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PROCESSO DE LISE/RESSELAGEM PARA PREPARACAO DE ERITROCITOS QUE CONTEM UM

INGREDIENTE ACTIVO (E.G. ASPARIGINASE OU HEXAFOSFATO DE INOSITOL), O PROCESSO
COMPREENDENDO OS PASSOS SEGUINTES: (1) COLOCACAO DE UM CONCENTRADO
GLOBULAR EM SUSPENSAO NUMA SOLUCAO ISOTONICA POSSUINDO UM NIVEL DE
HEMATOCRITO QUE E IGUAL OU SUPERIOR A 65%, COM REFRIGERACAO ENTRE +1 E +8°C, (2)
MEDICAO DA FRAGILIDADE OSMOTICA COM BASE NUMA AMOSTRA DE ERITROCITOS A
PARTIR DESSE MESMO CONCENTRADO GLOBULAR, PREFERIVELMENTE NUMA AMOSTRA DA
SUSPENSAO OBTIDA NO PASSO (1), (3) LISE E PROCEDIMENTO DE INTERNALIZACAO DO
INGREDIENTE ACTIVO, NO INTERIOR DA REFERIDA CAMARA, A UMA TEMPERATURA QUE E
MANTIDA CONSTANTEMENTE ENTRE +1 E +8°C, COMPREENDENDO PERMITIR A SUSPENSAO
DE ERITROCITOS POSSUINDO UM NIVEL DE HEMATOCRITO QUE E IGUAL OU SUPERIOR A 65%
E A UMA SOLUCAO DE LISE HIPOTONICA QUE ESTA REFRIGERADA ENTRE +1 E +8°C
CIRCULAREM NUM CARTUCHO DE DIALISE; OS PARAMETROS DE LISE SENDO AJUSTADOS DE
ACORDO COM A FRAGILIDADE OSMOTICA MEDIDA PREVIAMENTE; E (4) PROCEDIMENTO DE
RESSELAGEM REALIZADO NUMA SEGUNDA CAMARA A UMA TEMPERATURA ENTRE +30 E
+40°C POR MEIO DE UMA SOLUGAO HIPERTONICA.



EP 1 773 452/PT

RESUMO

"Processo de lise/resselagem e dispositivo para incorporar um
ingrediente activo em eritrdcitos™

Processo de lise/resselagem para preparacao de
eritrécitos que contém um ingrediente activo (e.qg.
aspariginase ou hexafosfato de inositol), O processo
compreendendo o0s passos seguintes: (1) colocacdo de um

concentrado globular em suspensdo numa solucdo 1isotdnica
possuindo um nivel de hematdcrito que é igual ou superior a
©65%, com refrigeracdo entre +1 e +8°C, (2) medicdo da
fragilidade osmética com base numa amostra de eritrodcitos a
partir desse mesmo concentrado globular, preferivelmente numa
amostra da suspensdo obtida no passo (1), (3) lise e
procedimento de internalizacdo do 1ingrediente activo, no
interior da referida cémara, a uma temperatura que é mantida
constantemente entre +1 e +8°C, compreendendo permitir a
suspensdo de eritrdécitos possuindo um nivel de hematdcrito
que € 1igual ou superior a 65% e a uma solucdo de 1lise
hipoténica dque esta refrigerada entre +1 e +8°C circularem
num cartucho de didlise; os ©parametros de lise sendo
ajustados de acordo com a fragilidade osmbética medida
previamente; e (4) procedimento de resselagem realizado numa
segunda cémara a uma temperatura entre +30 e +40°C por meio
de uma solucdo hipertédnica.

T2+37°CH

o R Rew mTm e o em




EP 1 773 452/PT

DESCRICAO

"Processo de lise/resselagem e dispositivo para incorporar um
ingrediente activo em eritrdcitos™

O presente invento refere-se a um processo que permite a
realizacdo da assim chamada técnica de lise/resselagem, dJue
permite que ingredientes activos sejam 1incorporados em
eritrécitos.

O invento refere-se ainda a composicdes de eritrdédcitos
que contém asparaginase ou similar, ou hexafosfato de
inositol, e que podem ser obtidas por realizacdo do processo
de acordo com o invento.

A técnica de lise/resselagem é descrita nas patentes EP-
A-101 341 e EP-A-679 101. A ultima destas descreve uma
instalacédo relativamente complexa que compreende, em primeiro
lugar, um alojamento refrigerado para a parte de lise, no
qual é colocada uma montagem compreendendo elementos de uso
Unico, incluindo um cartucho de di&dlise, tubos, bolsas tipo
chicana ou em serpentina e elementos metadlicos removiveis,
tais como um arranjo de arrefecimento em serpentina, e, em
segundo lugar, um alojamento para a resselagem, alojamento
que estd provido com meios de reagquecimento e no qual é
colocada uma montagem de uso Unico de material de pléstico.

Os gldébulos vermelhos, que foram separados do plasma de
antemdo e que sdo submetidos a forcas idnicas fracas (num
meio hipoténico), incham até atingirem um volume critico, ao
qual a membrana ¢é distendida até ao ponto de se tornar
permeavel a ides e macromoléculas. O exame ao microscodpio das
membranas de eritrdcitos revela entdo o aparecimento de poros
que medem de 20 a 500 nm, como resultado dos duais a
hemoglobina se pode escapar (P. Seeman J. Cell. Biol. 1967,
32(1): 55-70). A restauracdo da isotonicidade do meio de
suspensdo causa o fecho dos poros, tornando a membrana
impermedvel a macromoléculas. Apenas é mantida a
permeabilidade a 1ides.

O chogque hipotébnico ¢é provocado fazendo com gue o0s
glébulos vermelhos circulem no compartimento do "sangue" de
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um dialisador, preferivelmente possuindo fibras ocas, e
fazendo com que uma solucdo hipotdnica circule em contra-
corrente no compartimento de "dialisado". A vantagem desta
técnica reside no confinamento dos gldébulos vermelhos durante
o) choque hipotdénico, o) que permite que perdas de
constituintes essenciais para a vida dessas células sejam
consideravelmente reduzidas. Assim, a meia-vida dos gldébulos
vermelhos ndo é significativamente modificada in vivo.

A vantagem de se utilizarem gldébulos vermelhos como
veiculos ©para medicamentos, em comparacdo com outras
técnicas, tais Ccomo encapsulacéao em lipossomas ou
microesferas, reside substancialmente no facto de esses
glébulos terem biocompatibilidade "natural", serem
completamente biodegradaveis de acordo com um processo bem
conhecido, terem uma expectativa de vida in vivo
relativamente longa (aproximadamente 120 dias) e no facto de
vadrias moléculas quimicas e terapéuticas poderem ser ai
encapsuladas.

O processo de internalizacdo por lise e resselagem dos
eritrécitos é& um fendmeno complexo de multiplos factores.
Alguns parametros fisicos/quimicos significativos gque tém
importancia na variabilidade dos resultados sdo a
concentracdo em termos de hemoglobina antes da diédlise, o
caudal da suspensdo de eritrécitos no dialisador, a
osmolaridade do tampdo de didlise hipotdénico, a temperatura
de didlise e a temperatura de resselagem e a pressao
transmembrana no dialisador. A fragilidade osmbdética dos
eritrécitos varia de uma amostra de sangue para a seguinte e
poderd ser um factor bioldégico fundamental. Assim, L. Boucher
et al., Biotechnol. Appl. Biochem. 1996, 24, 73-78, estudaram
a influéncia das variacdes na fragilidade osmética de varias
populacdes de glébulos vermelhos na distribuicéo e
concentracdo final de hexafosfato de inositol. Em concluséo,
os autores indicam que a fragilidade osmética inicial dos
glébulos vermelhos tem um papel predominante em termos do
grau de lise e das variacdes na internalizacdo do ingrediente
activo, e que essa fragilidade osmbética depende de varios
factores, tais como a permeabilidade dos glébulos vermelhos,
a relacdo entre &rea superficial/volume e conteudo idénico,
estado fisioldégico e idade do doador (ver também A. A.
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Hussain et al., Br. J. Haematol. 1984, 57(4): 716-718), o
intervalo de tempo durante o qual o sangue estd armazenado, a
presenca de medicamentos, doencas (ver também K. Kolanjiappan
et al., Clin. Chim. Acta 2002, 326(1-2): 143-149) e
tratamentos. Os resultados obtidos, fazendo variar o caudal
da suspensao de eritrécitos, demonstraram a extrema
sensibilidade das condicdes operatdrias, com um caudal de 12
a 14 ml/min dependendo de os glébulos vermelhos pertencerem a
um grupo possuindo um nivel baixo de fragilidade ou a um
grupo possuindo um nivel elevado de fragilidade.

Deste modo, aqueles textos proporcionam informacéao
inicial sobre 0s varios factores que influenciam a
fragilidade osmética dos gldébulos vermelhos e a eficdcia de
incorporacédo através da técnica de lise/resselagem. Permitem
a compreensdo das dificuldades encontradas na préatica, gque
explicam que essa técnica ndo pode ser aplicada como rotina
em cuidados de saude em humanos.

Uma publicacdo muito recente resume muito bem a situacéo
actual. C. G. Millan et al. publicado em Journal of
Controlled Release 2004, 95: 27-49, apresentam uma revisao
geral da utilizacéo de eritrécitos como veiculos
farmacéuticos, na qual concluem que, apesar do interesse que
estdo a despertar em medicina humana, o seu desenvolvimento é
ainda muito limitado hoje em dia por causa das dificuldades
de armazenamento, riscos de contaminacdo e auséncia de um
procedimento industrial comprovado permitindo a sua
preparacao.

