(19) OFICIUL DE STAT

ROMANIA

an RO 132475 A0

PENTRU gxll:/cil:gut i$| MARCI 61 Int.CL.
AG61L 15/16 0%,
AGB1K 9/70 0060
(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: d 2017 00641
(22)  Data de depozit: 13/09/2017

(41) Data publicarii cererii:
27/04/2018 BOPI nr. 4/2018

(71) Solicitant:
* INSTITUTUL NATIONAL DE
CERCETARE- DEZVOLTARE PENTRU
STIINTE BIOLOGICE, BUCURESTI,
SPLAIUL INDEPENDENTEI NR. 296,
SECTOR 6, BUCURESTI, B, RO

(72) Inventatori:
+ DOBRE ANA-MARIA,
ALEEA DEALUL MACINULUI NR.1 BL.A44B,
SC.1, ET.3, AP.12, SECTOR 6,
BUCURESTI, B, RO;
+ RUGINA ALEXANDRINA MARIA,
STR.LUICANR.21, BL.7, SC.2, AP.67,
SECTOR 4, O.P.7, BUCURESTI, B, RO;

+ IONITA LARISA-NICOLETA,
STR.VIRTUTII, NR.7, BL.R3, SC.1, AP.13,
ET.4, SECTOR 6, BUCURESTI, B, RO;

+ TOADER ANDREEA-CATALINA-LAVINA,
DRUMUL TABEREINR. 138, BL. 715, SC. 1,
ET. 8, AP. 23, SECTOR 6, BUCURESTI, B,
RO;

+ STAN LIGIA FLORENTINA,
STR.TG.NEAMT, NR.10, BL.TD 23, SC.1,
AP.13, ET.2, SECTOR 6, BUCURESTI, B,
RO;

+ IORDACHEL CATALIN, STR.NOVAC/
NR.11, BL.P 33, SC.2, AP.48 ET.5,
SECTOR 5, BUCURESTI, B, RO;

+ BRATOSIN DANIELA, STR. TRESTIANA
NR.5 BL.9, SC. 1, ET. 6, AP. 24,
SECTOR 4, BUCURESTI, B, RO

4 BIOMATERIAL CU ROL HEMOSTATIC CU APLICATII

MEDICALE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un material cu efect hemostatic,
utilizat in cazul plagilor hemoragice externe. Materialul,
conform inventiei, este constituit in parti de greutate din
100 parti solutie de colagen de tip | sau tip I, obtinut
din tendoane si piele bovina prin tratament enzimatic
uzual, avand o concentratie de 0,5..1% si masa
moleculard medie 400000... 500000, contindnd 15...40
parti din unitati expirate de concentrat trombocitar

standard (0,5x10" plachete/40...60 ml plasma) (hPL-e),
eventual, 0,1...0,5% glutaraldehidd 25% ca agent de
reticulare, materialul fiind sub forma de membrana cu
grosimea de 0,5...1 mm.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Biomaterial cu rol hemostatic cu aplicatii medicale

Prezenta cerere de brevet de inventie se referd la un produs hemostatic utilizabil in cazul
plagilor hemoragice externe obtinut prin imobilizarea pe suport de colagen a plachetelor
sanguine din Concentrat Trombocitar Standard dupd cele 5 zile de conservare, produsul avand
atat proprietati hemostatice dar si regenerative, utilizabil pentru coagularea sangelui si
cicatrizarea plagilor tegumentare.

Problema propuséd spre rezolvare de prezenta cerere de brevet de inventie constd in
tratarea plagilor hemoragice si a leziunilor dermice cauzate de acestea. Solutia oferita de
prezenta cerere de brevet consta in utilizarea de plachete imobilizate pe un suport de colagen,
folosind plachete obginute din unitati de transfuzie din bancile de sange aflate la sfarsitul
perioadei de stocare, care nu mai sunt utilizate in transfuzii si in mod normal sunt irosite.

