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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la un tratament oftalmic
activ Tn afectiuni ale corneei si moderat activ in glau-
com. Produsul conform inventiei se obtine din trufe
brune de degert ale fungilor din genul Terfezia, care se
extrag cu apa demineralizata in raport 3-3 : 1 g/v, la
4°C, extractul se separa prin filtrare pe strat adjuvant
sau prin centrifugare, si se purifica prin ultrafiltrare pe

membrane cu limitd de excludere 10 kDa, permeatul
obtinut fiind concentrat sub vacuum la 1/6...1/9 v/v, se
adauga clorura de banzalconiu 0,01 g/v si clorura de
sodiu 0,6%, cu obtinerea unui produs care se reparti-
zeaza in flacoane sterile de 5...10 ml.
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PRODUS DE ORIGINE NATURALA PENTRU TRATAMENT OFTALMIC SI PROCEDEU DE
OBTINERE

Inventia se referd la un produs de extractie vegetala cu actiune terapeutica in afectiuni oftalmologice
si procedeul de obtinere a acestuia.

Sursa vegetala de obtinere constd in trufe brune de desert ale fungilor din genul Terfezia.

In general, trufele sunt larg utilizate in alimentatie, avand un continut ridicat de proteine i grasimi,
alte substante nutritive fiind carbohidrati, aminoacizi si vitamine (in special vitamina C) [1].

Din texte religioase islamice [2] si din medicina populard in Orientul Mijlociu se cunoaste utilizarea
sucului obtinut din trufe de degert in tratamentul unor boli de ochi [3].

Existd insd putine publicatii stiintifice care au identificat peptide antimicrobiene in extracte din
aceste trufe, fard a demonstra 1nsi o actiune terapeutica [4,5].

Se cunosc numeroase afectiuni oftalmologice ce lezeaza corneea: ulcerul corneean, keratite (infectii
de diferite origini, in special virale sau microbiene). Alte leziuni se datoreazi abraziunii provocate de corpi
strdini sau socuri mecanice. Pe plan mondial, afectiunile corneei urmeazi imediat cataractei intre factorii
determinanti ai orbirii [6-11].

Pentru tratamentul afectiunilor mentionate mai sus, se utilizeaza antibiotice sau antivirale, atat local
cat si sistemic. Numeroase preparate dintre acestea pot determina reactii adverse sau alergice, cu consecinte
neplédcute sau chiar grave. De asemenea, vindecarea poate fi insotitd de efecte proliferative, lasand cicatrice
supdratoare, afectand vederea.

Glaucoamele sunt un grup de boli ale ochiului caracterizate prin afectarea progresiva a nervului optic
si campului vizual, datorate cresterii presiunii intraoculare, reprezentand la nivel mondial, a treia cauza de
orbire.

Medicatia antiglaucomatoasd cuprinde agenti topici (analogi de prostaglandine, -blocante), cat i
medicamente sistemice. Administrarea acestora poate fi limitatd de reactii alergice sau efecte adverse, unele
serioase, ca de exemplu tulburiri cardiace sau la nivelul sistemului nervos central [6,8,9,10,11,12].

Inventia realizeaza un produs de origine naturala de uz terapeutic foarte activ in afectiuni oculare ale
corneei si moderat activ in glaucom.

Produsul conform inventiei se obtine prin extractie apoasa a trufelor, dupa care extractul este supus
purificarii prin ultrafiltrare, concentrarii si formuldrii sub forma de colir.

Astfel, trufele proaspete sau congelate, se extrag in apad demineralizatd la 4°C in raport de 2-3:1
(v/g), extractul se separd prin filtrare pe strat de adjuvant sau centrifugare si se supune purificarii prin
ultrafiltrare pe membrana cu limita de excludere de 10 kDa. Permeatul obtinut se concentreaza sub vacuum
2 1/6-1/9 (v/v) si se adauga clorurd de benzalconiu 0.01% (g/v) si clorura de sodiu 0.6 % (g/v), dupé care se
filtreaza steril si se obtine astfel un colir care se repartizeazd in flacoane sterile de 5-10 ml.

Avantajele inventiei constau in principal in aceea ca: se obtine un produs de origine naturald foarte
activ in afectiunile corneei si moderat activ in glaucom, lipsit de efect proliferativ, regenerarea avand loc
fara a lasa cicatrice; produsul e lipsit de toxicitate si neiritant.

Se prezinti in continuare doud exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1

O cantitate de 2 Kg trufe brune de desert (din genul Terfezia), congelate timp de 4 luni la -17.....-
19°C, se supune extractiei prin agitare cu 4L apa demineralizatd, timp de 24h,la 4°C.Dupa extractie, se
separa faza solida prin filtrare sub vid, pe palnie Buchner, prin strat de adjuvant de filtrare (celitd). Rezultd
3370 ml filtrat (extract apos) cu o concentratie in proteine (metoda Lowry) de 6.72 mg/ml.

