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DESCRICAO

“Composigdes hemostiticas secas e processos para a sua
preparagéo”

Antecedentes do invento

Campo do invento

O presente invento refere-se genericamente a composicdes
de colagénio e derivadas de colagénio e a processos para a
sua preparacdo. Em particular, o presente invento refere-se a
um processo para a producao de gelatina reticulada seca ou
outra composicdo de colagénio ou derivada de colagénio que
seja capaz de absorver Adgua a uma taxa incrementada.

A empresa Fusion Medical Technologies, Inc., cessiondaria
do presente pedido, produz uma composicdo hemostatica sob a
designacdo comercial de FloSeal®. O produto FloSeal®
encontra-se disponivel numa embalagem contendo duas seringas.
A primeira seringa estd cheia com grénulos de gelatina de
bovino reticulada, o©s quais sao pré-hidratados com uma
solugcao tampao. O hidrogel gelatinoso contém cerca de 85%
(p/p) de &gua e encontra-se na forma de um hidrogel fluido.
Imediatamente antes da utilizacdao na sala de operacdes, a
trombina em solucgao salina aquosa é misturada com o hidrogel
gelatinoso. A trombina €& ©preparada na solucadao salina e
transferida para a segunda seringa, e as seringas encontram-—
se ligadas entre si permitindo a mistura da trombina com a
gelatina.

Tem sido determinado que a mistura resultante dos
grénulos de hidrogel gelatinoso com a trombina € um selante
hemostdtico altamente eficaz quando aplicada a um local de
hemorragia. Tipicamente, o selante serd aplicado ao local de
hemorragia através da seringa na qual foi misturado. O sangue
fluird através do leito de gradnulos de hidrogel resultante, e
a trombina 1ird reagir com o fibrinogénio do sangue para
formar um codgulo fibrinoso a volta da gelatina para selar o
local da hemorragia.
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Apesar de altamente eficaz, o produto FloSeal® presente
tem uma validade limitada. Cré-se que a estabilidade da
gelatina é reduzida por hidrélise do hidrogel embalado. Para
limitar qualgquer degradag¢ado hidrolitica possivel, o produto
FloSeal® ¢é geralmente expedido numa embalagem protegida

relativamente a temperatura.

Por estas razdes, seria desejavel proporcionar
composicgdes selantes hemostdticas melhoradas do tipo que
combina um colagénio, uma gelatina, ou outro hidrogel
derivado de <colagénio <com uma solugdo aquosa contendo
trombina. Em particular, seria desejavel proporcionar tais
composicdes numa forma que fosse resistente a degradacéo
hidrolitica e as qguais tivessem, portanto, uma validade mais
prolongada. Seria particularmente desejavel proporcionar
composic¢des melhoradas tendo tanto uma actividade hemostatica
compardvel ao presente produto FloSeal® como também validades
mais prolongadas. Tais composicgdes seriam muito benéficas se
pudessem ser rapidamente re-hidratadas para utilizacao
subsequente, tipicamente de modo a que pudessem  ser
extrudidas através de uma seringa. Pelo menos alguns destes
objectivos serao alcancados pelos inventos abaixo descritos.

Descricao da arte antecedente

O produto FloSeal® disponivel através da Fusion Medical
Technologies, Inc., €& descrito em Hood et al., Efficacy of
Topical Hemostat FloSeal” in Vascular Surgery, um Resumo
patrocinado pela Fusion Medical Technologies, Inc., o gqual
foi publicamente apresentado em Setembro de 1999. As Patentes
gque protegem o produto FloSeal® incluem as Patentes US N.°°
6063061 e 6066325. Um sistema de duas seringas adequado para
a mistura e administracdo de um colagénio, uma gelatina, ou
outro componente derivado de colagénio com um componente de
trombina do produto FloSeal® encontra-se descrito na Patente
US N.° 5908054.

Breve resumo do invento

O presente invento proporciona composicdes selantes
hemostdticas melhoradas, processos para a preparacdo de tais
composigdes melhoradas, e conjuntos compreendendo as
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composicdes melhoradas. Os processos e composicdes serao
particularmente Uteis para proporcionar hemostase em locais
de hemorragia, incluindo locais de hemorragia cirurgica,
locais de hemorragia traumdtica e similares. Um exemplo da
utilizacdo das composicdes pode ser na selagem do tracto de
tecido acima da penetracdao de um vaso sanguineo criado para

cateterizacao vascular.