A asparaginase ¢é uma enzima produzida a partir de
microrganismos bacterianos (E. Coli ou Erwinia) que hidrolisa
e consome asparagina, um aminoacido que é indispenséavel para
sintetizar as proteinas necessarias para a vida celular, em
particular de fibroblastos. Ao contrario das células normais,
algumas células linfobléasticas cancerosas nao tém a
capacidade para sintetizar eles prdéprias a sua asparagina e
estdo dependentes de fontes extracelulares. O tratamento por
asparaginase priva-as por isso desse constituinte, conduzindo
a sua morte. Este antimitdético é selectivo em relacdo as
células tumorais.
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Em humanos, ©porém, a asparaginase nativa induz a
producdo de anticorpos que estdo presentes em média em mais
de 70% dos pacientes, conduzindo a um aumento na depuracdo de
asparaginase e a reaccdes alérgicas que sdo por vezes muito
graves (B. Wang et al., Leukaemia 2003, 17, 8: 1583-1588).
Assim, ainda que a asparaginase seja mnmuito eficaz no
tratamento de leucemias linfoblasticas agudas, ¢é altamente
toxica e pode conduzir a reaccdes de hipersensibilidade,
variando deste uma simples reaccdo do tipo urticadria a um
auténtico choque anafildtico. Adicionalmente, sdo observados
efeitos prejudiciais do tipo neuroldgico (perturbacdes de
consciéncia), do tipo hemostéatico (hipofibrinogenemia,
reducdo do nivel no soro de antitrombina III e outros
factores de coagulacao, conduzindo a complicacdes
hemorrdgicas e/ou trombdticas), do tipo gastrointestinal e do
tipo pancredtico (incluindo inflamacdes agudas do péncreas).

A encapsulacdo de asparaginase em eritrécitos permite
melhorar o indice terapéutico (D. Schrijvers et al., Clin.
Pharmacokinet. 2003, 42 (9): 779-791). Por conseguinte, seria
extremamente vantajoso proporcionar um processo que
permitisse encasular asparaginase em eritrédcitos de um modo
reprodutivel e industrial.

Adicionalmente, o hexafosfato de 1nositol tem sido
proposto como substituto para 2,3-DPG (2,3-difosfoglicerato)
em eritrécitos de modo a reduzir significativamente a
afinidade de oxigénio por hemoglobina e aumentar a libertacéo
de oxigénio em tecidos (EP-A-0 101 341). As Patentes US
4321259, US 5612207 e US 6610702 descrevem a incorporacdo
desse substituto em eritrécitos e a sua utilizacdo em varias
aplicacdes terapéuticas. Estas incluem uma indicacdo como um
aditivo para um tratamento do cancro através de radioterapia,
de modo a melhorar a oxigenacdo de tumores hipdxicos e a sua
sensibilidade a radioterapia. Contudo, essa indicacdo nado é
acompanhada por qualgquer elemento de exequibilidade.

Para encapsulacdo, a US 4321259 utiliza a fusdo entre
eritrdécitos e lipossomas que contém hexafosfato de inositol.
A US 5612207 wutiliza uma técnica por electroporacdo. A TUS
6610702 estabelece uma melhoria na técnica de electroporacéao,
por o hexafosfato de inositol ser associado a catides amdbdbnio
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de modo a formar um complexo hidrossoluvel biocompativel gque
pode promover a introducdo em eritrécitos. Finalmente, em
Biotechnol. Appl. Biochem. 1996, 24, 73-78, acima descrita,
L. Boucher et al. estudam a introducdo de hexafosfato de
inositol em eritrécitos pela técnica de lise/resselagem. Por
conseguinte, estdo disponiveis varias vias para o perito na
especialidade de modo a introduzir esse composto em
eritrécitos. Como C. G. Millan et al. (acima) mencionam,
quando se faz referéncia a hexafosfato de inositol para o
transporte de oxigénio em geral, actualmente, a utilizacédo de
eritrécitos incorporando uma molécula tal como hexafosfato de
inositol depara-se porém com a auséncia de um procedimento

industrial comprovado.

Neste pedido de patente, por conseguinte, seria muito
vantajoso ter um processo que permitisse que o hexafosfato de
inositol fosse encapsulado em eritrécitos de um modo
reprodutivel e industrial.

Tomando o anterior em consideracdo, o problema tratado
pelo requerente é proporcionar um processo para
lise/resselagem industrial que permite produzir eritrdécitos
incorporando quantidades desejadas de ingrediente activo de
um modo reprodutivel, e possibilitando obter um produto que
cumpre as normas para transfusdo de sangue (esterilidade,
auséncia de patogénios e pirogénios).

Um objectivo importante do invento é proporcionar um tal
processo que possa ser aplicado a concentrados globulares que
cumpram as nhormas redqueridas para transfusdo de sangue.

Outro objectivo ¢é proporcionar um tal processo dque
permita encapsular asparaginase ou hexafosfato de inositol em
eritrécitos de um modo eficaz, reprodutivel, fidvel e
estével.

Estes objectivos, bem como outros, sdo conseguidos por
um processo de lise/resselagem para preparacdo de eritrdcitos
contendo pelo menos um ingrediente activo, o processo
compreendendo 0s passos seguintes:
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1 - colocacdo de um concentrado globular em suspensao numa
solucdo 1sotbdnica possuindo um nivel de hematdcrito que é
igual ou superior a 65%, com refrigeracdo entre +1 e +8°C,

2 - medicdo da fragilidade osmbética com base numa amostra de
eritrécitos a partir desse mesmo concentrado globular, os
passos 1 e 2 sendo susceptiveis de ser realizados em gqualquer
ordem (incluindo em paralelo),

3 - lise e procedimento de 1internalizacdo do ingrediente
activo, no interior da referida cémara, a uma temperatura que
¢ mantida constantemente entre +1 e +8°C, compreendendo
permitir & suspensdo de eritrécitos possuindo um nivel de
hematbédcrito que é igual ou superior a 65% e a uma solucdo de
lise hipotdbnica que esta refrigerada entre +1 e +8°C,
circularem num cartucho de diédlise; os parémetros de lise
sendo ajustados de acordo com a fragilidade osmbética medida
previamente, onde, com base na medicdo da fragilidade
osmbtica, é ajustado o caudal da suspensdo de eritrédcitos que
passa no interior do cartucho de didlise, ou é selecciocnada a
osmolaridade da solucdo de lise; e

4 - procedimento de resselagem realizado numa segunda camara,
dentro da qual a temperatura estéd adaptada para a resselagem,
preferivelmente entre +30 e +40°C, e na presenca de uma
solucdo hipertdnica.

Na concretizacdo preferida, o passo 2 é realizado numa
amostra da suspensdo preparada no passo 1. Como serd depois
explicado, a suspensédo pode ter sido preparada a partir de um
concentrado globular que foi submetido a operacdes de
processamento usuals tals como lavagem com uma solucéo
salina. Além disso, o ingrediente activo a ser internalizado
pode estar presente nesta suspensdo. Por conseguinte, é
vantajoso realizar o passo 2 numa amostra desta suspensdo e,
no caso de o ingrediente activo estar na suspensdo inicial, o
passo 2 é realizado numa amostra de suspensdao contendo o
ingrediente activo.

0 termo "internalizacao" pretende referir-se a
introducdo do ingrediente activo no interior dos eritrécitos.

De acordo com um aspecto do invento, o concentrado
globular é suspenso numa solucdo isotédnica possuindo um nivel
de hematdcrito elevado que € igual ou superior a 65%, e
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preferivelmente igual ou superior a 70%, e essa suspensdo é
refrigerada entre +1 e +8°C, preferivelmente entre +2 e +6°C,
ftipicamente na ordem de +4°C. De acordo com um método
particular, o nivel de hematécrito é de 65 a 80%,
preferivelmente de 70 a 80%.

De acordo com um aspecto 1importante do invento, a
fragilidade osmética ¢é medida em relacdo aos eritrécitos
imediatamente antes do passo de lise. Os eritrécitos ou a
suspensdo contendo o0s mesmos estdo vantajosamente a uma
temperatura préxima de ou idéntica a temperatura seleccionada
para lise. De acordo com outro aspecto vantajoso do invento,
a medicdo de fragilidade osmdética realizada é utilizada
rapidamente, isto equivale a dizer que o procedimento de lise
é realizado num tempo curto apds a amostra ter sido retirada.
Preferivelmente, esse intervalo de tempo entre a amostra ser
retirada e o inicio da lise é menor ou igual a 30 minutos,
ainda preferivelmente menor ou igual a 25 minutos, ou mesmo
20 minutos.

Os dois paradmetros que permitem a didlise ser controlada
sdo o tempo durante o qual as células estdo presentes no
dialisador (de acordo com as suas caracteristicas) e a
osmolaridade do dialisado. Os dois pardmetros tém de ser
ajustados de acordo com as caracteristicas de resisténcia
osmbtica, ou inversamente fragilidade osmdética, dos gldbulos
vermelhos que sdo processados, de modo a serem sujeitos aos
passos de lise/resselagem. Essa resisténcia osmdética pode ser
caracterizada por pelo menos um dos paradmetros seguintes:

a. A osmolaridade do meio para a gqual a hemdlise

aparece, O que equivale a dizer, o 1inicio da
formacdo dos poros.

b. A velocidade V de hemdlise, que é estabelecida pelo
gradiente da ©porcdo linear da <curva de % de
hem6lise = f(osmolaridade do meio).

