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Inventia se refera la un produs natural pentru tratamentul unor afectiuni oftalmologice
si la procedeul de obtinere a acestuia.

Se cunosc numeroase afectiuni oftalmologice ce lezeaza corneea: ulcerul corneean,
keratite (infectii de diferite origini, in special virale sau microbiene). Alte leziuni se datoreaza
abraziunii provocate de corpi straini sau socuri mecanice. Pe plan mondial, afectiunile corneei
urmeaza imediat cataractei intre factorii determinanti ai orbirii [1-6].

Pentru tratamentul afectiunilor mentionate mai sus, se utilizeaza antibiotice sau antivi-
rale, atat local cat si sistemic. Numeroase preparate dintre acestea pot determina reactii
adverse sau alergice, cu consecinte neplacute sau chiar grave. De asemenea, vindecarea
poate fi insotita de efecte proliferative, lasénd cicatrice suparatoare, 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 antiglaucomatoasa cuprinde agenti topici (analogi de prostaglandine, B-blo-
cante), cat si medicamente sistemice. Administrarea acestora poate fi limitata de reactii alergice
sau efecte adverse, unele serioase, ca de exemplu tulburari cardiace sau la nivelul sistemului
nervos central.

Din cererile de brevet CN 101579488 (A) i CN 101647913 (A), se cunosc medicamente
chinezesti de origine naturala, pe baze traditionale, pentru tratamentul unor afectiuni oftalmo-
logice.

Cererea de brevet CN 101579488 (A) se refera la un medicament pentru tratarea
cataractei si a glaucomului, preparat cu 8 ingrediente naturale, dintre care 5 sunt de origine
vegetala.

In cererea de brevet CN 101647913 (A), se revendica un procedeu de preparare a unui
medicament pentru tratamentul cataractei senile si cheratitei virale din 12 specii vegetale,
prezentandu-se date statistice promitatoare privind imbunatatirea vederii bolnavilor.

Din texte religioase islamice si din medicina populara in Orientul Mijlociu, se cunoaste
utilizarea sucului obtinut din trufe de desgert in tratamentul unor boli infectioase ale ochiului.

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

Exista insa putine publicatii stiintifice care au identificat peptide antimicrobiene in extrac-
tele din aceste trufe, fara a demonstra insa o actiune terapeutica.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este realizarea unui produs de origine natu-
rala de uz terapeutic foarte activ in afectiuni oculare ale corneei si moderat activ in glaucom,
printr-un procedeu cu faze si parametri prestabiliti. Sursa vegetala de obtinere consta in trufe
brune de desert ale fungilor din genul Terfezia.

Produsul conform inventiei este constituit dintr-un extract apos din trufe brune de degert
din genul Terfezia cu o concentratie de 13..17%(g/v) substantd uscata, contindnd
%(g/v): 3,0...5,5% proteine, 0,1...0,2% aminoacizi, 0,4...0,6% carbohidrati, exprimati Tn glucoza,
la care sunt addugate 0,01% clorura de benzalconiu pentru conservare, 0,6% clorura de sodiu
pentru izotonizare, pana la 100% apa demineralizata. Produsul este steril, pentru administrare
oftalmica sub forma de colir.

Procedeul de obtinere a produsului conform inventiei consta in aceea ca:

Trufele proaspete sau congelate se extrag in apa demineralizata la o temperatura de
4°C in raport de 2-3:1 (v/g), extractul se separa prin filtrare pe strat de adjuvant din celita sau
prin centrifugare si se supune purificarii prin ultrafiltrare pe membrane cu limita de excludere
de 10 kDa. Permeatul obtinut se concentreaza sub vacuum la 1/6-1/9 (v/v), se adauga
0,01% (g/v) clorura de benzalconiu si 0,6 % (g/v) clorura de sodiu, dupa care se filtreaza steril
si se obtine astfel un colir care se repartizeaza in flacoane sterile de 5...10 ml.
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Avantajele inventiei constau in principal in aceea ca: se obtine un produs de origine
naturala dintr-o singura sursa vegetala, foarte activ in afectiunile corneei si moderat activ in
glaucom, lipsit de efect proliferativ, regenerarea avand loc fara a Iasa cicatrice; produsul e lipsit
de toxicitate si neiritant.

Se prezinta 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 o temperatura de -17...-19°C, se supune extractiei prin agitare cu 4 L apa
demineralizata, timp de 24 h.

Dupa extractie, se separa faza solida prin filtrare sub vid, pe palnie Buchner, prin strat
de adjuvant de filtrare (celitad). Rezulta 3370 ml filtrat (extract apos) cu o concentratie in proteine
(metoda Lowry) de 6,7 mg/ml.