As composicdes compreendem um pd gelatinoso reticulado
seco o qual foi preparado para re-hidratar rapidamente. O pd
gelatinoso compreende preferivelmente particulas relativamente
grandes, também referidas como fragmentos ou subunidades,
conforme descrito nas Patentes US N.°® 6063061 e 6066325. Um
tamanho da particula preferido encontrar-se-& na gama de 150
pm a 750 pm, mas tamanhos de particula fora desta gama
preferida podem encontrar utilizacgao em muitas
circunsténcias. As composicgdes secas evidenciardao também uma
“dilatacdo de equilibrio” significativa quando expostas a um
meio de re-hidratacdo aquoso. Preferivelmente, a dilatacao
encontrar-se-a na gama de 400% a 1000%, mas pode cair fora
desta gama conforme apresentado nas patentes acima
referenciadas. A “dilatacéao de equilibrio” pode ser
determinada subtraindo o peso seco do pd de hidrogel
gelatinoso ao seu peso quando completamente hidratado e desta
forma completamente dilatado. A diferenga ¢ entdo dividida
pelo peso seco e multiplicada por 100 para dar a medida da
dilatagcdao. O peso seco deve ser medido apds exposicao do
material a uma temperatura elevada durante um tempo
suficiente para remover substancialmente qualgquer humidade
residual, por exemplo, duas horas a 120°C. A hidratacado de
equilibrio do material pode ser alcancada imergindo o
material seco num meio de re-hidratacao adequado, tal como
uma solucgao salina aquosa, durante um periodo de tempo
suficiente para o teor de 4&gua se tornar constante,
tipicamente durante 18 a 24 horas a temperatura ambiente.

Os pds gelatinosos reticulados secos do presente invento
irdo geralmente ter alguma humidade residual, mas estarao
suficientemente secos para alcangar a estabilidade e a
validade prolongada desejadas. Tipicamente, as composicdes
secas 1irdo ter um teor de humidade inferior a 20% em peso

(p/p) ou menos, preferivelmente terdo um teor de humidade na
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gama de 5% em peso a 15% em peso. Para manter a secura, as
composicdes serdo tipicamente embaladas de modo adequado para
evitar a penetracdao da humidade, conforme descrito com mais
detalhe em relacdo aos conjuntos do presente invento.

Num aspecto particular do presente invento, as
composicdes 1irdao compreender pds gelatinosos reticulados
contendo um teor de humidade de 20% (p/p) ou menos, em que O
pé foi reticulado na presengca de um adjuvante de re-
hidratacdo de modo a que o pd tenha uma taxa de re-hidratacéao
aquosa gque seja pelo menos 5% superior a taxa de re-
hidratacdo de um pd similar preparado sem o adjuvante de re-—
hidratacdao. A *“taxa de re-hidratacadao” ¢é aqui definida como
sendo a quantidade de uma solugado aquosa, tipicamente uma
solucao salina a 0,9% (p/p), que é absorvida por uma grama de
pd (com base no peso seco) em trinta segundos, expressa em
g/g. As técnicas particulares para medicdao desta taxa
encontram-se descritas na seccao Experimental abaixo. As
composicbes preferidas do presente invento terdo uma taxa de
re-hidratacdo de pelo menos 3 g/g, preferivelmente pelo menos
3,5 g/g, e freguentemente 3,75 g/g ou mais. As taxas de re-
hidratacdao de pdés similares preparados sem os adjuvantes de
re-hidratacdo sdo tipicamente inferiores a trés, e um aumento
da percentagem na taxa de re-hidratacdo serd geralmente pelo
menos 5%, sendo preferivelmente pelo menos 10%, e sendo mais

preferivelmente pelo menos 25% ou mais.

Os pbds gelatinosos reticulados secos do presente invento
tendo taxas de re-hidratagdo melhoradas sao preferivelmente
obtidos preparando os pds na presenga de certos adjuvantes de
re-hidratacdo. Tais adjuvantes de re-hidratacdo estarao
presentes durante a preparagao dos pds, mas serao geralmente
removidos dos produtos finais. Por exemplo, adjuvantes de re-
hidratagdao que estejam presentes em cerca de 20% relativamente
ao teor total de sdélidos, serao tipicamente reduzidos abaixo
de 1% no produto final, frequentemente abaixo de 0,5% em
peso. Exemplos de adjuvantes de re-hidratacdo incluem
polietilenoglicol (PEG) , preferivelmente com um peso
molecular de cerca de 1000; polivinilpirrolidona (PVP), tendo
preferivelmente um peso molecular de cerca de 50000; e
dextrano, tendo preferivelmente um peso molecular de cerca de
40000. E preferido empregar pelo menos dois destes adjuvantes
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de re-hidratacdo na preparacaoc das composicdes do presente
invento, e é mais particularmente preferido empregar todos os
trés.

Os ©processos do presente 1invento compreendem assim
proporcionar uma solucgao aquosa de uma gelatina nao
reticulada combinada com um adjuvante de re-hidratagdao. A
gelatina ndo reticulada 1ird tipicamente estar presente numa
solucdo aquosa de 5% (p/p) a 15% (p/p) e os adjuvantes de re-
hidratacdo irdo tipicamente estar presentes de 5% a 30% (p/p)
com base no peso de gelatina na solucgao aquosa.
Preferivelmente, o adjuvante de re-hidratagdo compreende PEG
de 2,5% a 20% (p/p) com base no peso da gelatina, PVP de
1,25% a 20% (p/p), e dextrano de 1,25% a 20% (p/p).