Folosind plachete din bancile de sdnge apare avantajul major de a folosi celule care sunt
deja testate pentru contamindri virale si bacteriene si au incd activitate hemostatica locala.

In practica actuala, perioada maxima de stocare pentru concentratele plachetare izolate
prin afereza din sdngele integral este limitatd la 5 zile, perioada in care plachetele sufera
schimbari majore numite "leziuni de stocare a plachetelor”, cum ar fi: activarea plachetelor cu
eliberarea de granule (Fijnheer colab., 1990; Rinder et al, 1992; George et al, 1988),
modificarea morfologiei (Kunicki et al, 1975), externalizarea fosfatidilserinei (Shapira et al,
2000), scaderea pH-ului plasmatic si cresterea volumului PLT (MPV). Aceste schimbari duc la
un timp de supravietuire mai scurt al plachetelor stocate, comparativ cu plachetele proaspete
(Rinder et al, 1991; AuBuchon et al, 2004; Dumont et al, 2002; Solheim ef al, 2004).

Datoritd perioadei scurte de stocare o cantitate mare de concentrat plachetar este irosita,
deoarece acestea nu pot fi utilizate dupa expirarea valabilitatii.

Nevoia de produse cu activitate hemostaticd/procoagulantd apare din necesitatea de a

vindeca leziunile insotite de hemoragii, {inand cont de faptul ca o sdngerare Severd care nu este
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tratatd in mod corespunzator poate duce la moarte, controlul rapid al sangerarii fiind o
procedura de salvare a unei vieti.

De exemplu, s-a raportat ca peste 2.500 de soldati au murit in timpul Rézboiului din
Vietnam din cauza faptului ca au sangerat pana la moarte. Existd de asemenea date militare,
care indica faptul ca in aproximativ 50% din cazuri pacientii mor din cauza hemoragiilor, la
maxim 30 de minute dupa survenirea acesteia. In plus, s-a estimat ca anual, la urgente, se
prezintd peste 70 milioane de cazuri cu hemoragii. Astfel, hemoragia sau hemoragia acutd
reprezintd o cauzd principald a decesurilor in randul populatiei civile si este clar ca un control
rapid si eficient al acesteia salveaza vieti (US 2010/0158989 A1).

Variabilitatea severitatii leziunilor cu hemoragii justifica necesitatea diferifilor agenti
hemostatici, insa indiferent de statutul sau originea lor, produsele hemostatice care exista in
prezent, nu sunt intotdeauna eficiente (Dougnon et al, 2012) si se depun eforturi pentru a gési
un produs hemostatic mai bun, care ar putea imbunatati gestionarea hemoragiilor in toate
disciplinele medicale.

Timp de mul{i ani, oamenii au folosit diverse metode pentru controlarea hemoragiei si
vindecarea ranilor, chiar dacé este vorba despre utilizarea carnii crude de catre egiptenii antici
sau despre utilizarea plasmei uscate in timpul Primului Razboi Mondial (Bergel S., 1909).

Mai recent, alte tehnici au fost dezvoltate pentru controlarea hemoragiei cum ar fi
tehnicile mecanice (presiune directd, suturi, legarea cu cleme, capse, tampoane textile, tifon,
bureti, componente ale sangelui/terapie de substitutie), termale (electrocauterizare, bisturiu
hemostatic, laser) sau chimice.

In cazul tehnicilor chimice, sunt incluse farmacoterapia (anestezia hipotensivé, epinefrina,
vitamina K, protamina, desmopresina, acidul aminocaproic, acidul tranexamic); hemostatice
locale (colagen, celuloza, gelatine, trombine) si materiale de etansare si adezivi locali (etansanti
de fibrina, cleiuri sintetice), factori de coagulare ai sdngelui, precum trombina dupa cum este
ardtat in US Patent 4,515,637/1985.