Extractul se purificd de proteinele balast prin ultrafiltrare pe un modul cu o caseta de
membrane de celuloza avand limita de excludere de 10 kDa si o suprafata de filtrare de 0,5 m?
(PLCGC- Pellicon, Millipore), cu recircularea retentatului si adaugare in final de apa demine-
ralizata, pentru recuperarea produsului activ. Se obtin 3250 ml permeat (filtrat) cu o concentratie
in proteine de 5,5 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 450 ml.

Solutia activa rezultata astfel are 35,8 mg proteina/ml. Aceasta se formuleaza sub forma
de colir prin adaugare la 100 ml solutie a 0,5 mi 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 um si se repartizeaza in flacoane sterile cu picator de 5 si
10 ml.

Caracterizarea fizico-chimica a produsului s-a efectuat prin cromatografie de lichide de
inalta performantd HPLC-DAD, cuplata cu spectrometrie de masa (HPLC-MS-MS) si spectro-
tnetrie atomica de emisie (ICP-MS).

Determinarea HPLC (coloana Kromasil 100-5CB, doua faze mobile, cromatograf Merck-
Hitachi Lachrom) a evidentiat un complex de proteine (polipeptide).

Cromatogramele HPLC-MS-MS (coloana Zorbax-SB-C18, doua faze mobile, cromato-
graf LC/MS Triplu Quad Agilent) au prezentat o masa moleculard a componentilor proteici de
pana la 420 Da.

Analiza spectrometrica de emisie atomica in plasma cuplatad inductiv (ICP-MS Elan
DRC-e Perkin Elmer) si de absorbtie atomica (Analyst 800, Perkin Elmer) a evidentiat prezenta
in calitate de macro- si microelemente a metalelor Na, K, Mg, Fe, Zn, Cu, Cr, Cd, As, Se, Pb.
Zincul, cromul si seleniul pot fi utile actiunii terapeutice, iar metalele toxice (Cd, As, Pb) suntn
limitele admise de Farmacopeea Europeana, ed. 6.

in tabelele urmatoare, se prezinta compozitia chimica a produsului obtinut si continutul
in metale al acestuia.

Tabelul 1
Compozitia chimica a produsului
Compozitie Concentratii, %(g/v)
Continut in substanta uscata 14,996
Proteine totale, reprezentate de 3,4673
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Tabelul 1 (continuare)

Compozitie Concentratii, %(g/v)

- Serina 0,033
- Prolina 0,045
- Metionina 0,005
Tirozina 0,021
Carbohidrati, exprimati in 0,499
glucoza

Minerale (reziduu la calcinare) 1,61

Tabelul 2
Continutul in metale al produsului
Tipul de element Continut
ppm (ug/g) mg/100 g

Sodiu 1435,5 143,50
Potasiu 4497 4 449,74
Magneziu 179,5800 17,9580
Crom 0,3379 0,0338
Fier 11,0600 1,1000
Cupru 0,4756 0,0476
Zinc T.5723 0,7572
[Mangan 4,53 1,1530
Caobalt 7,0371 0,7037
Arsen 0,0321 0,0032
Seleniu <0,0010 < 0,0001
Cadmiu 0,0323 0,00323
Plumb < 0,0010 < 0,0001

Exemplul 2. Se procedeaza ca in exemplul 1, cu diferenta ca materia prima de extractie
o constituie trufe proaspete, extrase cu apa demineralizata in raport de 3:1 (g/v), iar extractul
se separa prin centrifugare la 7000...8000 rpm. Din 2 kg de trufe proaspete, se obtin 4580 ml
extract cu 5,1 mg proteina/ml, care se prelucreaza in continuare ca in exemplul 1.

Produsul a prezentat activitate antimicrobiana fata de Staphylococcus aureus ATCC
25923 si Escherichia coli ATCC 25922.

In tabelele urmatoare se exemplifica acest efect.

Tabelul 3

Determinarea activitatii antimicrobiene la diferite dilutii ale produsului
(mediu bulion simplu pentru bacterii, pH 7,4)

Dilutie %(v/v) Microorganism
Staphylococcus aureus ATCC 2592 |Escherichia coli ATCC 25922
50 activ activ
25 activ activ
12,5 activ activ
6,2 activ activ
31 inactiv inactiv

Determ

Produs con
Solutie cefi
10 pg/mL
20 yg/mL
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Determinarea comparativa a activitatii antimicrobiene fata de Siag we s
ATCC 2592 (mediu TSA Agar, tamponpH 6. pHEnad T8

Proba Zona de inhibise (mede)mm
Produs conform inventiei 25,5
Solutie cefalexina
10 pg/mL 13,8
20 pg/mL 17

Testul de toxicitate dupa doza unica a fost realizat pe soareci NMRI, prin adminstrass
in doza unica pe cale orala, prin gavaj intragastric.