A gelatina nao reticulada juntamente com o adjuvante de
reticulacao € entao reticulada de qualquer modo adequado para
formar o hidrogel. Por exemplo, moléculas poliméricas podem
ser reticuladas utilizando agentes de reticulacdao bi- ou
poli-funcionais os quais se ligam de forma covalente a duas
ou mais cadeias das moléculas de polimeros. Exemplos de
agentes de reticulacao Dbi-funcionais incluem aldeidos,
epdéxidos, succinimidas, carbodiimidas, maleimidas, azidas,
carbonatos, 1isocianatos, divinilsulfona, 4&alcooils, aminas,
imidatos, anidridos, halogenetos, silanos, diazoacetato,
aziridinas, e similares. Alternativamente, a reticulacdo pode
ser alcangada utilizando oxidantes e outros agentes, tais
como periodatos, 0s quais activam cadeias laterais ou
fracgdes no polimero de modo a gue possam reagir com outras
cadeias laterais ou fraccgdes para formarem as ligagdes de
reticulacdao. Um processo adicional de reticulacado compreende
a exposicdo dos polimeros a radiacdo, tal como radiacado gama,
para activar as cadeias dos polimeros para permitir reaccgdes
de reticulacdo. 0Os processos de reticulacdo desidrotérmica
podem também ser adequados. 0Os processos preferidos para a
reticulagdo de moléculas de gelatina sao descritos em
seguida.

Exemplos de processos para a produgdao de gelatinas
reticuladas sdao apresentados em seguida. A gelatina € obtida
e suspensa numa solugao aquosa para formar um hidrogel néao
reticulado, tipicamente contendo um teor de sdélidos de 1% a
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70% em peso, geralmente de 3% a 10% em peso. A gelatina &
reticulada, tipicamente por exposicdo quer a glutaraldeido
(por exemplo, 0,01% a 0,05% p/p, durante a noite de 0°C a
15°C em tampao aquoso), periodato de sdédio (por exemplo,
0,05M, mantido de 0°C a 15°C durante 48 horas) ou l-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (“EDC”) (por exemplo, 0,5%
a 1,5% p/p durante a noite a temperatura ambiente), ou por
exposicdo a cerca de 0,3 a 3 megarads de radiacdo gama ou
feixe de electrdes. Em alternativa, as particulas de gelatina
podem ser suspensas num alcool, preferivelmente 4alcool
metilico ou alcool etilico, com um teor de sdlidos de 1% a
70% em peso, geralmente 3% a 10% em peso, e reticuladas por
exposicao a um agente de reticulacao, tipicamente
glutaraldeido (por exemplo, 0,01% a 0,1% p/p, durante a noite
a temperatura ambiente). No caso de aldeidos, o pH deve ser
mantido de cerca de 6 a 11, preferivelmente de 7 a 10. Na
reticulacao com glutaraldeido, os reticulos sao formados por
meio de bases de Schiff, os quais podem ser estabilizados por
redugao subsequente, por exemplo, por tratamento com boro-
hidreto de sdédio. Apds reticulacado, os granulos resultantes
podem ser lavados em adgua e opcionalmente enxaguados com um
dlcool, e secos. 0Os pds secos resultantes podem entdo ser
introduzidos nos aplicadores do presente invento, conforme
descrito adiante com maior detalhe.

Apds a reticulacdo, pelo menos 50% (p/p) do adjuvante de
re-hidratacéao serad removido do hidrogel resultante.
Geralmente, o adjuvante de re-hidratacdo ¢é removido por
filtracdo do hidrogel seguida de lavagem do bolo de filtracéo
resultante. Tails passos de filtracdo/lavagem podem ser
repetidos uma ou mais vezes adicionais de modo a limpar o
produto até um nivel desejado e para remover pelo menos 50%
do adjuvante de re-hidratac¢ao, removendo preferivelmente pelo
menos 90% (p/p) do adjuvante de re-hidratacdo originalmente
presente.

Apbés a filtracdo, a gelatina €& seca, tipicamente por
secagem do bolo de filtracdo final que foi produzido. O bolo
de filtragdao seco pode entao ser fragmentado ou moido para
produzir o pd reticulado com um tamanho da particula nas
gamas desejadas apresentadas acima.
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Conjuntos de acordo com o presente invento compreenderao
um primeiro recipiente contendo o pd gelatinoso reticulado
seco do presente invento, como acima descrito. Os conjuntos
compreenderdao ainda um segundo recipiente contendo um meio de
re-hidratacdao aquoso, tipicamente uma solucadao salina ou outra
solucao aquosa compreendendo trombina a gqual deve ser
misturada com a gelatina engquanto a gelatina €& re-hidratada.
Os recipientes podem ter qualquer forma, mas terao
preferivelmente a forma de seringas a qual permite a mistura
da gelatina seca com o meio de re-hidratacao.