Unele dintre ele sunt de origine umand, animald, vegetald sau sintetica si se administreaza
local, pe cale oralé sau prin injectare (Abaut ez al, 2008).

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este obginerea unui biomaterial cu aplicatii
medicale sub formd de membrana biocompatibila suplimentatd cu lizat plachetar din unitatile

plachetare expirate, cu rol hemostatic, de oprire a sangerarilor cutanate.



a 2017 00641 13/09/2017

Conform inventiei, biomaterialul este constituit din 100 parti solutie de colagen (tip I)
obtinut din tendoane bovine prin tratamentul enzimatic cunoscut si utilizat in domeniu, cu o
concentratie de 0,5-1% si masa moleculara medie 400.000 — 500.000 continand 15-40 parti din
unitati expirate de Concentrat Trombocitar Standard (0,5.10ll plachete/40-60ml plasma) (hPL-
e).

Avantajele inventiei constau in urmatoarele:
- Prin combinarea colagenului cu un agent hemostatic activ - plachetele, sunt sporite utilitatea si
eficacitatea produsului final. Produsul obtinut are activitate hemostatica mare datoritd
imobilizarii plachetelor si mentine, de asemenea, beneficiile colagenului de facilitare a
regenerdrii i cicatrizarii.
- Prin folosirea plachetelor din centrele de transfuzii aflate la sfarsitul perioadei de conservare,
dupd cum am mai mentionat anterior, vom elimina riscul contamindrii cu hepatitd sau HIV,
deoarece aceste produse sunt deja testate. Totodatd, apare si avantajul costului de productie
scazut, deoarece se vor utiliza componente ce in mod normal nu mai pot fi folosite pentru
transfuzii si sunt aruncate.
- Bioprodusul asigura un control rapid si eficient al hemoragiei, avand capacitatea de a face un
contact eficient cu suprafafa leziunii datoritd compozitiei suportului, este sigur si usor de
manevrat si, in plus, este biodegradabil putand fi degradat si absorbit de la sine. Deoarece nu
este necesara indepartarea lui vom elimina riscul de a afecta cheagul format si de a redeclansa
slngerarea.
- Structura este capabild sd absoarbd sangele si secretiile leziunii, sd promoveze agregarea
plachetara, regenerarea tesutului lipsa si minimizarea cicatricii. Suportul de colagen are, de
asemenea, efect hemostatic prin activarea factorului trombocitar si a sistemului anti-fibrinolitic
cu rol in hemostaza.

Se dau in continuare exemple de realizare a inventiei cu titlul ,Biomaterial cu rol
hemostatic cu aplicatii medicale”.

Examplul 1

Se prepara o solutie de colagen (tip I) obtinut din tendoane bovine prin tratamentul
enzimatic cunoscut utilizat in domeniu, cu o concentratie de 0,5-1% si masa moleculard medie
400.000 — 500.000, pHS5,5-7.5. Intr-un amestecitor sau agitator planetar de laborator se
amestecd 100 parti solutie colagen 0,5 — 1% si se adaugd 25 ml dintr-o_upitate-expirata de

Concentrat Trombocitar ~ Standard  (0,5.10'"  plachete/40-60ml plasma) (hPL<).. Se
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omogenizeaza timp de 2 ore. Dupd omogenizarea completd se scade turatia aparatului si se
continua agitarea pand la dezaerare completa, se depun pe suprafete plane de polietilena sau
teflon si se usuca 48 ore la 37°C. Membranele rezultate se ambaleaza in pungi de polietilena si
se sterilizeaza la UV.

Exemplul 2

Se procedeaza ca in exemplul de mai sus, dar amestecul se reticuleaza cu glutaraldehida
0,1 — 0,5%. Se omogenizeaza timp de 2 ore. Dupd omogenizarea completa se scade turatia
aparatului i se continua agitarea pana la dezaerare completd, se depun pe suprafete plane de
polietilend sau teflon si se usucd 48 ore Ja 37°C. Membranele rezultate, sunt intens spélate cu
ser fiziologic (SF), se ambaleaza in pungi de polietilend si se sterilizeazad la UV.

