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Descrigao referente & patente de inven-
¢80 de BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAFT,
alema, industrial e comercial, com sede
em D-3550 Marburg, Alemanha Ocidentel,
(inventores: Prof. Dr. Norbert Heimbur-
ger Gerhard Kumpe e Klaus Wellner, resi-
dentes na Alemanha Ocidental), para '
"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UM CON-
CENTRADO DE FACTOR DE VON WILLEBRAND
PURIFICADO E PASTEURIZADO"

DESCRICIXO

A inveng8o refere-se a um processo para
a preparagé&o de um concentrado de factor de von %Willebrand
purificado e pasteurizado, bem como a um tal concentrado pPre-
parado de acordo com este processo, que & adequado para o tra
tamento do sindroma de von ¥illebrand.

Este estado clinico caracteriza-se por
uma deficiéncia congénita e/ou uma falta da protefna de von
Willbrand.

E necessirio um concentrado de factor de
von Willebrand puro e isento de virus, pois que se utilizam
para o tratamento da hemofilia A concentrados de factor VIII:
C cada vez mals purificados, que 85 contem vestigios de factor
de von Willebrand.

Una vez que os doentes do sindroma de von
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coa doses elevadas, & necensiric uns elevada puresa ¢ seguren~
¢a 4o preparado. 7Tia vantsgem as preparagles pobres e fibri-
sogéaio, imumegleobulines ¢ fscsglutininas.

O facter de wou ¥Willedrand sireculs a0
plasma muma conoentregac ds 5«10 ag/l ¢ ns forms de um comple~
xo alo ligedo covalentensnte cem ¢ factor VIII, a chamada glo-
buline enti-hemeff{lica. 3o co-precipitado o factor de von
Fillebrand encontra-es, comd complexs de factor ds won ¥ille-
brand/factor VIII, muito enrigquscido e pods por Lssc isolar-
=80 & partir do plasms ou de fracgde 40 plesma, por meio ds
nftodos de freccicmamento conhecides.

Do registo 4s patente sleaso 3 S04 385
(USP (%4576 ,218) gconhsce~ce UR PIecessc para o tretamento de
conplexo de fastor VIII, em que se ligs une preparagio ds fao-
tor VIII e uma sstris insolével, que contém grupos sulfato li-
vIes, POr exsaple sulfato de dextran, 230 sendo contuds clare-
mente possivel uma separagiao 4o complexo de faotor YIII em fac-
tor VIII§ C s Iasctor de von Willebrand.,

Ha GB 2 070 292 descreve-se um pProcesso
para & preperaglo 4e um factor de von Willebrand a pertir 4ds
coprecipitado, qus contudo taadbés nio separs o factor YIII: O
do fastor de von Willebrand.

Na EP O 022 052 (USP 4,210,580) descreve-
«~$8 UR PIOCesS’0, Sx Gus Se truta no plasma com heparina ds of-
die, precipitandio fibronsctina Juntazents com 0 faotor de von
¥illebrand, 4 partir 4s camada sobrensdants recupera-6e ¢ fao-
tor aati-hemeof{lico. Cromatografa—se o precipitedo em celulo-
8¢ DEAE ¢ isvla-se & fibronsctina., ERefers-se gque, quanio se
utilizss para a cromatografis gel de sgarose, o faster ée¢ von
¥1illbrand slui-se no "woid volume® (volums morte). A heparines
§ contudo dispendiocss nas gmantidsdes utilissdas ¢ uma filtra-
géo ds gel § um passo limitante para ums produgéo & escala in-
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dustrial. Além disso trabalha-se com KSCN que & téxico.

" " No registo de patente europeu O 083 483
repefer-se que, no estado da técnlca, se descreve um processo,
no J. Lab. Clin. Med 93,40 (1879), para a separagao do factor
VIII: C e do factor de von Willebrand, separagao essa efectua
da por imuncadsorpgao. Nesse processo, contudo, apenas @e
obtém o factor VIII: C com uma pureza razodvel. '

Um outro processo para a separagao des—
tes dois factores encontra-se descrito no Brit. J. Hematol.
43,669(1979), no qual se utiliza aminohexil-asgarose. Também
este processo é inadequado para a obtengdo do factor de von
Willbrand.