Breve descrigao da Figura

A Figura 1 ilustra um conjunto construido de acordo com
0os principios do presente invento.

Descricado das concretizacdes especificas

Os Exemplos seguintes sdao oferecidos em modo de
ilustracéao.

Exemplo 1: Preparacao do pd gelatinoso

Foram suspensas tiras de cério bovino numa solugac de
hidréxido de sdédio de concentragao 1M a 2M durante 1 hora a
temperatura ambiente, neutralizadas com &acido fosfdérico, e
enxaguadas. As tiras tratadas foram entdo ressuspensas em
dgua desionizada, o pH ajustado a 7-8, e aquecidas a 70°C.
Foi utilizado um homogeneizador para reduzir ainda mais o
tamanho das tiras. Apdés 1 hora a 70°C, o <cdébrio foi
extensivamente solubilizado até formar gelatina. A quantidade
de coério foi escolhida de modo a que o teor de sdélidos da
solugdao gelatinosa resultante fosse aproximadamente 3-10%
(p/p), tipicamente 7-10%. A solugado foi espalhada em camadas
finas em tabuleiros metdlicos revestidos com Teflon®, seca e
moida para formar o pd gelatinoso.

Exemplo 2: Preparagao do “pd gelatinoso modificado”
Foram dissolvidos adjuvantes de re-hidratacao (Tabela 1)

em 500 ml de &gua desionizada a 50°C e entdao uma quantidade
de pd gelatinoso de origem bovina, preparado como no Exemplo
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1, foi adicionado a solucdo. A concentracdo final de gelatina
na solucdo foi escolhida para ser aproximadamente 8% (p/p,
com base no pd gelatinoso a granel), e a quantidade total de
adjuvantes de re-hidratacdo na solucao foi escolhida como nos
Exemplos 9-44 (Tabelas 1 e 2). Apds a dissolucao da gelatina,
a solucdo foi vertida em tabuleiros metdlicos revestidos com
Teflon® e seca. A folha de gelatina seca é moida para formar
“p6d gelatinoso modificado”.

Alternativamente, foram suspensas tiras de cdério bovino
numa solucado de hidrdxido de sdédio de concentracdo 1M a 2M
durante 1 hora a temperatura ambiente, neutralizadas com
dcido fosférico, e enxaguadas. As tiras tratadas foram entéao
ressuspensas em 4agua desionizada, o pH ajustado a 7-8, e
aquecidas a 70°C. Foi wutilizado um homogeneizador para
reduzir ainda mais o tamanho das tiras. Apdés 1 hora a 70°C, o
cério fol extensivamente solubilizado até formar gelatina. A
quantidade de cério foi escolhida de modo a que o teor de
sélidos da solugado gelatinosa resultante fosse cerca de 3-10%
(p/p), tipicamente 7-10%. Quantidades de adjuvantes de re-
hidratagdao foram escolhidas como nos Exemplos 9-44 (Tabelas 1
e 2) e foram entdo adicionadas a solucado gelatinosa, guer na
forma sdélida quer dissolvidas num pequeno volume de Aagua. A
solugdao foi espalhada em camadas finas em tabuleiros
metdlicos revestidos com Teflon®, seca e moida para formar o
“pbd gelatinoso modificado”. Exemplos de varias formulacgdes
para gelatina modificada s&o dados nas Tabelas 1 e 2.

Exemplo 3: Preparacao de pd gelatinoso reticulado a
partir do “pd gelatinoso modificado”

Foram arrefecidos 600 ml de tampdao fosfato 0,2M (pH
9,2+0,2) a uma temperatura abaixo de 12°C. Foram adicionados
0,32 ml de glutaraldeido (25%) a solucgado tampdo e foram entédo
adicionadas 20 g de pd gelatinoso modificado, resultando numa
concentracao em glutaraldeido de 4000 ppm (glutaraldeido para
gelatina modificada, com base no peso bruto). A gelatina foi
suspensa na solucado de glutaraldeido com uma vareta de
agitacdo. O pH de cada uma das suspensdes foi ajustado a uma
gama de 9,2+0,2 e entdo mantidas a uma temperatura de 9 a
12°C e o pH de 9,2+0,2 durante 19 horas.
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A suspensdo foi filtrada e o bolo de filtracédo foi
lavado trés vezes com agua desionizada cobrindo completamente
0 bolo de filtracdo com a agua desionizada e entdo permitindo
que o vacuo retirasse a agua de enxaguamento através do bolo.
0O bolo de filtracdao foi deixado no funil durante cada

enxaguamento.

Foram dissolvidas num copo graduado 0,2 g de NaBH; em
600 ml de tampao fosfato 25 mM, pH 7,4+40,2. O Dbolo de
filtracdo acima foi suspenso na solucdo de NaBH,; a
temperatura ambiente (cerca de 22°C) durante 3 horas, e entéo
filtrado para remover o liquido.