C. A percentagem de hemélise para uma dada
osmolaridade.

d. A osmolaridade que permite obter 50% de hemdlise
(Hso) «

e. O tempo para a obtencdao de uma dada percentagem de

hemb6lise (por exemplo, 50%).
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De acordo com concretizacdes preferidas, a resisténcia
osmbtica é caracterizada através dos parédmetros b, d ou b e
d.

Consequentemente, a fragilidade osmética tem de ser
medida num curto periodo de tempo, que é compativel com o
intervalo de tempo curto entre a amostra ser retirada e o
inicio da lise. De acordo com um aspecto do invento, medem-se
um ou mais desses paréametros de hemblise, contra uma solucédo
hipotdénica, possuindo isotonicidade conhecida, por exemplo,
dgua (dgua destilada ou outra), através de uma membrana
semipermeavel. Pode ser concebido um método. De acordo com
uma concretizacdo preferida do invento, porém, a fragilidade
osmdética é medida através de um dispositivo de medicéao
automatico que estd configurado para medir a fragilidade
osmbtica de uma amostra de eritrdécitos em menos de 15
minutos, mails particularmente em menos de 12 minutos e
preferivelmente em menos de 10 minutos, e o resultado obtido
é utilizado num breve periodo de tempo de modo a ajustar os
parémetros de lise e iniciar a lise.

A medicdo da fragilidade osmbética pode ser realizada por
meio de um dispositivo que automatiza pelo menos parcialmente
a técnica manual descrita por J. V. Dacie em Practical

a

Haematology, 2. edicdo, Churchill, London 1956. Um exemplo
de um tal dispositivo é descrito no artigo por J. Didelon et
al., Clinical Hemorheology and Microcirculation 23 (2000) 31-
42. O principio é baseado na utilizacdo de um dispositivo que
junta, de um lado e do outro lado de uma membrana
semipermedvel, a amostra da suspensdo de eritrdécitos a ser
avaliada e uma solucdo hipoténica, possuindo isotonicidade
conhecida, por exemplo, agua destilada, em volumes adequados,
de modo a gerar hemblise lenta dos eritrdcitos a medida que
0os 16es NaCl se difundem para a solucdo, por exemplo, &agua
destilada. O progresso da hembdlise ao longo do tempo ¢é
seqguido por uma medicdo da transmitédncia (ver também J.
Didelon et al., Biorheology 37, 2000: 409-416) por meio de um
feixe laser que tem um comprimento de onda de 808 nm. Uma
célula fotoeléctrica mede as variacdes na luz transmitida
através da suspensdo. Por exemplo, as medicdes sdo realizadas
durante 10 minutos. O dispositivo permite obter um ou mais
dos parametros a-e acima mencionados.
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De acordo com um primeiro método, a medicdo da
fragilidade osmotica é realizada numa amostra cuja
temperatura inicial é entre +1 e +8°C, preferivelmente com
dgua destilada dque estd também a essa temperatura, sob
condicdes nas quals a alteracdo na temperatura nédo é
prejudicial para essa medicdo. De acordo com um segundo
método, a medicdo da fragilidade osmbtica é realizada numa
amostra que é mantida a temperatura entre +1 e +8°C. Assim, o
dispositivo de medicdo descrito em J. Didelon et al. acima
pode ser modificado de modo a permitir controlar a
temperatura. Preferivelmente, esta temperatura é similar ou
idéntica a temperatura de lise.

Uma vez determinados um ou mais desses parametros, pode-
se aplicar uma relacéao tendo em consideracéo o(s)
parémetro(s) de modo a estabelecer quer o caudal das células
no dialisador, dquer a osmolaridade do dialisado, que &
suficiente para obter gldbulos vermelhos que encapsulam a
substéncia "activa" e/ou a sua quantidade desejada.

Caudal de eritrdcitos = [Ax (Hgo) ]+ [Bx (V) ]+K

- A e B = varidveis que sdo ajustaveis de acordo com o
dialisador e a osmolaridade da solucdo de lise
- K = constante de ajustamento.

Osmolaridade do dialisado = [Cx (Hsp) ]+ [Dx (V) ]1+K

- C e D = variédveis dque s&o ajustédveis de acordo com o
dialisador e o caudal de eritrdcitos no dialisador
- K = constante de ajustamento.

De acordo com uma concretizacdo preferida, mede-se a
concentracdo de NaCl em g/L que resulta em 50% de hemdlise
(pardmetro d.) e o caudal da suspensdo de eritrécitos no
cartucho de diadlise é ajustado de acordo com os valores de
concentracdo medidos.

De acordo com um aspecto do invento, o procedimento de
lise ¢é iniciado quando a temperatura da suspensdo de
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eritrécitos é entre +1 e +8°C, e a fragilidade osmdética foi
medida e os pardmetros de lise registados.

De acordo com um aspecto vantajoso, a suspensdo inicial
a ser processada é colocada na camara de lise/internalizacéao
acima mencionada. De acordo com uma concretizacdo do invento,
0 processo utiliza um mdédulo refrigerado que estd provido com
controlo de temperatura, uma bolsa da suspensao de
eritrdécitos que estd refrigerada entre +1 e +8°C esté
colocada nesse mbébdulo e estd ligada, ou destina-se a ser
ligada, a uma montagem removivel de uso Unico, estéril, que
compreende um cartucho de dialise, tubos para ligar o
cartucho, de um lado, a bolsa e, do outro lado, a solucdo de
lise, o mbédulo compreendendo adicionalmente meios que podem
resultar na circulacdo da suspensdo de eritrbécitos e da
solucdo de 1lise, mbédulo dentro do gqual a temperatura esté
estabilizada entre +1 e +8°C. O mbébdulo refrigerado tem
dimensdes de modo a acomodar a bolsa e a montagem removivel
de uso uUnico. O facto de a bolsa, o cartucho de dialise, a
solucdo de lise, que estdo ligados por véarios tubos, serem
proporcionados num unico méddulo refrigerado deste tipo é um
aspecto vantajoso do processo de acordo com o invento.

O termo "bolsa" refere-se as bolsas flexiveis que sé&o
habitualmente utilizadas no campo das transfusdes de sangue e
de derivados de sangue.

De acordo com um aspecto importante do invento, sé&o
empreendidos passos para manter os eritrdécitos em suspenséo
homogénea na bolsa de modo a manter estdvel o nivel de
hematbdcrito da suspensdo que passa através do dialisador. De
acordo com um aspecto do invento, a bolsa estda assim provida
com uma circulacdo externa do tipo alca que efectua a
circulacdo da suspensédo para e a partir da bolsa.

O termo cartucho de didlise pretende referir-se a um
elemento que compreende dois compartimentos que estao
separados por uma parede de didlise, através da qual pode ser
efectuada a permuta idnica, o que permite que a pressédo
osmbtica de uma solucéo aguosa localizada num dos
compartimentos seja modificada de um modo controlado, com uma
solucdo aquosa compreendendo um sal sendo introduzida no
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outro compartimento. Este tipo de cartucho ¢é amplamente
utilizado no campo médico. De acordo com um método preferido,
utiliza-se um cartucho de diadlise possuindo fibras ocas, por
exemplo, um cartucho deste tipo possuindo as propriedades
especificas seguintes: didmetro interno das fibras de 100 a
400 pm, &rea superficial externa total das fibras de 0,3 a 2
nﬁ, comprimento das fibras de 10 a 40 cm, coeficiente de
ultrafiltracdo de 1,5 a 8 ml/h.mmHg.

Como foi descrito em detalhe acima, o procedimento de
lise pode ser iniciado quando a temperatura da suspensdo na
bolsa é entre +1 e +8°C. De acordo com um método vantajoso, a
temperatura da suspensdo é controlada por meio de um sensor
que estéd posicionado na circulacédo externa tipo alca.

De acordo com a fragilidade osmética detectada, podem
ser ajustados dois pardmetros principais, o caudal da
suspensdao de eritrdécitos no cartucho de didlise e a
osmolaridade da solucdo de lise, dado que é preferivel fixar,
em ambos os casos, um caudal constante para a solucao de
lise. O wvalor do caudal ndo é critico. Tipicamente, para um
cartucho de diadlise possuindo fibras ocas, como descrito
acima, o caudal da solucdo de lise é fixado a de 50 a 300
ml/min, preferivelmente de 150 a 250 ml/min.

A solucédo de lise é uma solucdo salina que é hipotédnica
em relacdo a suspensdo de gldébulos vermelhos. Quando é fixada
num valor constante, a sua osmolaridade pode ser tipicamente
de 20 a 120 mOsm, preferivelmente de 70 a 110 mOsm, por
exemplo, na ordem de 90 mOsm.

A titulo de exemplo, a solucdo de lise pode compreender
Na,HPO, e/ou NaH,PO,; e um acucar, tal como glucose.

De acordo com um primeiro método, o caudal da suspenséo
de eritrécitos através do cartucho de didlise é ajustado
enquanto o caudal e a osmolaridade do tampdao de lise sao
fixos. Quanto maior a fragilidade osmética, mais o caudal da
suspensdo ¢é aumentado. Tipicamente, para um cartucho cujas
especificacdes foram indicadas acima, o caudal serd feito
variar no intervalo de 5 a 200 ml/min, preferivelmente de 10
a 40 ml/min.
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De acordo com um segundo método, a osmolaridade da
solucdo de lise é ajustada, enquanto os caudais da suspensao
e da solucdo de lise sdo fixos. Quanto maior a fragilidade
osmética, mais a osmolaridade da solucdo de lise é aumentada.
Tipicamente, a osmolaridade serd feita wvariar dentro do
intervalo de 10 a 200 mOsm/1, preferivelmente de 20 a 150
mOsm/ 1.