Na prépria EP O 083 483 descreve-se um
Prucesso para & preparagao do factor VIII: C, que apenas con-
tém pequenas quantidades do factor de von Willebrand. N&o se
refere al, contudo, qualquer processo para o isolamento do
factor de von Willebrard.

L]

Todos estes processos tém uma caracteris-
tica comum que é a de n&o conduzirem a uma dissociagao comple-
ta do complexo com o isolamento consequente de um F VIII: C
nativo e do vWF. Nenhum destes procvessos descreve um produto
pasteurizado e por isso isento de virus. Para proteger o
VWEF de uma decomposiga@o proteolitica durante a purificagso,
utilizam-se nestes processos substéncias téxicas ccmo DFP e
inibidor da tripoina de soja ou ainda tampfes como KSCHN oun
Naﬂa. Finalmente estes processos desvantagens, uma vez que
incluem passos que sao limitantes para a produgao em larga

TS SN e,
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escala. Entre eles destacam-se, por exemplo, filtragdes em gel,

isto é, separag@es com base no peso molecular, ou passos croma-
tograficos utilizando um gradiante salino para a eluigdo.

A presente invengao descreve um processo
com O qual se consegue, surpreendentemente, dissociar o comple<
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x0 do factor VIII: C e do factor de von Willebrand e isolar o
factor de von Willebrand purifificado e pasteurizado com eleva
do rendimento. O objectivo desta invengdo é a preparagfo de
um agente terapeutico coegulante, purificasdo, pasteurizado e
por isso isento de virus, para o tratamento do sindroma de von
Willebrand.

O objectivo da invengao é um processo
para a preparagao de um concentrado de factor de von Willebrand
pasteurizado, caracterizado por se tratar uma solugéo que con-
tém o factor de von Willebrand (VWF) como complexo com o F VIII
C num tamp@o de aminodcido de pH 5,5 a 6,5 e numa concentragdo
de hidratos de carbono de 5 a 30% em peso, com um permutador
aniénico, ao qual se liga o ¥ VIII: C, e se isolar a partir
da solugdo o concentrato de factor de von Willebrand.

Como material de partlda para s prepara-
g2o de um concentrado de VWF podem utilizar-se solugdes nas
quais o vWF se encontra presente como complexo com o F VIII: C,
P. ex.plasma e fracgdes dele obtidas como crioprecipitados,
fracgdo dohn I ou ainda camadas sobrenadantes e extractos de
culturas celulares.

0 material de partida, de preferéncia os
crioprecipitados ou as fracgles intermédias deles obtidas, po-
de ser pasteurizado.

O VvWF pode proteger-se da inactivagao
térmica durante a pasteurizag@o, pela adigdo de hidratos de
carbono, de preferéncia sacarose, de preferéncia em concentra-
goes de 10 a 60 % em peso, e/ou de aminodcidos, de preferéncis
glicina, de preferéncia em concentragdes de 0,5 a 3,0 mol/l,
e/ou de sals de célcio, de preferéncia em concentragdes de 1
a 20 mmol/1l. Por meio destes medidas pode também impedir-se
a0 mesmo tempo a precipitagao de protefinas sens{veis ao meio
édcido, por exemplo a fibronectinsa.




- g’\ ol wace P

: W#——‘MH T2 fTTr. K‘T.'J:-\‘IE:-,;_:_‘,;'-‘t"-’:‘w:rv.-..,,, 230
r e A TR e SEITTE b

g

_—

Os hidratos de carbono servem nio s§ pa-
ra proteger as proteinas da uma inactivagdo térmica ou de uma
desnaturagéo, mas também como solubilizantes na zona de pH 4ci
do de 6,5 a 5,5, e neste caso em especial para o fibrinogénio
e para o vWP. impedindo surpreendentemente a sua precipitaggo.

Pode manter-se o VWF em solugdo apds
adsorpgéo do F VIII: C ao permutedor iémico a pH 5,5, separar—
-se da solugao o fibrinogénio por adigdo de glicina em concen-
tragdes de 0,5 a 3,0 mol/l, de preferéncia 2,7 mol/l e, a par-
tir da camada sobrenasdante de glicina precipitar-se o vWF com
concentragdes de NaCl correspondentes a 2 a 15 % em peso, de
preferéncia 6 % em peso.