O bolo de filtracao foi em seguida suspenso em 600 ml de
solucao tampdo a temperatura ambiente (cerca de 22°C) durante
30 minutos e filtrado outra vez. O tampdo era composto por
fosfato de sdédio (anidro dibédsico e mono-hidrato monobédsico)
e ascorbato de sdédio. O procedimento acima foi repetido duas
vezes para assegurar que estava presente a proporgao adequada
de sais para gelatina para formar a composicgao tampao
desejada aquando da reconstituicdo. O bolo de filtracao foi
seco, e entdao moido com um misturador Waring, resultando em
“pd gelatinoso reticulado”.

Este processo foi também utilizado para preparar pd
gelatinoso reticulado a partir de pd gelatinoso néao
modificado; isto ¢é, gelatina a qual nédo foram adicionados
adjuvantes de re-hidratacdo durante a sua preparacao.

Exemplo 4: Preparacgao do produto irradiado a partir do
“pd gelatinoso reticulado”

Foram colocados cerca de 800 mg (peso bruto) do pd
gelatinoso reticulado, preparado como no Exemplo 2, dentro de
cada uma de varias seringas de 5 cc. As seringas contendo pd
foram esterilizadas com exposicdo a radiacdo gama a
temperatura ambiente.

Exemplo 5: Utilizacdo do produto como agente hemostdtico

Uma seringa de produto contendo aproximadamente 0,8 g de
pd gelatinoso reticulado irradiado foi preparada com pd
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gelatinoso modificado. O pd gelatinoso modificado foi
preparado como no Exemplo 2. A gelatina modificada foi ainda
reticulada e irradiada como nos Exemplos 3 e 4. O produto foi
misturado com 4 ml de uma solucgdo salina contendo cerca de
1000 Unidades de trombina de bovino por mililitro. A mistura
foi conseguida pela passagem de um lado para o outro entre
duas seringas ligadas com um adaptador do tipo Luer-lock
fémea-fémea. O pd na seringa foi hidratado engquanto se
misturava com a solugdo de trombina, formando granulos de
hidrogel.

Uma lesao quadrada, com aproximadamente 1 cmx1l cmx0,2 cm
de profundidade, foi criada no figado de um porco de guinta.
O porco tinha sido anticoagulado com heparina de modo a que o
seu tempo de coagulacadao activado (ACT) era trés a cinco vezes
o seu valor de linha de base, e a lesao sangrou livremente
antes do tratamento. Apds cerca de 30 segundos do inicio da
mistura, foram extrudidos da seringa para a leséo
aproximadamente 2 ml do pd hidratado e mantidos no local com
compressao durante dois minutos. Apds a remocao da
compressdo, a lesdo tratada foi observada quanto a hemorragia
aos 3 minutos, 10 minutos, e 50 minutos apds a aplicacao. Nao
se observou gqualguer hemorragia na lesdo tratada nas
observacgdes aos 3 minutos e aos 10 minutos. Apds a observacgao
aos 10 minutos, a lesao tratada foi irrigada com solucgao
salina. Enquanto era removido o excesso de material, néao se
observou nova hemorragia. Aos 50 minutos apds a aplicacao, a
lesdo foi de novo observada e nao foi detectada gualquer
hemorragia.

Exemplo 6: Determinacao da taxa de re-hidratacdo de um pd

A “taxa de re-hidratacdo” de um pd foi medida como se
segue. 0O pd, embalado numa seringa de 5 cc, foi misturado com
uma seringa contendo um volume de solucdao agquosa através da
passagem entre as duas seringas ligadas com um adaptador do
tipo Luer-lock durante 30 segundos. O volume de solucgao
aquosa foili escolhido para estar em excesso em relacdao ao gque
se esperava ser absorvido em 30 segundos. Tipicamente, foram
misturadas 0,8 g de pd (peso bruto) com 3 ml de solucdao de
cloreto de sdédio a 0,9%. A mistura resultante fol entao
imediatamente filtrada para remover qualquer ligquido nao
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absorvido. 0O material filtrado humido foi pesado, e entao
seco num forno a 120°C durante duas horas e de novo pesado.
Esta medicdo deu a guantidade total de 4&gua removida do
material humido e o peso do pd seco. A guantidade de agua que
tinha sido absorvida pelo pd foi entdo calculada apds ter
sido feita uma pequena correccdo para a humidade residual gue
estava originalmente ©presente no pd. A “taxa de re-
hidratacgao” foi dada como a massa de solugdo salina absorvida
por grama de peso seco do pd nesse intervalo de 30 segundos.