De acordo com um terceiro método, sdo ajustados tanto o
caudal da suspensdo de eritrécitos através do cartucho de
didlise como a osmolaridade da solucdo de lise.

De acordo com o invento, introduzem-se um ou mais
ingredientes activos que se pretendem 1ncorporar nos
eritrécitos. O 1ingrediente ou ingredientes activos podem
estar ©presentes na Dbolsa de suspensdo e/ou podem ser
introduzidos, preferivelmente de um modo progressivo, na
circulacdo de suspensdo a montante ou a jusante do cartucho
de didlise. Uma vez que os volumes introduzidos sdo pedquenos,
a refrigeracdo do ingrediente activo é opcional.

A suspensdo de gldébulos vermelhos ¢é preferivelmente
produzida a partir de um concentrado globular que é de um
grupo sanguineo compativel com o receptor, do qual foram
removidos os leucdcitos, ndao tem quaisquer patogénios
detectados e em particular ¢é fornecida numa bolsa, por
exemplo, contendo 500 ml. Os gldbébulos vermelhos podem ter
sido irradiados gquando se destinam a pacientes altamente
imunodeficientes que poderéo experimentar uma reaccéo
imunoldégica do tipo "transplante/hospedeiro" (R. J. Davey
Immunol. Invest. 1995, 24 (1-2): 143-149).

De acordo com um aspecto particular do invento, o
concentrado globular inicial que é utilizado para preparar a
suspensdo foi submetido de antemdo a uma operacdo de
processamento gque se destina a remover do sangue outros
elementos que nido eritrdcitos. Este tipo de processamento,
por exemplo, lavagem com uma solucdo salina de modo a remover
o plasma ou uma solucdo de conservacdo, ¢é conhecido de um
perito na especialidade.
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De acordo com um método particular, a lavagem &
realizada na presenca de um ou mais ingredientes activos que
se pretendem encapsular.

A lavagem pode ser realizada por qualquer técnica
convencional, tal como a técnica de bolsa quadrupla ou 4
bolsas para lavagem de gldbulos vermelhos (método MacoPharma
e bolsa de transferéncia). E também possivel wutilizar um
dispositivo de lavagem de gldbébulos vermelhos automético do
tipo COBE 2991 Cell Processor.

De acordo com outro aspecto do invento, os eritrécitos
podem ser processados de antemdoc com uma solucdo gque pode
aumentar e/ou homogeneizar a sua resisténcia osmbdética. Estas
solucdes sdo conhecidas de um perito na especialidade. Por
exemplo, uma solucdo contendo L-carnitina pode permitir obter
uma melhoria na resisténcia osmética dos glébulos vermelhos.
Outros exemplos podem incluir solucdes de heparina, citrato-
fosfato-dextrose (CPD) e manitol.

A temperatura durante o passo de lise ¢é mantida
preferivelmente entre +2 e +6°C, e de um modo ainda mais
preferivel na ordem de +4°C.

O procedimento de resselagem é preferivelmente realizado
por reaquecimento da suspensédo lisada e adicdo de uma solucédo
de resselagem hipertédnica. A temperatura de resselagem pode
ser entre +30 e +40°C. E preferivelmente entre +35 e +38°C,
por exemplo, aproximadamente 37°C. A incubacdo pode durar
tipicamente de 15 a 45 minutos.

Preferivelmente, a suspensdo descarregada do cartucho de
didlise e uma solucdo de resselagem Thipertdédnica séo
introduzidas, preferivelmente de modo continuo, numa bolsa
intermédia. A suspensdo ¢é al reaquecida e incubada a
temperatura desejada durante um periodo suficiente para
assegurar a resselagem. De acordo com um aspecto especifico,
a bolsa intermédia estd colocada numa cémara ou mbddulo
aquecidos cuja temperatura interna é controlada a temperatura

geleccionada.
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Como variante, a suspensdo é trazida para uma bolsa
intermédia, Dbem como a solucdo de resselagem. Quando a
totalidade da suspensdo tiver sido recolhida nessa bolsa,
ésta ¢é selada e transferida para um mbéddulo que permite o
aquecimento e a incubacido a temperatura desejada.

A suspensdo de glébulos vermelhos resselados pode depois
ser submetida a um ou mals passos de lavagem através de uma
solucdo salina, de modo a remover as células ndo resseladas
ou deficientemente seladas, residuos e hemoglobina
extracelular.

De acordo com outro aspecto, os eritrdécitos sdo
processados numa solucdo para conservacdo dos eritrécitos,
por exemplo, contendo L-carnitina.

Os eritrécitos produzidos sao preferivelmente
armazenados a uma temperatura entre +1 e +8°C,
preferivelmente entre +2 e +6°C, tipicamente aproximadamente
+4°C.

O nivel de hematécrito final do produto que estéd pronto
para utilizacdo é na pratica de 40 a 70%.

O presente invento revela também um dispositivo de
lise/resselagem que pode ser utilizado para realizacdo do
processo para preparacdo de eritrécitos de acordo com ©
invento, o dispositivo compreendendo:

e um mbédulo que pode ser refrigerado a uma temperatura
entre +1 e +8°C e que compreende meios para
arrefecimento e controlo da temperatura,

¢ uma montagem removivel de uso Unico, estéril, que esté
configurada de modo a poder ser colocada no mbédulo e que
compreende um cartucho de didlise que pode ser ligado,
de um lado, a uma entrada para a solucdo de lise e, do
outro lado, a uma entrada para a suspensao de
eritrocitos,

e meios para ajustar o caudal da suspensdo de eritrécitos
através do cartucho de 1lise e/ou para ajustar a
osmolaridade da solucdo de 1lise, de acordo com a
fragilidade osmodtica dos eritrécitos a serem
processados.



EP 1 773 452/PT
15

De acordo com uma concretizacdo, a montagem removivel
que é ela prépria um aspecto do invento, é um kit de uso
Unico e compreende uma bolsa que pode conter a suspensdo de
eritrécitos e um tubo que liga essa bolsa ao cartucho de
didlise, e o mdédulo compreende uma bomba que pode cooperar
com esse tubo e fazer com que a suspensdo de eritrécitos
circule da bolsa para e através do cartucho, essa bomba
estando ligada opcionalmente aos meios para ajustamento do
caudal. A montagem permite que a esterilidade seja mantida.

De acordo com um aspecto vantajoso, a bolsa estéa
adicionalmente provida com um tubo tipo alca que estd ligado
a bolsa nas suas duas extremidades, e o médulo compreende uma
bomba que pode cooperar com esse tubo e fazer com que o
contelldo da bolsa circule para e a partir dessa bolsa. Uma
tal bolsa flexivel provida com um tubo tipo alca e pelo menos
um ponto de entrada e saida constitui um aspecto do invento
per se. Essa bolsa pode compreender pelo menos um outro tubo
flexivel que estd ligado a cada entrada/saida. A bolsa pode
estar associada a uma bomba (por exemplo, uma bomba
peristaltica) que estéd disposta de modo a cooperar com o tubo
tipo alca e/ou um suporte para a bolsa e opcionalmente para a
bomba. Uma tal bolsa pode ser utilizada para administrar
composicdes (por exemplo, suspensdo, emulsdo) a humanos ou
animais, dado que ¢é desejavel conservar um dado grau de
homogeneidade na composicdo, por exemplo, uma composicdo para
administracdo parentérica.

De acordo com outro aspecto wvantajoso, uma sonda de
temperatura estd localizada no tubo tipo alca.

De acordo com outro aspecto, um tubo para injectar o
ingrediente activo estéd ligado ao tubo que liga a bolsa a
entrada de "sangue" do cartucho de dialise.

De acordo com outro aspecto, o cartucho de didlise estéa
ligado por um tubo a um frasco que pode conter a solucdo de
lise, e o mbédulo refrigerado compreende meios de recepcédo
para esse frasco e uma bomba que pode cooperar com o tubo de
modo a fazer com que a solucdo de lise circule para e através
do cartucho de dialise.
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Os meios para arrefecimento e meios para controlar a
temperatura sao capazes de manter a temperatura entre +2 e
+6°C, preferivelmente da ordem de +4°C, no mdbédulo.

De acordo com outro aspecto, a saida de "sangue" do
cartucho de didlise estd ligada a um tubo de saida dque se
abre, ou que pode ser aberto, fora do mbéddulo. De acordo com
outro aspecto, um tubo para injectar o ingrediente activo
estd ligado a esse tubo de saida. O tubo de saida pode estar
ligado a uma segunda bolsa (bolsa intermédia) que pode
recolher a suspensdo de eritrécitos que ¢é descarregada a
partir da lise e também uma solucéo de resselagem
(preferivelmente introduzida por um tubo secundario gque se
abre para o tubo de saida ligeiramente a montante do ponto no
qual este se abre para o interior da bolsa intermédia). Essa
bolsa estd wvantajosamente disposta num segundo médulo que
estd provido com meios capazes de controlar a temperatura no
mdédulo entre +30 e +40°C, preferivelmente entre +35°C e
+38°C.

De acordo com uma concretizacdo vantajosa, a montagem
removivel de uso Unico compreende, numa Unica unidade, as
bolsas, tubos de circulacdo, tubos de injeccédo (providos com
um dispositivo de injeccdo ou um receptéculo destinado a
cooperar com um tal dispositivo), cartucho de didlise e
preferivelmente um frasco de solucdo de lise.

Preferivelmente, a proépria montagem removivel néo
compreende meios especificos destinados a arrefecimento ou
aquecimento. Estas funcdes sdo apenas realizadas pelos
médulos ou camaras nos dquais as duas porcdes da montagem
estdo colocadas.