O VWP pode pasteurizar-se uma segumda
vez, como produto intermedidrio, para aumentar a seguranga
viral.

0 VWP pasteurizado e altamente purificadd
pode filtrar-se em condigdes estéreis e liofilizar-se, por
exemplo com glicina (2 % em peso), albumina (0,5 %) em citrato
(0,02 mol/1)-RaCl (0,06 mol/l) como estabilizadores.

Opreparado de acordo com a invengéo é
mals ou menos isento de protef{nss inconvenientes, ac contra-
rio dos crioprecipitados anti-hemoff{licos, do crioprecipitado
bruto ou das suas criofracg¢des, gque até agora tém sido utiliga-
dos para o tratamento do sindroma de vW.

O processo de acordo com a invengao cor—
responden &8s elevadas exigéncias de pureza, rendimento e isen-~
g8o de virus: juntamente com as proteinas indesejéveis elimi-
nam-se também pelo processo de purificagao outros virus possi-
velmente presentes e inactivem-se por meio de pasteurizagdo.

A actividade especf{fica de um produto preparado de acordo com
© processo descrito situa-se acima de 100 E de F VIII R: Co
||F/mg de proteina.
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Pode proceder-se da seguinte maneira:

O crioprecipitado dissolvido, fortemente
enriquecido com o factor de von Willebrand e com o factor VIII|
libertado dos factores do complexo de protrombina por meio de

adsorgdo enm Al(QH)3, estabiliga-se para protecgdo contra inacti

vagdo térmica, por meio de um método conhecido, por adigao de
hidratos de carbono, aminodcidos e ides célcio, e agquece-se em
solugao aquosa, de preferéncia durante 10 horas a 60°G,

A solugao pasteurizada pode diluir-se até
ao dobro do volume com um tampao de condutividade fisioldgica
(12 - 15 nS) e a umn pH de 5,5, com a composigaoc de 0,2 mol/l
de 1lisina e 0,2 mol/l de acetato de sddio, ajusta-se o pH da
solugdo a 5,5 e aplica-se a um permmtador anidnico a 20°C.

Nestas condigles, o factor VIII liga-se
a permutadores idnicos bésicos com DEAE e QAE como grupos fun-
cionais ligados a BSephadex, RSepharose. celulose ou gFractogei
como matriz, enquanto que o vWF permanece em solugao. paara
este fim equilibram-se previamente estes permutadores com o
seguinte tampao: 0,1 mol/l de acetato de sbdio; 0,1 mol/l de
lisina; 0,017 mol/l de NaCl; pH 5,5.

Uma vez que, nas condigdes mencionadas,
O VWF permanece na camada sobrenadante juntemente com fibrino-
génio e fibronectina, ocorre evidentemente a dissociagd@o do
complexo de vWF como factor VIII, nas condi¢gdées mencionada.,

0 permutador anidnico carregado com F VII
pode lavar-se com uma solugao tamp&o contendo 0,1 mol/l de 1i-
sina; 0,1 mol/l de acetato de sbdio; 0,017 mol/l de acetato de
sédio; 0,017 mol/1l de NaCl; pH 5, ou com outros tampdes com
uma condutividade de 12 -~ 15 mS. Para a eluigao utilizem-se
tampoes com elevadas concentragdes salinas, por exemplo O ,3-1
mol/l de NaCl ou de outros halogenetos alcalinos ou alcalino-
terrosos.

I
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0 elufdo pode, conforme o caso, tratar-
-se de modo a obter-se um concentrado de F VIII: C pasteuriza-
do e altamente purificedo.

A dissociagdo descrita e a adsorpgdo
selectiva a pH &cido sé & possivel quando o fibrinogénio, que
constitul a componente principal da protefna em solugfo, nio
precipita; pois é sabido que as englobulinas, 3s quais perten-
ce o fibrinogénio, precipitam em solugfo aquosa por acidifica-
¢80 s pH 5 a 5,5.

