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(54) Metoda de tratament al ulcerelor trofice

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicind, in special la
chirurgia septicd si poate fi utilizatd pentru
tratamentul ulcerelor trofice.

Metoda constd in aceea cd cu 24..48 ore
inainte de tratament se separd o suspensic de
celule mononucleare din sangele pacientului,
care confine 3x107/ml de celule, de asemenea
de la pacient cu 2..3 ore inainte de prima
procedurd se preleva 30...40 ml de singe, care
se centrifugheazd timp de 8..12 min cu

2
3000...3500 rot./min cu obtinerca unui cheag
fibrinic bogat in trombocite, suspensia se
administreazd subcutanat in jurul plagii, la o
distanta de 1 cm de la marginile ei, in cantitate
de 5..15 ml, dupd care pe plagd se aplica
cheagul fibrinic, procedura se repetd peste
fiecare 4 zile, 1ar seria de tratament este de
8...10 proceduri.
Revendicari: 1




(54) Method for treating trophic ulcers

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to purulent surgery and can be used
for treating trophic ulcers.

The method consists in that 24...48 hours
before the treatment, a suspension of
mononuclear cells from the patient’s blood
containing 3x10"/ml. cells is separated,
30...40 mL of blood is also taken from the
patient 2...3 hours before the first procedure,
which is centrifuged for 8...12 min with

(54) MeToa 1e4eHUus1 TPO(PUIECKHUX A3B
(57) Pedepar:

W300peresite OTHOCHTCE K MO[UIHHE, B
YACTHOCTY K THOWROW XUPYPIHH W MOXCT
Grirh HCIOIB30BAK s Jiedenys
TPOOUICCKUK 438,

Meron cocTonr B ToM, 910 3a 24...48 wacos
Jity! IeUeHas OTECIMIOT CYCHEHBUIO
MOHORYIJICADHRIX KICTOK H3 KPOBY HAITHCHTA,
cofepaameit 37107/ ma  KueToK, TaiKe O
aanuerta 3a 2.3 43¢a 20 HepBOH npoeaypsl
apororaT 3a60p 30..40 M KPORH, KOTOpYIO

2
3000...3500 rpm to produce a fibrin clot
enriched with platelets, the suspension 1is
administered  subcutaneously around the
wound, at a distance of 1 cm from its edges, in
an amount of 5...15 mL, after which the fibrin
clot is applied to the wound, the procedure is
repeated every 4 days, and the course of
treatment is 8...10 procedures.
Claims: 1

2
HEHTPHGYTEpYIOT 8 Tewewme 8...12 mun ¢
3000...3500 ob./vux C HOIYIEHUEM
$udpHHOsOTo CIYCTKE OOOT3NICHAOTG
TpOMOGOIHTAME, CYCIICH3MIO BBORST DOAKONHG
BOKDYD PaHbl, Ha paccrosHuy | oM or ee
Kpaes, B xomnuuectre 5...15 mi, mocne €ero ga
pawy  opuMmensior  crycrox  dabpasa,
IPCHEIYpa TORTOPACTCS depe3 kanuinie 4 pas,
a Kype Jledenus cocrasmer 5. 10 mporesyp.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, in special la chirurgia septica, si poate fi utilizatd pentru
tratamentul proceselor septico-purulente ale ulcerelor trofice.

Este cunoscutd metoda de tratament al ulcerelor trofice in piciorul diabetic, care constd
in aceea cd se efectueazd necrectomia tesuturilor necrotizate din regiunea ulcerului, apoi
timp de 5...7 zile se efectueaza lavajul plagii cu solutie antiseptica, dupa care se aplica un
pansament imbibat cu solufie de 0,5% de iodopiron. Dupd sanarea plagii se aplicd
autotransplanturi dermale [1].

Este cunoscutd, de asemenca, metoda de tratament al ulcerelor trofice in piciorul
diabetic, care constd in aceea cd se efectueazd pansamente cu un amestec care contine
plasmd imbogatitd cu trombocite, solutic de 10% de CaCl, in cantititi egale si un preparat
antibacterian la care este sensibild flora din plagd [2].