No céalculo abaixo, a fraccdo de sdélidos do pd a granel
(“S"”) foili medida independentemente secando o pd a granel a
120°C durante 2 horas e pesando o pd antes e apds a secagem.
O valor de S é dado pelo seguinte:

S = Peso apds secagem a 120°C, 2 horas

Peso antes da secagem

Calculo da taxa de re-hidratacéo:

peso inicial do tabuleiro e papel de filtro

peso do tabuleiro, papel de filtro e pd hidratado

peso do tabuleiro, papel de filtro e amostra apds secagem no forno
fracgdo de sdélidos do pd a granel originalmente na seringa

W QW

gramas de solugado salina absorvida por grama de pd (peso seco) durante
a mistura (“taxa de absorcao”)

M = (B-A) - (C-A)/S
(C-A)

Exemplo 7: Determinacgdao da taxa de re-hidratacao e das
propriedades fisicas para varios lotes de produto em pd

As Tabelas 1 e 2 descrevem o0s resultados das medicdes da
taxa de re-hidratacgdo realizadas em de um a varios lotes de
produto em pd (Exemplos 9-23). Estas foram feitas utilizando
processos como nos Exemplos 1, 2, 3 e 4. Excepto nos Exemplos
9 e 17, estes foram preparados a partir de gelatinas
modificadas que foram feitas com vVvarias proporcdes de
gelatina e dos seguintes adjuvantes de re-hidratacao:
polietilenoglicol (PEG), peso molecular médio 1000;
polivinilpirrolidona (PVP), designacao “k-30", correspondendo
a um peso molecular médio de cerca de 50000; e dextrano, peso
molecular médio 40000.
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Pode verificar-se que a utilizacdo de diferentes
combinagcdes de gelatina e adjuvantes de re-hidratacdo pode
resultar num produto em pd que absorve mais solucdo salina
aquosa em 30 segundos por grama de pd do que o produto em pd
feito a partir de gelatina a qual ndo foram adicionados
quaisquer adjuvantes de re-hidratacdo. Pode também verificar-
se que a combinacdo de gelatina, PEG, PVP e dextrano numa
proporcgao ponderal bruta de 80:10:5:5 na gelatina modificada
(Exemplo 10) produz um produto em pd que absorve cerca de 33%
mais solucdo salina por grama em 30 segundos do que o produto
em pd feito a partir de gelatina ndo modificada.

A  Tabela 1 também apresenta valores para outras
propriedades fisicas determinadas para os lotes de produto em
pd. A “percentagem de sdélidos” foil determinada pesando o pd
antes e depoils da secagem a 120°C durante duas horas para
eliminar a humidade residual. A “temperatura maxima DSC”
refere-se a temperatura a gqual ¢é exibido um pico no
termograma de uma medicdo de calorimetria de varrimento
diferencial conduzida de 1°C a 70°C. A “dilatacao de
equilibrio” foi determinada suspendendo o pd num excesso de
solucdo salina durante pelo menos 18 horas a temperatura
ambiente. 0O pd hidratado foi pesado para determinar o seu
“peso humido de equilibrio” e seco a 120°C durante duas horas
e de novo pesado para determinar o seu “peso seco”. A
dilatacdo de equilibrio é dada por

Dilatacao de Equilibrio (%) = 100% x peso humido de equilibrio - peso seco

peso seco

Os valores para o “tamanho médio de particula” foram
medidos por difusdo de luz com um analisador de tamanho da
particula Coulter LS.

A partir dos dados apresentados na Tabela 1, parece gue
a utilizacao apropriada dos adjuvantes de re-hidratacdo podem
alterar a taxa de re-hidratacdo do produto em pd sem alterar
significativamente as outras propriedades fisicas.

Exemplo 8: Medigdo dos niveis de polietilenoglicol,
polivinilpirrolidona e dextrano no pod gelatinoso
modificado e no pd reticulado
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Aproximadamente 50 mg de gelatina modificada ou 250 mg
de produto em pd reticulado irradiado foram suspensos em 10
ml de Adgua desionizada e aquecidos durante 3 horas a 65°C. As
amostras foram entdo centrifugadas durante 15 minutos a 2000
rpm. O sobrenadante resultante foi filtrado através de um
filtro Gelman Acrodisc de 0,45 um, sendo rejeitados os
primeiros ml. A amostra resultante foi entdo analisada
recorrendo a trés processos diferentes de cromatografia
liquida de alta resolugao para quantificar o polietileno-
glicol (PEG), a polivinilpirrolidona (PVP) e o dextrano na
amostra. Para o PEG, foram injectados 100 pl da amostra numa
coluna Waters Ultrahydrogel 120, 7,8x300 mm, com coluna de
protecgcdao e filtro prévio, utilizando &agua desionizada como
fase mével. Foi utilizado um detector de indice de refraccéo
para monitorizar o efluente. Para a PVP, foram injectados 100
1l numa coluna Phenomenex Kingsorb C18 5 um, 4,6x150 mm, com
coluna de proteccgao e filtro prévio, utilizando um gradiente
de metanol e fosfato de sdédio aguoso como fase mével. Foi
utilizado wum detector de absorcdao no ultravioleta para
monitorizar o efluente. Para o dextrano, foram injectados 100
ul da amostra numa coluna Waters Ultrahydrogel Linear,
7,8x300 mm, com coluna de ©protecgao e filtro ©prévio,
utilizando fosfato de sdédio 0,1 M, pH 7, e acetonitrilo numa
proporgao de 90:10 como fase mével. Foi utilizado um detector
de indice de refracgdo para monitorizar o efluente. Todas as
colunas foram aquecidas a 40°C para as andlises. O limite de
quantificacdo era de cerca de 0,1% (p/p amostra) para o PEG e
a PVP, e 0,2% (p/p amostra) para o dextrano.