Extractul se purifica de proteinele balast prin ultrafiltrare pe un modul cu o casetd de membrane de
celuloza avand limita de excludere de 10 kDa si o suprafatd de filtrare de 0.5 m®> (PLCGC- Pellicon,
Millipore), cu recircularea retentatului si addugare in final de apd demineralizatd pentru recuperarea
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produsului activ. Se obfin 3250 ml permeat (filtrat) cu o concentratie in proteine de 3.9 mg/ml, reprezentand
fractia activa si 150 ml retentat cu 17.4 mg/ml (balast proteic). Filtratul se concentreaza intr-un rotavapor,
sub vid (temperatura maxima 37°C) pana la un volum de 510 ml.

Solutia activa rezultata astfel are 22.5 mg proteina/ml. Aceasta se formuleaza sub forma de colir prin
adaugare la 100 ml solutie a 0.5 ml clorura de benzalconiu 2% (g/v)-0.01% (g/v) fata de solutia activa si 0.6
g NaCl - 0.6% (g/v), dupa care se filtreaza in conditii aseptice pe filtru steril cu membrana de 0.22 pm si se
repartizeaza in flacoane sterile cu picétor de 5 si 10 ml.

Exemplul 2

Se procedeaza ca in exemplul 1, cu diferenta cd materia prima de extractie o constituie trufe
proaspete, extrase cu apad demineralizata in raport de 3:1 (g/v), iar extractul se separd prin centrifugare la
7000-8000 rpm. Din 2 Kg de trufe proaspete se obtin 4580 ml extract cu 16.7 mg proteina/ml care se
prelucreaza in continuare ca in exemplul 1.

Solutia activa a prezentat activitate antimicrobiana fata de Staphylococcus aureus ATCC 65338P.

Caracterizarea fizico-chimici a solutiei active si a colirului s-a efectuat prin cromatografie de lichide
de inaltd performantda HPLC-DAD, cuplatd cu spectrometriec de masd (HPLC-MS-MS) si spectrometrie
atomica de emisie (ICP-MS). .

Determinarea HPLC (coloand Kromasil 100-5CB, doua fgze mobile, cromatograf Merck-Hitachi
Lachrom) a evidentiat un complex de peptide cu un compus majoritar in proportie de 55%.

Cromatogramele HPLC-MS-MS (coloana Zorbax-SB-C18, doua faze mobile, cromatograf LC/MS
Triplu Quad Agilent) au prezentat o masa moleculard a componentilor de pana la 500 Da si 0 masa de 271
Da pentru compusul majoritar.

Analiza spectrometricd de emisie atomicad in plasma cuplata inductiv (ICP-MS Elan DRC-e Perkin
Elmer) a evidentiat prezenta in calitate de microelemente a metalelor Mg, Fe, Zn, Cu, Cr, Cd, As, Se, Pb.
Zincul, cromul si seleniul pot fi utile actiunii terapeutice, iar metalele toxice (Cd, As, Pb) sunt in limitele
admise de Farmacopeea Europeana, ed.6.

Testele de toxicitate a colirului dupéd doza orald unica, efectuate pe goareci, au aritat ca produsul e
lipsit de toxicitate.

Testarea tolerantei oculare a colirului, in administrare unica si repetatd, efectuatd pe iepuri New-
Zealand, a clasificat produsul, conform scarii de evaluare Draize, ca “neiritant” §i, respectiv, “practic
neiritant”.

S-a efectuat un studiu clinic care a cuprins un numdr de 16 cazuri (7 pisici si 9 céini) diagnosticati cu
glaucom secundar (distopiilor cristalinului, tumorilor de corp ciliar) si cheratite de diverse etiologii
(superficiald cronicd, eozinofilica, proliferativa secundard cicatrizdrii, sechestru corneean). Tratamentul a
constat in administrarea de 1-2 picaturi de 3 ori pe zi, timp de 14 zile, pentru toate afectiunile luate in studiu.

in cazurile de glaucom secundar distopiilor cristalinului, colirul a prezentat o actiune moderati de
scddere a presiunii intraoculare (PIO).

In cazurile de cheratita superficiald cronica si cheratiti eozinofilici s-a
actiune de reducere a proliferdrii conjunctive si a neovascularizatiei corneene.
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PRODUS DE ORIGINE NATURALA PENTRU TRATAMENT OFTALMIC SI PROCEDEU DE
OBTINERE

REVENDICARE

Produs de origine naturala pentru tratament oftalmic, activ in afectiuni ale corneei si moderat activ in
glaucom, caracterizat prin aceea ci se obtine din trufe brune de desert ale fungilor din genul Terfezia,
proaspete sau congelate, care se extrag cu apa demineralizata, in raport de 2-3:1 (g/v) la 4°C, extractul se
separa prin filtrare pe strat de adjuvant (celitd) sau centrifugare si se purifica prin ultrafiltrare pe membrane
cu limita de excludere 10 kDa; permeatul obtinut se concentreaza sub vacuum la 1/6-1/9 (v/v), se adauga
clorura de benzalconiu 0.01% (g/v) si clorurd de sodiu 0.6% (g/v), obtinandu-se astfel un colir ce se
repartizeaza in flacoane sterile de 5-10 ml.
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