Volumul de proba maxim administrat a fost de 25 ml/kgc. Animalele au fost suprave-
gheate si observate pana la finalul perioadei de 14 zile.

Produsul, administrat la soareci pe cale orald, nu induce fenomene toxice in cazul
administrarii acestui volum maxim pentru calea orala.

Testarea tolerantei locale oculare a produsului s-a efectuat in doua faze, in administrare
unica si repetata, pe iepuri New Zealand.

Pentru testarea tolerantei Tn administrare unica, proba test a fost administrata unic prin
instilarea unei picaturi (0,02 ml) in sacul conjunctival cu o perioada de observatie de 72 h.
Pentru testarea tolerantei in administrare repetaté, proba a fost instilata zilnic timp de 28 de zile
in sacul conjunctival, cu o perioada de urmarire de inca doua saptamani de la incetarea aplicarii
probei. Conform evaluarii oculare Draize, produsul a prezentat caracter "Neiritant" ca urmare
a testérii tolerantei locale oculare in administrarea unica, respectiv, "Practic Neiritant” in urma
testarii in administrare repetata, 28 de zile.

S-a efectuat un studiu clinic in cadrul Facultatii de Medicina Veterinara Bucuresti, care
a cuprins un numar de 16 cazuri (7 pisici si 9 caini) diagnosticate cu glaucom secundar (disto-
piilor cristalinului, tumorilor de corp ciliar) si cheratite de diverse etiologii (superficiala cronica,
eozinofilica, proliferativd secundara cicatrizarii, sechestru cornean).

Diagnosticul cazurilor cu glaucom secundar luxatiei anterioare de cristalin s-a stabilit prin
examen clinic oftalmologic, oftalmoscopic, tonometrie si ecografie oculara. Presiunea intra-
oculara (PIO) a fost masurata cu Tono Vet la 2 h, la 6 h si la 24 h de la administrarea colirului.

Diagnosticul cazurilor de cheratitad s-a efectuat prin testul Iampii cu fanta si utilizarea
colorantilor (fluoresceina).

Tratamentul a constat in administrarea a 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
moderata de scadere a PIO si lipsa actiunii hipotensoare in glaucomul secundar tumorilor de
corp ciliar.

in cazurile de cheratita superficiala cronica (a cainelui) si cheratitd eozinofilica (a pisicii),
s-a constatat o importanta actiune de reducere a proliferarii conjunctive si a neovascularizatiei
corneene.
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Revendicari

1. Produs de origine naturala pentru tratament oftalmic, activ in afectiuni ale corneei si
moderat activ in glaucom, caracterizat prin aceea ca este constituit dintr-un extract apos din
trufe brune de desert din genul Terfezia, cu o concentratie de 13... 17% (g/v) ca substanta
uscata, contindnd % (g/v): 3,0...5,5% proteine, 0,1...0,2% aminoacizi, 0,4...0,6% carbohidrati,
0,01% clorurad de benzalconiu,cu efect de conservant, 0,6% clorura de sodiu, cu efect de
izotonizant, pana la 100% apa demineralizata, sterila, pentru administrare oftalmica sub forma
de colir.

2. Procedeu de obtinere a unui produs pentru tratament oftalmic, definit in revendicarea
1, caracterizat prin aceea ca trufe brune de desert ale fungilor din genul Terfezia, proaspete
sau congelate, se extrag cu apa demineralizata, in raport de 2...3:1 (g/v) la o temperatura de
4°C, extractul se separa prin filtrare pe strat de adjuvant de celitad sau prin centrifugare si se
purifica apoi prin ultrafiltrare pe membrane cu limita de excludere 10 kDa; permeatul obtinut se
concentreaza sub vacuum la un raport 1/6...1/9 (v/v), se adauga 0,01% (g/v) clorura de
benzalconiu si 0,6% (g/v) clorura de sodiu, obtinandu-se astfel un colir ce se repartizeaza in
flacoane sterile de 5...10 ml.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii i Marci
sub comanda nr. 162/2014




Extras din legea nr.64/1991 privind brevetele de inventie,
republicata in Monitorul Oficial al Romaniei,
Partea |, nr. 541, din 8 august 2007

ART. 30 (1) Brevetul de inventie este eliberat de
directorul general al OSIM, Tn temeiul hotarérii de
acordare a acestuia. Pentru brevetul european
OSIM certificd validitatea brevetului n Roménia,
conform legii.

(2) Data eliberarii brevetului de inventie este data la
care mentiunea hotérarii de acordare este publicata
in Buletinul Oficial de Proprietate Industrial .

(38) Brevetele se inscriu in Registrul national al
brevetelor de inventie.

ART. 32 (1) Brevetul de inventie confera titularului
sdu un drept exclusiv de exploatare a inventiei pe
intreaga sa durata.