Foi preparada gelatina modificada como no Exemplo 2. A
gelatina modificada foi analisada relativamente a PEG, PVP e
dextrano do modo acima descrito. Os resultados indicaram que
PEG, PVP e dextrano estavam presentes a 16%, 8% e 3% (p/p
bruto) respectivamente. A gelatina modificada foi sujeita
subsequentemente a reticulacado, tratamento com boro-hidreto
de sdé6dio, e enxaguamento como no Exemplo 3 para formar pd
gelatinoso modificado reticulado. Quando este pd foi
analisado relativamente a PEG, PVP e dextrano por HPLC do
modo acima descrito, detectou-se que o teor de cada um destes
adjuvantes de re-hidratacdo era inferior ao limite de

quantificacéao.
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Exemplo 9: Produto em pd feito sem adjuvantes de re-
hidratacéao

Foi preparada gelatina nao modificada - isto €, gelatina
a qual ndo foram adicionados quaisquer adjuvantes de
processamento - a partir de tiras de cério bovino como no
Exemplo 1 e reticulada como no Exemplo 3. A gelatina nao
modificada reticulada foi entdo embalada em seringas e
exposta a radiagcdo gama como no Exemplo 4. As propriedades
fisicas do produto resultante foram medidas como nos Exemplos
6 e 7 e sao dadas na Tabela 1.

Exemplos 10-23: Produto em pd feito com adjuvantes de

re—-hidratacao

Foram preparados lotes de gelatina modificada como no
Exemplo 2 a partir de pd gelatinoso ou tiras de cdério e de
um, dois, ou trés adjuvantes de re-hidratacdo. A Tabela 1 da
as proporgdes de gelatina a granel e adjuvantes de re-
hidratagdao wutilizados. A gelatina modificada foi entéo
reticulada como no Exemplo 3. Excepto no Exemplo 17, o0s
adjuvantes de re-hidratacdo utilizados pertenciam a seguinte
lista: polietilenoglicol (PEG) com um peso molecular médio de
cerca de 1000; polivinilpirrolidona (PVP), designacao “k-30",
com um peso molecular médio de cerca de 50000; e dextrano,
com um peso molecular médio de cerca de 40000. No Exemplo 17,
foi utilizado PEG com um peso molecular médio de cerca de
400. A gelatina modificada reticulada foi entdoc embalada em
seringas e exposta a radiagdo gama como no Exemplo 4. As
propriedades fisicas do produto em pd resultante de cada uma
destas preparacgdes foram medidas como nos Exemplos 6 e 7 e
sao dadas na Tabela 1. Os dados fornecidos com a formulacgao
para o Exemplo 10 sdo a média e o desvio padrdo para nove
lotes preparados de acordo com essa formulacao.

Exemplos 24-44: Produto em pd feito com varios adjuvantes

de re-hidratacao

Foram preparados lotes de gelatina modificada como no
Exemplo 2 a partir de pd gelatinoso ou tiras de cdrio e de um
entre varios adjuvantes de re-hidratagdo. A Tabela 2
apresenta a identidade e concentracdao do adjuvante de re-
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hidratacdo utilizado em cada lote como uma proporcao do peso
bruto de gelatina para o adjuvante de re-hidratacdo e como
uma percentagem do soluto a granel total utilizado para
preparar a gelatina modificada. A gelatina modificada foi
entdo reticulada como no Exemplo 3. A gelatina modificada
reticulada foi entdo embalada em seringas e exposta a
radiacao gama tal como no Exemplo 4. As propriedades fisicas
do produto em pd resultante de cada uma destas preparacdes
foram medidas como nos Exemplos 6 e 7 e sao dadas na Tabela
2. Os dados para a formulacao do Exemplo 9 sao proporcionados
na Tabela 2 para comparagao.

(sequem Tabelas 1 e 2)
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REIVINDICACOES

1. Processo para a preparacao de um pbd de gelatina
reticulada substancialmente seco, compreendendo o referido
processo:

e proporcionar uma solucdo de uma gelatina nado reticulada;

e reticular a gelatina nado reticulada enguanto em soluc¢do na
presenga de um adjuvante de re-hidratacao;

¢« lavar a gelatina reticulada para remover pelo menos 50% p/p
do adjuvante de re-hidratacao; e

e secar a gelatina reticulada e triturar o sdélido seco para
produzir o pd de gelatina reticulada.