As bombas utilizadas no processo e no dispositivo séo
preferivelmente bombas peristalticas (bombas de oclusédo); de
acordo com uma concretizacédo, a bomba que efectua a
recirculacdo da suspensdo para e a partir da bolsa inicial e
a bomba para circulacdo do tampdo de lise tém uma velocidade
de rotacdo predeterminada constante, enquanto a bomba gue
conduz a suspensdo para o cartucho de didlise tem uma
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velocidade de rotacdo que pode ser ajustada de acordo com a
fragilidade osmbética dos eritrédcitos a serem processados.

O ingrediente activo pode ser introduzido por quaisquer
meios adequados, por exemplo, uma seringa de pistdo a
velocidade fixa, que é controlada opcionalmente, ligada ao
tubo de injeccdo correspondente. Como variante, as seringas
de pistdo podem ser substituidas por bombas peristalticas.

O dispositivo compreende meios para ajustar o caudal da
suspensdo de eritrdécitos através do cartucho de lise e/ou
ajustar a osmolaridade da solucdo de lise de acordo com a
fragilidade osmdética dos eritrédcitos a serem processados.

De acordo com um aspecto, os meios de ajustamento do
caudal estdo configurados para controlar a bomba gque conduz a
suspensdo para o cartucho de didlise. De acordo com outro
aspecto alternativo, os meios de ajustamento estéo
configurados para controlar a osmolaridade de uma solucédo de
lise, gquer de modo a diluir e baixar a osmolaridade, dquer
para aumentar essa osmolaridade pela introducdo de um soluto
adequado. Como variante, pode-se introduzir opcionalmente no
médulo uma solucdo de lise possuindo uma osmolaridade que
estd ajustada em relacédo a fragilidade osmbética dos
eritrécitos a serem processados.

De acordo <com um método preferido, o dispositivo
compreende meios electrdnicos que podem controlar o processo
de lise e, opcionalmente, o processo de resselagem, de acordo
com 1instrucdes que sao introduzidas pelo operador (por
exemplo, o operador d& entrada directamente dos dados
referentes ao caudal da suspensdo de eritrécitos), ou de
acordo com os dados introduzidos pelo operador, por
referéncia a fragilidade osmbtica (os meios electrdnicos
estando configurados de modo a estabelecer e ajustar os
parametros de lise, por exemplo, o caudal da suspensdo de
eritrécitos). Esses meios electrdédnicos estdo preferivelmente
conectados a sensores de temperatura (permitindo controlar a
temperatura nos mbédulos e/ou no sensor de temperatura para a
suspensdo de eritrédcitos). Esses meios podem controlar e
operar as bombas, por exemplo, a pressao e o caudal da
suspensdo através do cartucho de dialise.
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Os mbédulos estdo providos preferivelmente, pelo menos
numa face, com uma superficie de vidro que permite o controlo
visual da 1instalacdo e da circulacdo das solucbdes e da
suspensao.

O processo e o dispositivo podem ser utilizados para
incorporar varios 1ngredientes activos, selieccionados em
particular entre medicamentos, vacinas, enzimas, péptidos,
antigénios e agentes de contraste que sdo utilizados em
terapia humana ou animal (ver, por exemplo, C. G. Millan, J.
Controlled Released 2004, 95: 27-49).

O invento refere-se também a aplicacdo do processo de
acordo com o invento a incorporacdo eficaz, reprodutivel,
fidvel e estédvel da asparaginase. O termo asparaginase
pretende referir-se, de acordo com o invento, a qualquer
asparaginase de qualquer origem, seja esta natural,
sintética, artificial ou recombinante, e aos derivados dque a
incorporam, por exemplo, combinacdes de asparaginase e de um
polimero tal como polietilenoglicol (PEG) (por exemplo,
asparaginase "peguilada" ou pegasparaginase, que é um tipo de
asparaginase encapsulada em PEG; por exemplo, Oncaspar® que é
comercializada pela Enzon and Medac).

De acordo com 0s varios métodos possiveis, a
asparaginase ¢é introduzida na Dbolsa inicial e/ou na
circulacdo da suspensdo a montante e/ou a jusante do cartucho
de didlise. E preferivelmente introduzida na circulacido da
suspensdo a montante do cartucho de diédlise. Vantajosamente,
a fragilidade osmbética ¢é medida na suspensdo contendo
asparaginase. A suspensao ¢é depois resselada, lavada,
opcionalmente adiciona-se a esta uma solucdo conservante, e
depois armazena-se, preferivelmente numa bolsa flexivel,
pronta a utilizar.

Sdo conhecidos métodos que permitem que a asparaginase
seja doseada na suspensdo, tal que seja possivel ajustar o
volume de suspensdo na bolsa final de modo a corresponder a
uma dose prescrita para o tratamento.
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De acordo com uma concretizacdo preferida, o concentrado

inicial tem os leucdcitos removidos e/ou estd irradiado.

De acordo com um aspecto especifico, é também
introduzido um ingrediente activo gque se destina a tratamento
combinado, por exemplo, vincristina e/ou metotrexato, e/ou
opcionalmente qualquer outro ingrediente activo que seja
vantajoso acrescentado a asparaginase.

O invento refere-se também a uma suspensao ou um
concentrado de eritrécitos contendo asparaginase dque podem
ser obtidos por realizacdo do processo do 1invento. Esta
suspensao pode ser produzida numa solucao salina
farmaceuticamente aceitdvel (geralmente um meio padrdo para
eritroécitos, uma solucdo contendo NaCl e um ou mais
ingredientes seleccionades entre glucose, dextrose, adenina e
manitol; por exemplo, SAG-manitol ou ADsol). Esta solucdo é
capaz de assegurar a conservacdo dos eritrbécitos e pode
incluir um aditivo de conservacdo, tal como L-carnitina. Os
eritrbcitos podem também conter vincristina e/ou metotrexato,
e/ou opcionalmente qualgquer outro ingrediente activo que seja
vantajoso em conjuncdo com asparaginase. A suspensdo ou
concentrado podem ser processados de modo a serem diluidos
antes da utilizacdo. A suspensdo pode também ser processada
de modo a ficar pronta a utilizar. O nivel de hematdcrito
final do produto pronto a utilizar é preferivelmente de 40 a
70%.

O presente invento refere-se também a um processo para
tratamento de leucemias linfoblésticas agudas e linfomas, por
meio da administracdo de uma quantidade eficaz de uma
suspensdo de eritrbdcitos que contém asparaginase e que pode
ser obtida de acordo com o processo do invento. Um aspecto
particular do 1invento compreende uma ou mals amostras de
sangue retiradas de um paciente ou de um ou mais dadores, a
preparacdo de um concentrado de eritrédcitos, a incorporacédo
de asparaginase de acordo com o invento e a producdo de um
lote de eritrdédécitos incorporando asparaginase, depois a
administracdo da suspensdo ao paciente, pela via intravenosa.
Tipicamente, ¢é administrado um volume de suspensdo de
eritrécitos processada correspondente a de 60 a 200 unidades
de asparaginase por kg de peso corporal.
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O invento revela também a utilizacdo de eritrécitos que
contém asparaginase e que podem ser obtidos de acordo com o
processo do invento para a preparacadao de um medicamento ou
fdrmaco destinado a tratar um paciente em relacdo a uma
leucemia linfoblédstica aguda ou um linfoma. Um aspecto
especifico do invento compreende a utilizacdo de uma ou mais
unidades de sangue que sao colhidas a partir de um paciente
ou de um ou mails dadores para a preparacdo de um concentrado
de eritrébcitos, a incorporacdo de asparaginase de acordo com
o 1invento e a producdo de um lote de eritrdédcitos que
incorporam asparaginase, para o tratamento do paciente com
esses eritrbcitos. De acordo com um método especifico, a
utilizacdo é destinada a produzir uma bolsa gque contém uma
dose, por exemplo, um volume de suspensdo de eritrdcitos
processados compreendendo o equivalente a de 60 a 200
unidades de asparaginase por kg de peso corporal.

O invento refere-se também a aplicacdo do processo de
acordo com o invento a incorporacdo eficaz, reprodutivel,
fidvel e estédvel de fosfato de inositol, em particular
hexafosfato de inositol e pentafosfato de inositol, ou os
seus derivados. Este ¢é preferivelmente hexafosfato de
inositol.

De acordo com os varios métodos possiveis, o fosfato de
inositol é introduzido na bolsa inicial e/ou na circulacdo da
suspensdo a montante e/ou a jusante do cartucho de didlise. E
preferivelmente introduzido na bolsa inicial. E vantajoso
medir a fragilidade osmdética na suspensédo contendo fosfato de
inositol. A suspensdo ¢é depois lisada, resselada, lavada,
opcionalmente adiciona-se uma solucdo de conservacdo, e
depois armazena-se, preferivelmente numa bolsa flexivel,
pronta a utilizar.

S&do conhecidos métodos que permitem que o fosfato de
inositol seja doseado na suspensdo, tal gque seja possivel
ajustar o volume de suspensdo na bolsa final de modo a
corresponder a uma dose prescrita para o tratamento.

