernatantul obinut se aduce la pH-ul fiziologic gi
se precipits cu 2 ... 3 volume etanol, ce confine
acetat de sodiu 0,5 %, precipitatul obfinut se usuci
cu etanol absolut, rezultind glicozaminoglicani, sub
formi de pulbere, in continuare, tesutul riimas dupl
prima centrifugare este folosit pentru extractia
colagenului, prin tratare cu 1 ... 3 pirti acid acetic
0,5 M continind pepsind 1 mg/ml, timp de 20 ...
28 h, 1a 4°C, se centrifugheaz3, iar solufia obtinuti
se precipith cu NaCl 0,7 M, se lasi in repaus 24 h,
la rece, precipitatul astfel obginut se dizolvd in
tampon fosfat salin pH="7,4 gi se dializeazh fafi de
acelagi tampon, obtinindu-se o solufie de colagen,
cu un continut de substangk uscati de 0,7 ... 1,2 %
care se amesteci cu solufia de glicozaminoglicani
obfinuti mai sus §i cu glicerink.
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Prezenta inventie se referd la un
biopreparat  peliculogen, cu efect
protector cicatrizant, precum si la
procedeul de obtinere al acestuia.

Corneea constituie, aldturi de
scleroticd, tunica rezistentd mecanic a
globului ocular. Transparenta corneei
este datd de organizarea ultrastruc-
turald find si compozitia biochimicd unica
a componentelor sale extracelulare -

colagen si glicozaminoglicani. Spre
deosebire de celelalte  tesuturi
conjunctive, in cornee cele doua
componente macromoleculare  sunt

asociate intr-un mod de organizare
superior: fibrilele de colagen au diametrul
uniform si mic, iar glicozaminiglicanii sunt
localizati specific, in spatille dintre aceste
fibrile.

Este cunoscutd o compozitie pe
bazi de colagen pentru membrane
medicinale, utilizatd in oftalmologie
,constituitd din 100 - 125 pérti solutie 1
- 2 % colagen cu greutate moleculara
250000 - 300000; 100 -125 parti
hidrogel de alcooal polivinilic 0,2 - 0,8 %,
obtinut din pulbere de alcool polivinilic si
alcool etilic in raport in greutate de 5:1,
dizolvate complet in apé si 0,2 - 0,8 pérti
glicerind, partile fiind exprimate n
greutate, compozitia-avénd un pH de 6,5
- 7, precum si un procedeu de obtinere a
membranelor colagenice prin reticularea
cu dispersii sau solutii coloidale de
colagen cu concentratie 0,5 - 1 % si pH-
ul 2,5 - 6,5 cu agenti tananti alesi dintre
aldehida formica, aldehida glutarica sau
trimetiloimelamind in concentratie de
0,001 - 0,5 % si plastifiati cu glicerinad in
proportie de 0,2 - 1 %, adéugarea in
produsul  obtinut de  substante
medicamentoase in proportie de péna la
4 %, in functie de scopul terapeutic
urmadrit si supunerea amestecului obtinut
operatiei de uscare sub forma de
peliculd, la temperaturé sub 37°C.

Prezenta inventie se referd la
obtinerea unui biopreparat peliculogen cu
efect protector si cicatrizant al tesutului
cornean, prin asocierea optima a
principalelor componente extracelulare
ale corneei: colagen si glicozaminoglicani.

Biopreparatul peliculogen, con-
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form inventiei, este constituit din 0,8 ...
1,6 parti in greutate de solutie 0,3 ...
0,6 % de colagen cu greutatea
moleculard medie 280000 ... 350000
si puritatea de 80 ... 95 %, 0.2 ... 0.5
p&rti in greutate solutie 0,1 ... 0,3 % de
glicozaminoglicani cu greutatea
moleculard medie 15000 ... 25000 si
continut in hexozamine de 20 ... 35 % si
0,002 ... 0,010 parti in greutate glice-
rind si este conditionat sub forma de
pelicule sterile.