2. Processo de acordo com a reivindicacadao 1, em que o

adjuvante de re-hidratacdao compreende um ou mais materiais

seleccionados a partir do grupo constituido por
polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP) e
dextrano.

3. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, em
que o adjuvante de re-hidratacdo estd presente a uma
concentracao na gama de 5% a 30% em peso com base no peso da
gelatina presente na solugao aquosa.

4. Processo de acordo com a reivindicacdao 3, em que o
adjuvante de re-hidratacado compreende PEG de 2,5 a 20% em
peso, PVP de 1,25% a 20% em peso, e dextrano de 1,25% a 20%
em peso.

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
precedentes, em dque o passo de reticulacao compreende a
adicdo de um agente de reticulacdo a solucdo de gelatina.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 5, em que o
agente de reticulacao compreende glutaraldeido.

7. Processo de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
precedentes, em que a gelatina reticulada ¢é filtrada para
produzir um bolo de filtracdo que € posteriormente lavado
para remover o adjuvante de re-hidratacéao.
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8. Processo de acordo com a reivindicacdo 7, em que a
lavagem do bolo de filtracdo remove pelo menos 90% (p/p) do
adjuvante de re—-hidratacao originalmente presente na
gelatina.

9. Processo de acordo com as reivindicagdes 7 ou 8, em
que o0 passo de secagem compreende a secagem do bolo de
filtracdo apdés a lavagem.

10. Processo de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
precedentes, em que o pd de gelatina reticulada é seco para
ter um teor de humidade inferior a 20% (p/p).

11. Composicao que compreende um pd de gelatina
reticulada, em gque o pd foi reticulado na presenca de um
adjuvante de re-hidratacado, de modo que o pd possua uma taxa
de re-hidratacao agquosa de pelo menos 3,0 g/g.

12. Composigao de acordo com a reivindicagdo 11, em que o
pd tem uma taxa de re-hidratacadao aquosa de pelo menos 3,5 g/g.

13. Composicao de acordo com a reivindicagao 11 ou 12, em
que o pd possui uma dilatacdo de equilibrio na gama de 400% a
1000%.

14. Composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 11 a 13, em que o pd possui um tamanho médio

de particula na gama de 150 pm a 750 pm.

15. Composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 11 a 14, em qgue o pd possul um teor de
humidade de 20% (p/p) ou menos.

16. Composicgéao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 11 a 15, em que o adjuvante de re-hidratacéo
compreende um ou mais materiais seleccionados a partir do
grupo constituido por polietilenoglicol (PEG), polivinil-

pirrolidona (PVP) e dextrano.
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17. Conjunto que compreende:

e« um primeiro recipiente contendo uma composicdo de acordo
com qualquer uma das reivindicag¢des 11 a 16; e

¢« um segundo recipiente contendo um meio de re-hidratacao
aquoso.

18. Conjunto de acordo com a reivindicagdo 17, em gque um
ou ambos primeiro e segundo recipientes sao seringas.

19. Conjunto de acordo com a reivindicacadao 18, em qgque o
primeiro e segundo recipientes sao seringas que permitem a
mistura da composicdo com o meio de re-hidratacao.

20. Conjunto de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 17 a 19, em que o meio de re-hidratacao aquoso
compreende trombina.

21. Conjunto de acordo com a reivindicacao 20, em gue o
meio de re-hidratacdo agquoso ¢é uma solucdao salina gue
compreende trombina.

22. Conjunto de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 17 a 21, que compreende adicionalmente uma
embalagem que contém o primeiro e segundo recipientes.

23. Conjunto de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 17 a 22, em gue a composicdo mantida no
primeiro recipiente € embalada para evitar a incursao de
humidade.

24 . Conjunto de acordo com qualguer uma das
reivindicacgdes 17 a 23, que compreende adicionalmente
instrugdes para utilizacdo apresentando um processo para
combinacdao do pdé de gelatina reticulada com o meio de re-
hidratacgao, para produzir um hidrogel de gelatina fragmentado
contendo trombina, e aplicacao do hidrogel ao local de uma
ferida.

Lisboa, 2008-12-18
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RESUMO

“Composigdes hemostiticas secas e processos para a sua
preparagéo”

E descrito um processo para preparacdo de um pd de
gelatina reticuladas seca. O processo compreende proporcionar
uma solucdo de uma gelatina nao reticulada e em seguida
reticular a gelatina nado reticulada em solugdo na presenca de
um adjuvante de re-hidratacao. A gelatina reticulada € depois
lavada para remover pelo menos 50% p/p do adjuvante de re-
hidratacdo, seca e o sélido seco é triturado para produzir um
pd de gelatina reticulada possuindo uma teor de humidade
inferior a 20% p/p. Também €& descrita uma composicdo que
compreende um pd de gelatina reticulada que foi reticulada na
presenca de um adjuvante de re-hidratacdo. O pd possuil uma
taxa de re-hidratacdo aquosa de pelo menos 3,0 g/g.
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