(2) Este interzisd efectuarea fara consimtadmaéntul
titularului a urmatoarelor acte:

a) fabricarea, folosirea, oferirea spre vanzare,
vanzarea sau importul in vederea folosirii, oferirii
spre vanzare ori vanzarii, in cazul in care obiectul
brevetului este un produs;

b) utilizarea procedeului, precum si folosirea,
oferirea spre vanzare, vanzarea sau importul n
aceste scopuri al produsului obtinut direct prin
procedeul brevetat, in cazul in care obiectul
brevetului este un procedeu.

ART. 34 (1) Nu constituie incalcarea drepturilor
prevazute la art.32 si 33.

a) folosirea inventiilor Tn constructia si n
functionarea vehiculelor terestre, aeriene, precum si
la bordul navelor sau la dispozitivele pentru
functionarea acestora, apartinand statelor membre
ale tratatelor si conventiilor internationale privind
inventiile, la care Romania este parte, cand aceste
vehicule sau nave patrund pe teritoriul Roméaniei,
temporar sau accidental, cu conditia ca aceastd
folosire sd se facd exclusiv pentru nevoile
vehiculelor sau navelor;

b) efectuarea oricaruia dintre actele prevazute la
art.32 alin.(2) de cétre o persoand care a aplicat
obiectul brevetului de inventie sau cel al cererii de
brevet, asa cum a fost publicata, ori a luat masuri
efective si serioase n vederea producerii sau
folosirii lui cu buné-credintd pe teritoriul Romaniei,
independent de titularul acesteia, cat si inainte de
constituirea unui depozit national reglementar
privind inventia sau inainte de data la care curge
termenul de prioritate recunoscutd; in acest caz
inventia poate fi folositd in continuare de acea
persoand, in volumul existent la data de depozit sau
a prioritatii recunoscute, si dreptul de folosire nu
poate fi transmis decéat cu patrimoniul persoanei ori
cu o fracfiune din patrimoniul afectat exploatarii
inventiei;

c) efectuarea oricdruia dintre actele prevazute la
art.32 alin.(2) exclusiv in cadru privat si in scop

necomercial; producerea sau, dupa caz, folosirea
inventiei exclusiv Tn cadru privat si Tn scop
necomercial;

d) comercializarea sau oferirea spre vanzare pe
teritoriul Uniunii Europene a acelor exemplare de
produs, obiect al inveniiei, care au fost vandute
anterior de titularul de brevet ori cu acordul sau

expres;

e) folosirea in scopuri experimentale, exclusiv cu
caracter necomercial, a obiectului inventiei
brevetate;

f) folosirea cu bund-credintd sau luarea méasurilor
efective si serioase de folosire a inventiei de céatre
terfi In intervalul de timp dintre decaderea din
drepturi a titularului de brevet si revalidarea
brevetului. in acest caz inventia poate fi folosita in
continuare de acea persoanad, in volumul existent la
data publicari mentiunii revalidarii, si dreptul la
folosire nu poate fi transmis decéat cu patrimoniul
persoanei care utilizeaza inventia ori cu o fractiune
din patrimoniul care este afectat exploatarii
inventiei;

g) exploatarea de catre terti a inventiei sau a unei

parii a acesteia la a cérei protectie s-a renuntat.
(2) Orice persoana care, cu buna-credinta, foloses-
te inventia sau a facut pregatiri efective si serioase
de folosire a inventiei, fara ca aceasta folosire sa
constituie o incalcare a cererii de brevet sau a
brevetului european in traducerea initiald, poate,
dupa ce traducerea corectata are efect, sd continue
folosirea inventiei in ntreprinderea sa ori pentru
necesitdtile acesteia, fara platd si fard sa
depaseascd volumul existent la data la care
traducerea inifiald a avut efect.

ART. 43 (1) Procedurile efectuate de OSIM privind
cererile de brevet de inventie si brevetele de
inventie prevdzute de prezenta lege si de
regulamentul de aplicare a acesteia sunt supuse
taxelor, In cuantumurile si la termenele stabilite de
lege.

(2) Pe intreaga durata de valabilitate a brevetului de
inventie titularul datoreaza anual taxe de mentinere
in vigoare a brevetului.

(3) Neplata acestor taxe atrage decaderea titularului
din drepturile decurgand din brevet. Decdderea
titularului din drepturi se inregistreaza in Registrul
national al brevetelor de inventie si se publica in
Buletinul Oficial de Proprietate Industriala. Taxele
de mentinere in vigoare pot fi platite si anticipat, n
conditiile prevazute de regulamentul de aplicare a
prezentei legi, pentru o perioada care nu poate
depasi 4 ani.

(4) Taxele datorate de persoane fizice sau juridice
straine se platesc Tn valuta, in contul OSIM.