Mai este cunoscutd metoda de tratament al complicatiilor septico-purulente cu o
rezistentd majord a microorganismelor fatd de antibiotice in piciorul diabetic, care consti 1n
aceea cd se efectueazd pansamente cu solutie de 1% de acid clorhidric pe plaga dupd
aplicarca antibioticelor pe plaga mentionatd. Pansamentele se efectueazd pand la aparitia
granulatiilor [3].

Este cunoscutd metoda de tratament al ulcerelor trofice in piciorul diabetic, care constd
in aceea cd se administreazd i/v solutie de Tiroxin-alanil-glicil-phenilalanil-leucil-arginina
diacetat (Dapargin), si anume 4 mg, doza pentru 24 ore, In 10 ml de ser fiziologic, care se
administreaza timp de 10 zile, apoi se repetd peste 2 sdptamani [4].

Este cunoscutd, de asemenca, metoda de tratament al ulcerelor trofice in piciorul
diabetic, care constd 1n aceea ca se administreaza i/a in artera femurald a membrului afectat
autolimfocite prelucrate cu glutoxim 20 mg timp de 45 min. Autolimfocitele sunt obtinute
cu ajutorul unui plasmoseparator de celule sangvine AS-TEC 204 firma ,Fresenius”.
Procedura se efectueazi de doud ori cu un interval de 48...72 ore [5].

Este cunoscutd metoda de regenerare a ulcerelor trofice inclusiv de genezd diabetica,
care constd in aceea cd preliminar, cu 24...48 ore inainte de tratament, se separd o
suspensie de celule mononucleare din singele recipientului, care confine 3x107/ml de
celule, apoi suspensia separatd, peste o zi, in cantitate de 5...15 ml, se administreaza
subcutanat 1n jurul plagii, la o distantd de 1 cm de la marginile ¢i, si in muschiul
gastrocnemian afectat, seria de tratament constituie 12...14 zile [6].

Dezavantajele metodelor cunoscute constau in aceea cd are loc o regenerare lentd a
tesuturilor afectate, In unele cazuri sunt necesare interventii chirurgicale de plastie a
defectelor dermale, precum si utilizarea antibioticelor timp indelungat si aplicarea repetatd
a metodelor mentionate pentru obfinerea unei regenerari complete.

Problema pe care o rezolvd inventia constd 1n sporirea eficientei in combaterca
complicatiilor septico-purulente in ulcerele trofice, stimularea proceselor regenerative si
prevenirea dezvoltarii proceselor degenerative si necrotice ale tesuturilor afectate.

Metoda constd in aceea ca cu 24...48 ore Inainte de tratament se separd o suspensie de
celule mononucleare din singele pacientului, care contine 3x107/ml de celule, de asemenea
de la pacient cu 2...3 ore Inainte de prima procedura se preleva 30...40 ml de sange, care se
centrifugheaza timp de 8...12 min cu 3000...3500 rot./min cu obtinerea unui cheag fibrinic
bogat in trombocite, suspensia se administreazd subcutanat in jurul plagii, la o distantd de 1
cm de la marginile ei, in cantitate de 5...15 ml, dupd care pe plagd se aplicd cheagul
fibrinic, procedura se repetd peste fiecare 4 zile, iar seria de tratament prevede 8...10
proceduri.

Rezultatul inventiei constd In intensificarea proceselor regenerative, antiinflamatoare si
de resorbtie, ce contribuie la o cicatrizare per primum a plagii cu preintdmpinarea trecerii
proceselor necrotice in tesuturile profunde si cu remisii indelungate.

Platelet Rich Fibrin (PRF) prezintd o matrice fibrinicd bogatd in trombocite, care
mclude in sine citokine, factori de crestere si leucocite, avand posibilitatea de a elimina
substantele mentionate un timp indelungat. El poate fi utilizat sub formd de cheag sau
membrana. Trombocitele pot secreta factori de crestere numai dupa formarea cheagului
fibrinic, care i1 conferd un potential terapeutic.