Isto n3o € vélido para o processo de
acordo com a inveng8o, porque os hidratos de carbono que fi-
cam em solugdo apds a pasteurizagd@o e o célcio e o fibrinozé-
nio também se mantém em solugdo a um pH Acido.

Este passo do processo é também objecti-
vo e matéria da presente invengdo, mesmo quando a pasteuriza-
gdo das proteinas se efectua mais tarde.

O factor de von Willebrand, isento da
actividede do factor VIII: C, continua justamente com o fibri-
nogénio e com a fibromeactiva na camada sobrenadante (processo
"batch®™) ou passa pela coluna e pode em seguida separar-se,
por meio de passos de fracclonamento aproprisdos, das proteinas
en grande excesso que O acompanham, por exemplo por meio de um
fraccionamento com glicina e precipitagdo com NaCl da camada
sobrenadante do permutador anidnico.

Para este fim ajusta-se o pH da cemadsa
sobrenadante de DEAE a 7,3 e precipita-~se a 37°C com 0,5-3 molA
de glicina, de preferéncia com 2,7 mol/l, e separa-se o fibri-
nogénio precipitado.

Por meio de adigao de NaCl sblido n e m
solug@o ao sobrenasdante de glicina até uma concentragdo final

-7 -
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de 2 a 25 % em peso, de preferéncia 6 % em peso, precipita-se
selectivamente o factor de von Willebrand e separa-se, por

exemplo, numa centrifuga.

O precipitado dissolvido pode purificar-se
por tratamento com RAoroail até um grau de pureza superior.

A uma determinsda concentragao de albumina, ajustada pela

OD (densidade Sptica) a 280mm, ligam-se ao Aerosil de prefe-

réncia as protefnas acompanhantes do VWF, nomeadamente fibri-
nogénio, fibronectina e imunoglobulina; dimimmindo-se também

clarsmente ao isoaglutininas indesejadas. O tratsmento com ae.

rosil pode efectuar-se tanto antes como depois da Pasteurizagao.

O precipitado de factor de von Willebrand
assim prepasrado dissolver-se, juntar-se com sacarose-glicina
e aquecer-se novamente durante 10 horas a 60°C para sumentar
a segurange contra virus. Esta pastearizacé@o & surpreendente-
mente poss{vel praticamente sem perda de actividade. A partir
da solugdo diluida errefecida separa-se o fibrinogénio ainda
presente por meio de uma precipitsgéo com glicina de 045-3,0
mol/l, de preferéncia 2,2 mol/l. Através de uma precipitagao
subsequente, com cloreto de sédio, da cemada sobrenadante, com
2 a 25 % em peso, de preferéncia 8 % em peso, pode isolar-se
o factor de von Willebrand nume forma de elevada pureza e com
um baixo teor em isoaglutinina.

Apés dissolugao do factor de von Willebrand
num tampéo de 0,02 mol/l de citrato, 0,0 6 mol/l de NaCl, pH
6,8, e estabilizagdo por adigdo da aminoécidos e albumina,
segue-se uma didlise; filtra-se entso o produto em condigdes
estéreis e, conforme o caso, liofiliza-se. O teor em VWF detel
minou-se através de actividade do F VIIIR:CoF, de acordo com o
método da aglutinagio.

As plaquetas estabilizadas aglutinsm-se na
presenga de F VIIIR:CoF e do antibidtico ristocetina A.




Processo da determinagao:

HMisturam-se 50 ml de reagente de von Wille=
brand, Behringwerke (ressuspendido em 1 ml de Agua destilada)
e 50 pl de plasma ou de diluigao de plasma, sobre uma placa
de vidro e agitam-se durante um minuto & temperatura ambiente,
quer numa mAquina de agitagdo, quer manualmente; sendo impor-
tante uma boa mistura. Apds um minuto de repouso compara-se
o grau de aglutinag@o com um controle de cloreto de sédio.
Lé-se o grau de diluig@o que ainda é positivo em relagdo ao
controle e multiplica-se pela sensibilidade do reagente. Obtem
-se o0 teor de F VIIIR:CoF em percentagem.,

Descreve-se em seguida, com exemplos, a
preparagao de um concentrado de factor de von Willebrand pas-—
teurizado e de elevada pureza.