Procedeul de obtinere al
preparatului peliculogen consta in aceea
c& 1 - 2 parti In greutate cornee bovina
se supun extractiei cu 3 -6 parti NaOH
0,5 M, timp de 20 - 30 h la 4°C, dupa
care se separd prin centrifugare si
solutia obtinuts se amestecd cu 0,03 -
0,1 parti celiti si se lasé in repaus 24 h
la 4°C, se centrifugheaza, iar
supernatantul obtinut se aduce la pH-ul
fiziologic si se precipitd cu 2 -3 volume
etanol ce contine acetat de sodiu 0,5 %,
precipitatul obtinut se usucd cu etanol
absolut, rezultdnd glicozaminoglicani sub
form& de pulbere, in continuare tesutul
rémas dupd prima centrifugare este
folosit pentru extractia colagenului prin
tratare cu 1 - 3 pérti acid acetic 0,5 M
continédnd pepsind 1 mg/ml, timp de 20
- 28 h la 4°C, se centrifugheaza, iar
solutia obtinuté se precipitd cu NaCl 0,7
M, se lasd Tn repaus 24 h la rece,
precipitatul astfel obtinut se dizolvd cu
tampon fosfat salin pH 7.4 si se
dializeazd fatd de acelasi tampon,
obtindndu-se o solutie de colagen cu un
continut de substantd uscatd de 0,7 -
1,2 %, care se amestecd cu solutia de
glicozaminoglicani obtinutd mai sus si cu
glicerina.

Inventia
avantaje:

- se obtine printr-un procedeu rela-
tiv simplu, din materii prime indigene;

- este biocompatibil si bine tolerat
de mucoasa globului ocular;

- asigurd hidratarea uniforma a
ochiului, precum si regenerarea leziunilor
tesutului cornean;

- creazd un cadru matriceal ase-
manator celui natural, avand rol protec-

prezintd urmatoarele
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tor si terapautic.

Se dau, in continuare, 2 exemple
de realizare a inventiei

Exemplul 1. Se ia o cantitate de
500 g cornee bovina ce s-au obtinut prin
disectie din ochi proveniti de la animale
adulte si se curitd de tesuturile
aderente. Se spald cu apd rece si se
maruntesc mecanic in bucéti de 1 - 3
mm. Tesutul méruntit se suspenda de 2
-3 ori in tampon fosfat salin pH 7.4 la
temperatura de 4°C. Pentru extractia
glicozaminoglicanilor corneeni se trateaza
tesutul cu 2000 ml solutie NaOH 0,5 M
si se lasd la rece timp de 24 h. Prin
centrifugare la 3000 rot/min timp de
30 min, se separ# solutia care contine
glicozaminoglicanii de tesut ramas, ce
contine colagen. Peste solutia astfel
obtinutd se adaugd, pentru clarificare,
15 g celit si se lasé la rece timp de 24
h. Se indep#rteaza apoi impuritétile prin
centrifugare la 4000 rot/min timp de 30
min, iar solutia limpede obtinuta se aduce
la pH neutru. Purificarea
glicozaminoglicanilor din aceastd solutie
se face prin adéugare de 2,5 volume
alcool etilic, 1n care s-a dizolvat, n
prealabil, 0,5 % acetat de sodiu.
Uscarea precipitatului se realizeazé cu
etanol absolut. Se obtine astfel o pulbere
alb-gélbuie de glicozaminoglicani solubild
n apd, avAnd urmatoarele caracteristici:
hexozamine 28 %, acizi uronici 11 %,
hexoze neutre 10 %, azot total 3 %, sulf
2 %, greutate molecularé medie 22000.
Tesutul rédmas dupa extractia
glicozaminoglicanilor este folosit pentru
extractia colagenului utilizdnd pepsina n
mediu de acid acetic. Peste acest tesut
se adaugd 1500 ml acid acetic 0,5 M in
care s-a dizolvat pepsind in concetratie
de 1 mg/ml l&sandu-se 24 h sub agitare
la 4°C, urmata de centriofugare la 3000
rot/min timp de 30 min. Supernatantul
obtinut este precipitat cu NaCl 0,7 M si
se lasd in repaus peste noapte la rece
pentru stabilizare. Separarea
precipitatului de colagen din aceasta
solutie se realizeaza prin centrifugare la
4000 rot/min timp de 40 min;
precipitatul obtinut se dizolvé in tampon
fosfat salin pH= 7,4 si se dializeaza, fata
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de acelasi solvent, pana la indepartarea
totald a clorurii de sodiu. Se obtine astfel
o solutie de colagen de concentratie 0.9
% substant3 uscata de puritate 92 % si
greutate moleculard medie 320000.

Pentru obtinerea amestecului
celor doud componente extrase Si
purificate ca mai sus, se prepard o0
solutie de colagen 0,6 % si alta de
glicozaminoglicani de concentratie 0,2 %.
Peste 400 g solutie de colagen 0,6 % se
adaug#, sub agitare, 300 g solutie de
glicozaminoglicani 0.2 % si 15 g
glicerind. Amestecul obtinut se toarna in
tivite de sticld pe care s-au fixat folii de
polietilend si se usucd sub forma de
pelicule la temperatura de 30°C, folosind
un uscator previzut cu ventilatie. Pelicula
obtinuta se ambaleazé in folii de plastic,
se inchide etans si se sterilizeazd cu
radiatii gamma.