Produsul mentionat se pregdteste in eprubete vacuumate cu un activator al plasmei,
acestea pot fi eprubete din plastic cu un strat aplicat de SiO pe peretii interni sau eprubete
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din sticld fard adaos, deoarece sticla este un activator al plasmei sangvine. Dupd care se
centrifugheaza 30...40 ml de sange, timp de 8...12 min cu 3000...3500 rot./min. Apoi
cheagul se amplaseaza intr-o boxd (PRF-BOX) pentru scurgerea cheagurilor de fibrina.
Scopul centrifugarii este sedimentarea eritrocitelor. Principala conditie este factorul g
(RCF, acceleratia centrifugd), care depinde de viteza de rotatie si de distanta de la eprubetd
pana la axa centrald a centrifugii.

Pentru obtinerea PRF se incepe centrifugarea la cel mult 1 min dupd prelevarea
sangelui. Pand la Inceperea centrifugirii se amestecd bine sdngele in eprubetd. Activatorul
plasmei activeaza factorul 12, cu cat mai mare este concentratia activatorului cu atit mai
bine se amesteca singele si cu atdt mai multd si mai repede se formeaza trombina, care
transforma fibrinogenul 1n fibrina.

In perioada de pani la 7 zile dupi aplicarea cheagului fibrinic pe suprafata ulcerului din
el se elimind urmatoarele:

- leucocite si monocite ce se transforma in macrofagi, celule care stimuleazi
regenerarea tesutului;

- VEGF - factorul de crestere a endoteliului (Vascular endothelial growth factor),
care este o proteind de semnalizare, se ¢limind de celule pentru stimularea vasculogenezei
s1 angiogenezei;

- PDGF - factorul de crestere a trombocitelor (Platelet-derived growth factor) —
proteind ca factor de crestere si are importantd pentru angiogeneza;

- TGF — beta - factor de crestere si transformare (Transforming growth factor beta)
— proteind care controleazd proliferarea, diferentierea celulard si alte functii;

- proteine, care au importantd 1n procesul de angiogeneza, stimuleazd cresterea
tesuturilor;

- TSP - trombospondina este un inhibitor al angiogenezei, actiondnd asupra
adgeziei si cresterii celulelor endoteliale;

- IGF-1 — factor de crestere de tip insulinic 1 — proteind din familia factorilor de
crestere de tip insulinic.,

Cultura de celule mononucleare contine substante biologic active ce contribuie la
activizarea reactiilor imune, la intensificarca sintezei proteinelor si a proceselor
fermentative, precum si la inhibarea reactiei inflamatoare, in locul administrarii suspensiei
are loc ameliorarea microcirculatiei, proliferarea tesutului conjunctiv, intensificarea
proceselor de resorbtie. Ca rezultat are loc un proces antiinflamator, reparativ si regenerativ
intens, cicatrizarea pldgii se produce mai rapid, provocind diminuarea edemului si
prevenind dezvoltarea lui datoritd ameliordrii microcirculatiei in tesuturile plagii.

Metoda se realizeaza in modul urmitor: de la pacient, preliminar cu 24...48 ore, s¢
preleva 20...40 ml de sénge, la care se adauga 20...100 UI de heparind la 1 ml de sange. Din
sange se separd celulele mononucleare pe un gradient de densitate, se spald cu ser fiziologic
steril, se includ In mediul de culturd (mediu Eagle, TC 199, RPMI 1640, etc.) si se
amplaseazd in termostat la temperatura de 37°C pentru 24...48 ore. Dupd perioada de
incubare cultura celulard se separd de mediul de culturd si se amestecd, obtinandu-se o
suspensie in 5...15 ml de ser fiziologic steril. De asemenea se pregiteste cheagul de fibrina,
s anume se preleva 30...40 ml de sdnge si se centrifugheazd timp de 8...12 min la 3200
rot./min, apoi se scurge cheagul de fibrinad bogat in trombocite. Plaga se curdta de mase
necrotice, de fibrind pana la aparifia sangerarii din marginile ei, se prelucreazd cu solutii
antiseptice, apoi suspensia de celule, care contine 3x107/ml de celule in cantitate de 5...15
ml, In dependentd de suprafata plagii, se administreazd in jurul plagii, la 1 cm de la
marginea ei, in stratul subcutanat al membrului afectat, procedura se repeta peste fiecare 4
zile, iar seria de tratament constituie 8...10 proceduri.