De acordo com uma concretizacdo preferida, o concentrado
inicial tem os leucdcitos removidos e/ou estd irradiado.
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O invento revela também uma suspensdo ou um concentrado
de eritrdécitos que contém fosfato de inositol, em particular
hexafosfato ou pentafosfato de 1inositol, dque podem ser
obtidos por realizacdo do processo do invento. Essa suspenséo
pode ser produzida numa solucdo salina farmaceuticamente
aceitavel (geralmente, um meio padrdo para eritrécitos, uma
solucdo contendo NaCl e um ou mais ingredientes zeleccionados
entre glucose, dextrose, adenina e manitol; por exemplo, SAG-
manitol ou ADsol). Esta solucdo pode assegurar a conservacao
dos eritrdcitos e pode incluir um aditivo de conservacdo, tal
como L-carnitina. Essa suspensdo ou concentrado podem ser
processados de modo a serem diluidos antes da utilizacdo. A
suspensdo pode também ser processada de modo a ficar pronta a
utilizar. O nivel de hematdécrito final do produto pronto a
utilizar é preferivelmente de 40 a 70%.

O invento revela também um método para oxigenacéo
tumoral, em particular associado a radioterapia,
compreendendo a administracdo, ao paciente, de uma quantidade
eficaz de uma suspensido de eritrdcitos gque incorporam fosfato
de 1inositol, em particular hexafosfato de inositol, e que
pode ser obtida pelo processo do invento. Um aspecto
especifico do invento compreende uma ou mals amostras de
sangue retiradas de um paciente ou de um ou mais dadores, a
preparacdo de um concentrado de eritrdcitos, a incorporacédo
de fosfato de inositol, em particular hexafosfato de
inositol, de acordo com o invento, e a producdo de um lote de
eritrdécitos que incorporam esse composto, depois a
administracdo da suspensdo ao paciente pela via intravenosa.
Preferivelmente, esse método estéd associado a tratamento de
radioterapia e é assim possivel administrar, através da via
intravenosa, os eritrdbécitos processados continuamente durante
todo ou parte do tratamento de radioterapia e
preferivelmente, para além disso, antes e/ou apds esse
tratamento, durante um periodo de tempo suficiente.

O método pode ser utilizado no tratamento de varios
cancros e em particular cancros dos pulmdes, prdéstata, recto,
es6fago bem como tumores do cérebro. O método destina-se em
particular a tumores que sdo fracamente sensiveis a radiacéo,
geralmente hipbxicos, e em particular a gliomas malignos. De
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acordo com aspectos especificos do invento, o método destina-
se ao tratamento de glioblastoma e de cancros ENT (ear-nose-
throat, ouvido-nariz-pescoco).

O presente invento revela adicionalmente a utilizacéo
destes eritrécitos que contém fosfato de inositol, em
particular hexafosfato de inositol, que podem ser obtidos de
acordo com o processo do invento, para a preparacdo de um
medicamento ou farmaco destinado a tratar um paciente contra
um cancro do tipo dos acima descritos, em particular em
associacdo com um programa de radioterapia. Um aspecto
especifico do invento compreende a utilizacdo de uma ou mais
unidades de sangue que sao colhidas a partir de um paciente
ou de um ou mais dadores para a preparacdo de concentrados de
eritrdécitos, a incorporacdo do composto activo de acordo com
o invento e a producdo de lotes de eritrdcitos incorporando
esse composto, para o tratamento do paciente com esses
eritrécitos.

O invento revela também um método para tratamento de
drepanocitose ou outro estado hipdéxico compreendendo a
administracdo, ao paciente, de uma quantidade eficaz de uma
suspensdo de eritrdcitos que incorporam fosfato de inositol,
em particular hexafosfato de inositol, e que pode ser obtida
pelo processo do invento. Um aspecto especifico do invento
compreende uma ou mals amostras de sangue retiradas de um
paciente ou de um ou mais dadores, a preparacdo de um
concentrado de eritrécitos, a incorporacdo de fosfato de
inositol, em particular hexafosfato de inositol, de acordo
com o invento, e a producdo de um lote de eritrdécitos gque
incorporam esse composto, depois a administracdo da suspenséo
ao paciente pela via intravenosa.

O presente invento revela adicionalmente a utilizacéo
desses eritrécitos que contém fosfato de inositol, em
particular hexafosfato de inositol, que podem ser obtidos de
acordo com o processo do invento, para a preparacdo de um
medicamento ou fArmaco destinado a tratar um paciente com
hipoxia. A hipoxia ¢é caracterizada por uma entrega de
oxigénio baixa aos tecidos, particularmente a musculos e
ossos. Este tratamento é particularmente interessante para
tratar um paciente sofrendo de drepanocitose. Um aspecto
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especifico compreende a utilizacdo de uma ou mais unidades de
sangue dque sdo colhidas a partir de um paciente ou de um ou
mais dadores para a preparacao de concentrados de
eritrécitos, a incorporacdo do composto activo de acordo com
o 1invento e a producdo de lotes de eritrécitos incorporando
esse composto, para o tratamento do paciente com esses
eritrécitos.

O hexafosfato de inositol ou similar incorporado nos
eritrbécitos conduz a uma diminuicdo da afinidade por oxigénio
da hemoglobina. Isto conduz a uma melhor oxigenacdo de
tecidos e a uma reducdo dos sintomas de hipoxia devida a
drepanocitose. A P50 é a pressdo de 0, (P0O,) correspondendo a
50% de saturacdo de oxigénio da hemoglobina. Um aumento de
P50 de 25 mmHg conduz a um aumento da oxigenacdo de cerca de
duas vezes (a oxigenacdo é a diferenca em saturacdo entre os
valores de PO, de 100 mmHg e 40 mmHg). Deste modo, para um
adulto possuindo 2000 mL de glbébbulos vermelhos, a transfusao
de um saco de sangue contendo 200 mL de eritrdécitos contendo
hexafosfato de inositol pode conduzir a um aumento de mais de
10% de eritrécitos possuindo um poder de oxigenacdo dque é
duas vezes o normal. Isto conduz a mais de 20% de aumento da
oxigenacdo o que é benéfico em individuos com hipoxia.

O método pode compreender transfusbes de um volume
representando entre 5 e 20%, preferivelmente 10-15% da massa
de eritrécitos do individuo, e a frequéncia de transfuséao
pode ser vantajosamente de uma por més ou dols meses.

O invento serd agora descrito em maior detalhe através
de exemplos nédo limitantes por referéncia a concretizacdes e
aos desenhos, nos quais:

- A Figura 1 ¢é uma representacdo esquemdtica de um
dispositivo de lise/resselagem de acordo com o invento;

- A Figura 2 é um fluxograma bésico do processo;

- A Figura 3 é um grafico mostrando o progresso da
hem6lise dos eritrdcitos, expressa como uma concentracao
(g/L) de NaCl que efectua 50% de hembélise de acordo com
o tempo de incubacdo expresso em minutos;

- A Figura 4 é um grafico similar ao da Figura 3, a
hemélise sendo medida neste <caso na presenca de
asparaginase (200 IU/ml);
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- A Figura 5 é um grafico similar aos das Figuras 3 e 4, a
medicdo sendo realizada na presenca de asparaginase (400
IU/ml); e

- A Figura 6 é um grafico mostrando o rendimento de
encapsulacdo de acordo com a concentracdo em g/L de NaCl
que efectua 50% de hemdlise.

EXEMPLO 1 : INSTALACAO

E primeiro feita referéncia & Figura 1. Uma primeira
moldura em linhas a tracejado indica um primeiro mbédulo 1 que
é de forma geralmente paralelepipédica gque compreende uma
face frontal de vidro, gue n&o estd ilustrada, e dque &
formada de modo a poder ser aberta e fechada. Bombas
peristadlticas P1, P2 e P3 e meios de ©recepcdo (ndo
ilustrados) de uma montagem removivel, dgque serd agora
descrita, estédo dispostos no fundo desse médulo. As bombas Pl
e P3 tém um caudal predeterminado constante. A bomba P2 é
controlada de modo a fazer variar o caudal.

A montagem removivel compreende uma bolsa flexivel 2 que
contém a suspensdo de eritrdcitos a serem lisados. Essa bolsa
2 estd provida com um tubo flexivel 3, numa configuracdo tipo
alca, dque coopera com a bomba Pl de modo a efectuar a
circulacdo para e a partir da bolsa de modo a manter os
eritrécitos em suspensdo. A bolsa estd adicionalmente ligada,
na sua base, a um tubo flexivel 4 que estd ligado a entrada
do compartimento de "sangue" de um cartucho de didlise 5.
Esse tubo 4 coopera com a bomba P2 que efectua a circulacéo
da suspensdo da bolsa para o cartucho. Uma seringa do tipo
pistédo controlado PS1 estd ligada ao tubo 4 a montante do
cartucho 5, essa seringa do tipo pistdo destinando-se a
introduzir um ingrediente activo na circulacéo de
eritrécitos. A saida do compartimento de "sangue" do cartucho
5 estéd ligada a um tubo de saida flexivel 6 que se abre fora
do mbédulo 1. Uma segunda seringa do tipo pistdo controlado
PS2 estd ligada ao tubo 6, essa seringa do tipo pistéao
destinando-se a introduzir um  ingrediente activo na
circulacédo de eritrdédcitos lisados. Um frasco 7 que contém uma
solucdo de lise estd disposto no médulo 1 e estd ligado a
entrada de "dialisado"™ do cartucho 5 por um tubo flexivel 8
que coopera com a bomba P3 que efectua a circulacdo da
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solucdo de lise através do cartucho 5. Finalmente, a solucéo
de lise que é descarregada a partir do cartucho é evacuada do
médulo 1 por um tubo de evacuacado flexivel 9 que se abre para
o interior de um frasco 10 que estd localizado fora do mbédulo
1.