Testarea bioprodusului

Pentru a testa capacitatea hemostaticd a produsului, peste suporturile hemostatice
obtinute a fost adaugat ulterior singe proaspat recoltat pe heparina, dupa incubarea timp de 5
minute, eliminandu-se prin spalare cu PBS hematiile neaderate la suport.

in toate cazurile, probele au fost analizate prin microscopie optica si electronica de
scanare (SEM), toate observatiile microscopice indicand cu claritate posibilitatea utilizdrii
plachetelor expirate din centrele de transfuzii (HPL-e) pentru obfinerea unor produse cu
proprietd(i hemostatice. Combinarea cu un substrat de colagen le conferd in plus capacitate
regenerativa si obtinerea unor produse peliculare utilizabile in cazul unor leziuni hemoragice la
nivelul tegumentului cu real potential hemostatic. In plus, acesta este in masura sa furnizeze o
cantitate eficientd dintr-un agent hemostatic direct la locul leziunii, cu aplicare locala. Mai mult,
folosirea agentilor hemostatici in suportul ce contine colagen, asigurd regenerarea tesutului
afectat.

In figura nr. 1 se observa aderarea hematiilor din singe proaspit pe membrana
colagenica cu plachete expirate (hPL-¢).

In figura nr. 2 se observa aderarea hematiilor din sange proaspat pe suportul colagenic
pelicular cu plachete expirate (hPL-e) imobilizate cu glutaraldehida.

in figura nr. 3 se observa formarea cheagului de sange pe suportul colagenic pelicular cu
plachete expirate (hPL-e) inglobate in substrat si imobilizate cu glutaraldehida.

Adaugarea de sdnge proaspat recoltat pe heparina pe briomaterialul continadnd plachete

imobilizate a demonstrat atasarea hematiilor la trombocite si in concluzie, pastrarea
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capacitatilor de participare la formarea cheagului i in consecintd, a capacitatilor hemostatice a
acestora.

Toate aceste observatii microscopice indica cu claritate posibilitatea utilizarii plachetelor
expirate din centrele de transfuzii (HPL-e) pentru obtinerea unor produse cu proprietafi
hemostatice. Combinarea cu un substrat de colagen le conferd in plus capacitate regenerativa si
obtinerea unor produse peliculare utilizabile in cazul unor leziuni hemoragice la nivel de piele,

cu real potential hemostatic.
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REVENDICARI

Prezenta inventie se referd la un biomaterial cu efect hemostatic, cu aplicatii medicale,
utilizabil in cazul plagilor hemoragice externe, obtinut prin imobilizarea pe suport de colagen a
plachetelor sanguine si care se prezintd sub forma de membrane cu grosimea de 0,5 — Imm,
constituitd din 100 parti solutie de colagen (tip [) sau (tip IIl) obtinut din tendoane si piele
bovina prin tratamentul enzimatic cunoscut, utilizat in domeniu, cu o concentragie de 0,5-1% si
masa molecularda medie 400.000 — 500.000 contanand 15-40 parti din unitati expirate de
Concentrat Trombocitar Standard (0,5.10'" plachete/40-60m| plasma) (hPL-e), cu sau fara

adaugare de 0,1 — 0,5% glutaraldehida 25% ca agent de reticulare.
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Figura 1. Analiza prin microscopie electronica de scanare a aderarii hematiilor din snge proaspit pe
membrana colagenica cu plachete expirate (hPL-e) (testarea capacitifii hemostatice a plachetelor expirate)
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Figura 3. Analiza prin microscopie electronic[ de scanare a formarii cheagului de sdnge pe suportul
colagenic pelicular cu plachete expirate (hPL-¢) inglobate in substrat i imobilizate cu glutaraldehida (festarea

capacitatii hemostatice a plachetelor expirate)
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