Metoda revendicatd a fost utilizatd pentru tratamentul a 10 pacienti. Rezultatele au fost
satisfacatoare.

Exemplul 1

Pacientul K., 66 ani, internat in sectia chirurgie septicéd cu o plaga supuratd de 6x9 cm in
regiunea 1/3 inferioare a gambei drepte, care s-a dezvoltat timp de 2 sdptdmani de la o rana
in regiunca mentionatd. Pacientul suferd de diabet zaharat de 18 ani. Dupd investigarea
clinicd si paraclinicd a pacientului s-a utilizat metoda revendicatd, si anume la a doua zi de
spitalizare s-au preluat 30 ml de sange, la care s-au addugat 600 UI de heparind. S-a separat
cultura de celule mononucleare. S-a utilizat mediul de culturd RPMI 1640, care a fost
amplasat in termostat la temperatura de 37°C pentru 48 ore. Apoi s-a separat cultura de
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mediul de culturd §i s-a amestecat cu 10 ml de ser fiziologic steril. De asemenea, cu 2 ore
pana la efectuarea metodei, s-a pregatit cheagul de fibrind pentru a fi aplicat pe suprafata
plagii. S-a efectuat prelucrarea pligii. S-au administrat In jurul plagii in stratul subcutanat
10 ml de suspensie de celule. Pe suprafata plagii s-a aplicat cheagul de fibrind bogat in
trombocite. Procedura a fost repetatd peste fiecare 4 zile, seria de tratament a constituit 9
proceduri. Plaga s-a cicatrizat per primum, fird semne de inflamatie. Pacientul a fost
externat in stare satisfacétoare.

Exemplul 2

Pacienta N., 53 ani, internata In sectia chirurgie septica cu o plagd supuratd de 4x6 cm
in regiunea plantei drepte, care s-a dezvoltat timp de 5 luni de la o rand tdiatd in regiunea
mentionatd. Dupa investigarea clinicd si paraclinici a pacientei s-a utilizat metoda
revendicatd, si anume la a doua zi de spitalizare s-au preluat 30 ml de sange, la care s-au
adadugat 600 Ul de heparind. S-a separat cultura de celule mononucleare. S-a utilizat mediul
de culturd RPMI 1640, care a fost amplasat In termostat la temperatura de 37°C pentru 48
ore. Apoi s-a separat cultura de mediul de culturd si s-a amestecat cu 15 ml de ser fiziologic
steril. De asemenea, cu 2 ore pand la efectuarea metodei, s-a pregatit cheagul de fibrind
pentru a fi aplicat de suprafata plagii. S-a efectuat prelucrarea plagii. S-au administrat in
jurul plagii in stratul subcutanat 10 ml de suspensie de celule. Pe suprafata plagii s-a aplicat
cheagul de fibrina bogat in trombocite. Procedura a fost repetata peste fiecare 4 zile, seria
de tratament a constituit 9 proceduri. Plaga s-a cicatrizat per primum, fard semne de
mflamatie. Pacientul a fost externat in stare satisfacitoare.
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(57) Revendicari:

Metoda de tratament al ulcerelor trofice, care constd in aceea cd cu 24...48 ore Inainte
de tratament se separd o suspensie de celule mononucleare din séngele pacientului, care
contine 3?107/ml de celule, de asemenea de la pacient cu 2..3 ore inainte de prima
procedurd se prelevd 30..40 ml de singe, care se centrifugheazd timp de 8...12 min cu
3000...3500 rot./min cu obtinerea unui cheag fibrinic bogat in trombocite, suspensia se
administreazd subcutanat in jurul plagii, la o distantd de 1 cm de la marginile ei, in
cantitate de 5...15 ml, dupd care pe plagd se aplicd cheagul fibrinic, procedura se repetd
peste fiecare 4 zile, 1ar seria de tratament este de 8...10 proceduri.
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