O tubo de saida 6 prolonga-se para o interior de um
segundo médulo 11 que é geralmente de forma paralelepipédica
e que compreende uma face frontal de vidro gue ndo esté
ilustrada e que ¢ formada de modo a poder ser aberta e
fechada. Meios (ndo ilustrados) para elementos de recepcéo
que formam parte da montagem removivel estdo dispostos no
fundo desse moédulo. Estes compreendem uma bolsa flexivel 12
que estd ligada ao tubo 6 e na qual a suspensdo lisada é
armazenada. Uma seringa do tipo pistdo controlada PS3 estéa
ligada ao tubo 6 e permite que o produto de resselagem seja
injectado.

A montagem removivel é completamente produzida a partir
de material de ©pléastico flexivel e transparente (dgue
proporciona total visibilidade do processo.

O dispositivo estd adicionalmente provido com varios
meios que ndo estdo ilustrados:

e meios que permitem que o interior do mbédulo 1 seja
arrefecido e que a temperatura seja ail controlada a
entre +2 e +4°C, compreendendo Iinter alia uma sonda de
temperatura que estéd colocada no tubo 3 de modo a medir
a temperatura da suspensdo que al circula, uma sonda de
temperatura para medir a temperatura Tl no interior do
mbédulo 1,

¢ 0 mbébdulo 11 estd adicionalmente provido com meios que
permitem que o interior do mbédulo 11 seja aquecido e que
a temperatura T2 seja al controlada entre +37 e +38°C;
uma sonda de temperatura estd colocada no interior do
mbédulo,

e meios para detectar (por exemplo, meios de ultra-sons ou
colorimétricos) a presenca de eritrdécitos nos tubos em
D1 e D2,

¢ meios PRl para medir a pressdo na entrada do cartucho de
diadlise,
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e um dispositivo electrdnico gque recebe, em primeiro
lugar, a informacdo das sondas de temperatura, sondas de
pressdao e meios de deteccdo e, em segundo lugar, a
informacdo referente aos ajustamentos dos parametros de
lise; com base nesses dados, o dispositivo controla as
bombas Pl, P2 e P3. Um fluxograma do processo esté
ilustrado na Figura 2.

O dispositivo electrénico é constituido por um
computador dque estd concebido para executar o fluxograma

acima.

De acordo com uma particularidade adicional, regista os
parémetros de cada procedimento de lise e deste modo de cada
concentrado processado.

EXEMPLO 2 : ENCAPSULACAO DE ASPARAGINASE

Neste exemplo, a fragilidade osmbdética ¢é definida pela
concentracdo de NaCl expressa em g/L que efectua cerca de 50%
de hemdlise.

1) Influéncia de asparaginase na fragilidade osmética:

a. Preparacdo de solucdes de asparaginase

Injectaram-se 2,5 ml de NaCl a 0,9% por meio de uma
seringa, através do septo, para o interior do baldo que
contém 10000 IU de asparaginase em forma de pd. Agitou-se a
mistura até se dissolver, obtendo-se entdo uma solucdo mée
numa concentracdo de 4000 IU/ml. Removeu-se o conteudo por
meio da seringa e colocou-se este num tubo de hemdlise de 5
ml. Prepararam-se 3 solucdes e armazenaram-se a +4°C: a
solucao mae adicionaram-se uma solucéao de 0 IU/ml
(constituindo um controlo de NaCl a 0,9%), uma solucgdo de
3200 IU/ml (adicionaram-se 625 pl de solucdo de NaCl a 0,9% a
solucdo mide) e uma solucdo de 1600 IU/ml (retirou-se 1 ml da
solucdo 3200 IU/ml, ao qual se adicionou 1 ml de solucdo de
NaCl a 0,9%).
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b. Lavagem dos gldbdbulos vermelhos
— Comecou-se com sangue 1inteiro que foili colhido sobre
citrato-fosfato-dextrose e centrifugado a +4°C durante
20 minutos a 1000 g.

- Decantou-se o plasma e removeu-se a camada leucocitéria.

— Adicionou-se NaCl a 0,9% a +4°C, volume para volume, ao

concentrado de glbébulos vermelhos.

- Realizou-se a centrifugacdo durante 20 minutos a 1000 g,

e depols removeu-se o0 sobrenadante.

- Realizou-se uma segunda operacdo de lavagem, e depois

uma terceira, repetindo ambos os passos precedentes.

- Removeu-se o sobrenadante e ajustou-se o hematdcrito a

80% com uma solucdo de NaCl a 0,9%.
- Prepararam-se tubos com um volume de suspensdo de
glébulos vermelhos de 875 uL.
Isto foi realizado com 6 amostras de sangue de 6 dadores
diferentes.
c. Adicdo da solucdo de asparaginase

- Mediu-se a fragilidade osmdética inicial em relacdo as 6
amostras.

- Adicionaram-se 125 pL de solucdo de asparaginase de O,
1600 ou 3200 IU/ml com 6 tubos para cada concentracéo
de asparaginase; agitou-se suavemente cada tubo durante
alguns momentos. As concentracdes finais contidas nos
trés grupos de seis tubos s&do: 0, 200 e 400 IU/ml. Os
tubos foram armazenados a +4°C sobre gelo esmagado até
se medir a fragilidade osmdética.

- Testaram-se 4 tempos de 1incubacédo: 5, 15, 30 e 60
minutos. O fim do tempo de incubacdo é definido como a
remocao do tubo do gelo esmagado.

- A medicdo de fragilidade osmética ¢é realizada a
temperatura ambiente.

d. As medicdes de fragilidade osmbdética sdo realizadas no

dispositivo comercializado pela SODEREL MEDICAL, Haillecourt,
Franca, com a marca OSMOCELLS®.
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e. Resultados

O desenvolvimento e dispersdo da fragilidade osmobotica
dos eritrécitos antes da didlise, na auséncia ou na presenca
de asparaginase, sé&do apresentados nas Figuras 3, 4 e 5.

Estes resultados demonstram uma grande variabilidade da
fragilidade osmdética dos eritrécitos de uma amostra de sangue
para a seguinte, de acordo com a concentracdo de asparaginase
presente e de acordo com o tempo. Estes resultados enfatizam
a importancia da medicdo da fragilidade osmbética na amostra
de eritrbédcitos a ser processada, tédo prdéximo quanto possivel
da fase de diadlise, e preferivelmente na presenca da
asparaginase a ser encapsulada.

2) Processo de encapsulacao e resselagem:
a. Equipamento

- Cartucho de dialise:
e modelo PRISMA M60 PPI comercializado pela GAMBRO,
Lakewood, CO, E.U.A.
¢ dimensdes (cm): 38 x 21 x 9
e volume da cédmara de sangue: 84 ml
e fibras ocas: copolimero de acrilonitrilo e
metalilsulfonato de sdédio
e 4rea superficial eficaz: 0,60 m?
- Parédmetros de operacdo da instalacéo:

e Pl =20 ml/min
e P2 = variavel
e P3 =150 ml/min

e PS3 = 10% de P2
e T2 = 30 min.

b. Produtos

- Gloébulos vermelhos embalados fornecidos pelo "Centre de
Transfusion Sanguine" (Centro de Transfusao de Sangue
Francés), o que equivale a dizer, gldébulos vermelhos em
suspensdo em SAG-manitol,

- Ajustamento do hematdcrito a 70%.
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- Solucédo de asparaginase: utilizada para ter 400 IU por
ml de suspensédo de glébulos vermelhos antes da dialise.

c. Resultados

A Figura 6 mostra o rendimento de encapsulacdo no caso
de 400 IU/ml de asparaginase com um caudal P2 de 22 ml/min no
dialisador. Parece que o rendimento de encapsulacdo varia de
acordo com a fragilidade osmbética antes da didlise (5
amostras). A optimizacdo do processo do invento é efectuada
pelo ajustamento dos parémetros de didlise, e em particular o
caudal da suspensdo de eritrbdécitos no dialisador, de acordo
com a fragilidade osmética medida, de modo a assegurar um
rendimento de encapsulacdo que ¢é tdo constante quanto
possivel apesar da variabilidade inerente nas amostras de
sangue.

Com o caudal P2 (caudal da suspensdo de eritrécitos no
cartucho de diédlise) sendo retirado como o meio de
ajustamento, fol ©possivel estabelecer os niveis Optimos
seguintes para o cartucho de didlise utilizado.

Tabela 1:
Fragilidade osmdética g/L CAUDAL P2 ml/min
> 4,7 24
4 a 4,7 25
3,5 a4 22
< 3,5 20

A reducdo no caudal P2 para uma fragilidade osmbédtica
>4,7 é explicada por fendmenos resultantes da dialise. O
aumento na pressao transmembrana para caudais na ordem de 26
ml/min e superiores resulta num aumento no efeito de osmose.
Deste modo, é vantajoso diminuir o caudal P2, como indicado.