Exemplul 2. Solutia de colagen si
cea de glicozaminoglicani se prepard ca
cea din exemplul 1. Se iau 300 mi solutie
de colagen 0,8 %, se dilueaza la 600 ml
cu tampon fosfat salin pH 7,4. Peste
aceastd solutie se adaugd, sub agitare
continud, 100 ml solutie
glicozaminoglicani 0.2 % si 1.2 g
glicerind.  Amestecul  obtinut  se
conditioneazd sub forma de pelicule ca in
exemplul 1.

Peliculele  obtinute, conform
exemplelor de mai sus, au fost testate,
din punct de vedere al biocompatibilitatii,
pe culturi de fibroblaste de gaina in
mediu Eagle si ser fetal bovin. La
examinarea microscopicé s-a observat ca
fibriblastele cultivate pe aceste pelicule au
penetrat in substrat si au proliferat, ceea
ce demonstreaza cé pelicula favorizeaza
cresterea celulara.

Pelicula se prezintd sub forma de
folie transparents, flexibild, cu o grosime
uniform& cuprinsa intre 0,1 -si 0,5 mm.
Se aplicd pe r#nile oculare, asigurénd
refacerea tesutului lezat prin resorbtia ei
partiald sau totald.  Substantele
incorporate - colagen si glicozamino-
glicani, sunt cedate tesutului lezat Tn mod
lent si in cantitate eficientd. De aseme-
nea, ele asigura o bund permeabilitate a
oxigenului si permit cresterea difuziei
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acestuia in caz de necesitate, precum si
o hidratare uniforma a tesutului cornean.
Biopreparatul peliculogen,
conform inventiei, se utilizeazd ca
pansament oftalmic prin aplicare pe
mucoasa globului ocular. Are rol
protector si de lubrefiant al ochiului si de
cicatrizare si regenerare a leziunilor
corneene. Aceste efecte sunt rezultatul
asocierii proprietatilor de cicatrizare si
regenerare a colagenului cu cele
antioxidante si osmotice ale
glicozaminoglicanilor.

Revendic#ri

1. Biopreparat peliculogen, cu
efect protector si cicatrizant pe baza de
colagen si glicerind, caracterizat prin
aceea céi, este constituit din 0,8 - 1,6
parti in greutate de solutie 0,3 - 0,6 %
de colagen cu greutatea moleculard
medie 280000 - 350000 si puritatea
de 80 - 95 %, 0,2 - 0,5 parti in greutate
solutie 0,1 - 0,3 % de glicozaminoglicani
cu greutatea molecularé medie 15000 -
25000 si continut in hexozamine de 20 -
35 % si 0,002 - 0,010 pérti in greutate
glicerind,conditionat sub forma de
pelicule sterile.

Presedintele comisiei de examinare:
Examinator: farm. Anghel Doina
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2. Procedeu de obtinere al
preparatului peliculogen, caracterizat
prin aceea céi, 1 -2 parti in greutate
cornee boving se supun extractiei cu 3 -6
parti NaOH 0,5 M timp de 20- 30 h la
4°C, dupd care se separd prin
centrifugare si solutia obtinuta se
amesteca cu 0,03 - 0,1 parti celité si se
lasd in repaus 24 h la 4°C, se
centrifugheazd . iar supernatantul se
aduce la pH-ul fiziologic si se precipita cu
2 -3 volume etanol ce contine acetat de
sodiu 0,5 %, precipitatul obtinut se
usucd cu etanol absolut . rezultand
glicozaminoglicani sub forma de pulbere,
in continuare tesutul rdmas dupa prima
centrifugare este folosit pentru extractia
colagenului prin tratare cu 1 - 3 parti
acid acetic 0,5 M contindnd pepsina 1
mg/ml, timp de 20 - 28 h la 4°C, se
centrifugheaza iar solutia obtinuta se
precipitd cu NaCl 0,7 M, se lasa n
repaus 24 h la rece, precipitatul astfel
obtinut se dizolvé cu tampon fosfat salin
pH= 7.4 si se dializeaza fatd de acelasi
tampon, obtindndu-se o solutie de
colagen cu un continut de substantd
uscatd de 0,7 - 1,2 %, care se
amesteca cu solutia de glicozaminoglicani
obtinutd mai sus si cu glicerina.

farm. Pentelescu Elena
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