Foram também seguidos pardmetros hematoldgicos e de
incorporacdo de 7 amostras de eritréocitos diferentes
processadas pelo processo de acordo com o 1invento (com P2
ajustada de acordo com Tabela 1 dependendo da fragilidade
osmbtica de cada amostra), e esses pardmetros hematoldgicos
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com os valores obtidos para um individuo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2:

As médias dos pardmetros hematoldgicos medidos séao

Pardmetros

Hematoldgicos

Material
celular

inicial

Produto

final (J0)

Produto
final apds
+24h a +4°C

Valores
normais
(células na

circulacao)

Volume celular médio
(MCV) (fentolitro)

H

84,7 2,9

76,6

H
w
~

Nej

80 = 3,7

83-97

Hemoglobina celular

média (pg)

28,4

H
=
~

~J

22,1

H
o
~

~J

22,5 + 1,6

28 - 32

Concentracdo de
hemoglobina celular

Q

média (%)

34,0

H+
=
~
A

29,2

H
O
~

Ne

27,9 £ 1,2

31 - 35

Fragilidade osmética
(Salinidade induzindo
cerca de 50% de

hemélise) (g/1)

N&o
realizado

3,7 - 4,3

Hematdécrito da

suspensdo (%)

60,5 + 3

50,4

H
N
~

)}

47,6 + 3

NA

Concentracdo de
hemoglobina da

suspensdo (g/dl)

18,7 £ 1,1

12,9

H

O
~

-~

13,1 £ 0,6

NA

Concentracdo de

eritrécitos (10%/mm®)

6,31 + 0,44

5,8 + 0,37

NA

Hemoglobina

extracelular (g/dL)

NA

NA = ndo aplicavel

Parametros de incorporacido:

A dosagem de asparaginase é efectuada nos eritrbécitos

apds lise atravé
descrito em J.L.
2004, vol. 62, N.°

s de

Orsonneau,

5.

liofilizacéo,

Annales

utilizando

de

Biologie

o método
Clinique

- Nivel globular médio de asparaginase expresso em IU de

asparaginase por 10° eritrécitos: 10 +

1,1.

- Concentracdo globular média de asparaginase expressa em

IU/ml de eritrdécecitos:

112 + 11, 3.
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- Rendimento de encapsulacdo (concentracdo globular de
asparaginase no produto final/concentracéao de
asparaginase antes da dialise): 29,8% + 2,1.

Em testes preliminares realizados em 14 amostras
diferentes sem ter em conta a fragilidade osmética e sem
ajustamento do caudal, mas com caudais P2 de 18 a 30 ml/min,
foli possivel medir um rendimento de encapsulacdo médio de 32
+ 12,4%, o que representa uma variabilidade excessivamente
grande. Pelo contrario, o ajustamento do caudal P2 na
experiéncia acima permitiu obter um rendimento de

encapsulacdo médio muito mais homogéneo (29,8% + 2,1).

Lisboa, 2012-01-31
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REIVINDICACOES

1. Processo de lise/resselagem para preparacdo de
eritrécitos que contém um ingrediente activo, o processo
compreendendo 0s passos seguintes:

(1) - colocacdo de um concentrado globular em suspensao

numa solucdo isoténica possuindo um nivel de hematdcrito

que é igual ou superior a 65%, com refrigeracdao entre +1

e +8°C.

(2) - medicdo da fragilidade osmbética com base numa

amostra de eritrdcitos a partir desse mesmo concentrado

globular,

0s passos 1 e 2 sendo susceptiveis de ser realizados em

qualquer ordem,

(3) - lise e ©procedimento de internalizacdo do

ingrediente activo, no interior da referida cémara, a

uma temperatura que é mantida constantemente entre +1 e

+8°C, compreendendo permitir & suspensdo de eritrdcitos

possuindo um nivel de hematédcrito que ¢é igual ou
superior a 65% e a uma solucdo de lise hipotdédnica que
estd refrigerada entre +1 e +8°C circularem num cartucho
de diédlise; os parametros de lise sendo ajustados de
acordo com a fragilidade osmbética medida previamente,

onde com base na medicdo de fragilidade osmética, é

ajustado o caudal da suspensdo de eritrécitos que passa

no interior do cartucho de diadlise, ou é seleccionada a

osmolaridade da solucdo de lise, e

(4) - procedimento de resselagem realizado numa segunda

cdmara a uma temperatura entre +30 e +40°C por meio de

uma solucdo hipertdnica.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, onde a
fragilidade osmética é medida por meio de um dispositivo de
medicdo que estd configurado de modo a medir a fragilidade
osmbética de uma amostra de eritrdécitos em menos de 15 minutos
e o0 resultado obtido é utilizado dentro de um breve periodo
de tempo de modo a ajustar os parametros de lise.

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, onde
um ou mais dos pardmetros de hembéblise da amostra de
eritrbcitos é/sdo medidos contra uma solucdo hipotdnica,
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possuindo uma isotonicidade conhecida, através de uma

membrana semipermeéavel.

4. Processo de acordo com a reivindicacdo 3, onde é/sio

medidos um ou mais dos parémetros seguintes:

a. a osmolaridade do meio para a qual a hemdlise
aparece,

b. a velocidade de hemblise, que é estabelecida pelo
gradiente da ©porcdo linear da curva de % de
hem6élise = f(osmolaridade do meio),

C. a percentagem de hemd6lise para uma dada
osmolaridade,

d. a osmolaridade que permite obter 50% de hemdblise,

e. o tempo para a obtencdo de uma dada percentagem de
hemélise.

5. Processo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes precedentes, onde ¢é utilizado um mdbédulo
refrigerado provido com controlo de temperatura, uma bolsa da
suspensdo de eritrécitos que estd refrigerada entre +1 e +8°C
que estd colocada no mbédulo, e estd ligada, ou se destina a
ser ligada, a uma montagem removivel de uso uUnico, estéril,
que compreende um cartucho de didlise, tubos para ligar o
cartucho, de um lado, a bolsa e, do outro lado, ao frasco, o
médulo compreendendo adicionalmente meios que podem resultar
na circulacdo da suspensdo de eritrécitos e da solucdo de
lise, médulo dentro do qual a temperatura estd estabilizada
entre +1 e +8°C.

6. Processo de acordo com a reivindicacdo 5, onde o
procedimento de 1lise ¢é 1niciado gquando a temperatura da
suspensdo na bolsa é entre +1 e +8°C.

7. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, onde é mantido um nivel estével
de hematédcrito na suspensdao durante todo o tempo da sua
passagem no cartucho de dialise.

8. Processo de acordo com a reivindicacdo 7, onde é
utilizada uma bolsa que estd provida com uma circulacdo tipo
alca externa que pode efectuar a circulacdo da suspensédo para
e a partir da bolsa.
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9. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, onde o 1ingrediente activo estéa
presente na Dbolsa de suspensdo e/ou é introduzido na
circulacdo de suspensdo antes e/ou apbds a passagem através do
cartucho de diédlise.

10. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, onde o concentrado globular
contém eritrdécitos que foram previamente processados com uma
solucdo que pode aumentar e/ou homogeneizar a sua resisténcia
osmbdtica.

11. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, onde a temperatura durante os
passos 1 e 3 é& mantida a entre +2 e +6°C, e é preferivelmente
aproximadamente +4°C.

12. Processo de acordo com qualquer uma das

R
D

ivindicacdes precedentes, onde o ingrediente activo &
o

leccionado entre asparaginase e hexafosfato de inositol.

[6)]
[}

13. Processo de acordo com a reivindicacdo 12, para
produzir eritrdcitos incorporando asparaginase destinados a
tratar um paciente contra leucemias linfoblasticas agudas e
linfomas, ou para produzir eritrécitos incorporando
hexafosfato de inositol destinados a tratar tumores hipdxicos
em associacdo com um tratamento de radioterapia ou a tratar
drepanocitose ou outro estado hipdxico.

14. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 13, onde a fragilidade osmbética é medida
numa amostra da suspensdao obtida no passo (1).

15. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, onde a
medicdo da fragilidade osmdética realizada ¢é utilizada
rapidamente o gque equivale a dizer que o procedimento de lise
é realizado num tempo curto apds a amostra ser retirada, o
intervalo de tempo entre a amostra ser retirada e o inicio da
lise sendo menor ou igual a 30 minutos, preferivelmente menor
ou igual a 25 minutos mais preferivelmente menor ou igual a

20 minutos.
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16. Processo de acordo com a reivindicacdo 2, onde &
utilizado um dispositivo que Jjunta, de um lado e do outro
lado de uma membrana semipermeavel, a amostra da suspensao de
eritrdécitos a ser avaliada e uma solucdo hipotédnica,
possuindo isotonicidade conhecida, por exemplo, agua
destilada, em volumes adequados, de modo a gerar hembdlise
lenta dos eritrbécitos a medida que os 1ides de NaCl se
difundem para a solucdo, por exemplo, agua destilada, onde o
progresso da hembdlise ao longo do tempo € seguido por uma
medicdo da transmitdncia por meio de um feixe laser gque tem
um comprimento de onda de 808 nm e uma célula fotoeléctrica

mede as variacdes na luz transmitida através da suspenséo.

17. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 3 ou 16, onde a medicdo da fragilidade
osmbtica ¢é conduzida em eritrdécitos ou numa sSuspensao
contendo os mesmos a uma temperatura prdéxima de ou idéntica a
temperatura seleccionada para lise.

18. Processo de acordo com a reivindicacdo 4, onde a
resisténcia osmbdética é caracterizada através dos paréametros
b, d, ou b e d.

19. Processo de acordo com a reivindicacdo 14, onde a
suspensdo obtida no passo (1) contém o ingrediente activo.

20. Processo de acordo com a reivindicacdo 3, 4 ou 18,
onde é medida a concentracdo de NaCl em ¢g/L que resulta em
cerca de 50% de hembélise (parémetro d.) e o caudal da
suspensdo de eritrécitos no cartucho de didlise é ajustado de

acordo com os valores de concentracdo medidos.

21. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, onde o
procedimento de lise ¢é 1iniciado quando a temperatura da
suspensdo de eritrécitos é entre +1 e +8°C, e a fragilidade
osmbética fol medida e os parémetros de lise registados.

22. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, onde a solucdo de lise flui
através do cartucho de didlise a um caudal constante.

Lisboa, 2012-01-31
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

2 50 % hemolise sem asparaginase (6 Sujeitos)
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Figura 6

Rendiimento de encapsulagao
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Concentragdo de NaCl induzindo cerca de 50% hemolise
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