Exemplo 1

1. xaterial de partida

Dissolveu-se 1 kg de crioprecipitado bruto,
por aquecimento a 30-37°C, em 3 1 de um tampao que continha
0,08 mol/l de NaCl; 0,27 Uol/1 de glicinaj; 0,13 E/1 de anti-
trombina IIT e 0,66 USPE/ml de heparina. Obtiveram-se 4 1
de solugao com um valor de pH de 6,8-6,9 e com oS componentes
e concentragdes seguintes:

NaCl 0,06 mol/1l
Glicina 0,2 mol /1
AT III 0,1 E/ml
Heparina 0,5 E/ml.

2. Adsorpgso enm Al(OH)5
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A 1000 ml da solugao do ponto 1 adiciona-
ram-se 80 ml de uma suspensao de Al(OH)3 a 1 % (Behringwerke,
Marburg) e agitou-se durante 15 minutos, & temperatura de
28—50°C, Em segulida centrifugou-se durante 15 minntos a
3000 x g, regeitou-se o resf{duo e adicionaram-se estabiliza-

dores & fase lfquida e pasteurizou-se.

3. Estabilizagso e pasteurigzagao

Trataram-se 1000 ml da fase l{quida do
ponto 2 com 08 seguintes estabilizadores:

5 mnl de solugao de CaClz. 1 mol/l (5 mmol/l)
1000 g de sacarose (500 g/kg de solug&o)
150 g de glicina (2 mol para 1 1 de solugdo).

0 valor de pH ajustou-se a 7+3 com NaOH2N.
O volume de solug@o sumentou com a adig@o. A partir de lkg de
crioprecipitado obtiveram-se 6,8 1 de soluga@o estabilizada
que se aqueceu durante 10 horas a 60°C em banho maria.

4. Tratamento por permuta idnica

Diluiram-se 6,8 1 da solugdo do ponto 3 com
648 1 de um tampdo que continha 042 mol/1 de acetato de sédio,
PH 5,5 ¢ 0,2 mol/1 de 1isina. O valor de PH ajustou-se a 5,5
com Acido acético.

Tratou-se a solugdo com 300 ml de DEAE-R
Sepharose CL 6 B, que tinhs sido equilibradas com um tampao
de pH 5,5 que continha 0,1l mol/l de acetato de sédio, 0,1 mol/l
de lisina e 1 g/1 de NaCl. Agitou-se a suspensao durante 2-3
horas & temperatura ambiente e vigiou-se o decurso da adsorpgio
por meio de determinagio contfnua do F VIII. Em seguida apli-
cou-—-se a resina carregada a um filtm de Kylon e separou-se,
.|lavou-se, eluiu-se e tratou-se o elufdo para se obter um con-
: centrado de F VIII:C.
- 10 =~
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Isolamento do facto de von Willebrand a
partir da camada sobrenadante de DEAE

5. Precipitagso com glicina 2,7 M

Para a precipitagao ajustou-se o pH da
fase 1{quida de DEAE a 6,8 com NaOH 2 M, aqueceu-se a 37°C,
e por adigsao de 2,1 mol/l de glicina cristalina (157,5 g)
levou~se a uma concentragdo final de 2,7 mol/l, ja que o
1f{quido de DEAE continha j& 0,6 mol/l de glicina virdo da so-
lugao pasteurizada. Doseia-se a glicina durante 30 minutos,
lentamente, sob agitagéo, Precipita entdo o fibrinogénmio e
remove-se. A mistura de precipitegdo arrefece até 20-25°C.
Separou-se o precipitado de fibrinogénio por meio de centrifu-

gagao a 3000 - 5000 x g.

6. Precipitagdo com NaCl a 6 %

Precipitou-se o factor de von Willabrand
por meio de adigao de NaCl eristalino & fase l{quida contendo
glicina 2,7 molar (60 g/1). A precipitou-se efectuou-se a tem
peratura smbiente, adicionando-se o NaCl durante 30 minmutos e
agiteando-ge depois durante mais 30 mimmtos. Separou-se o pre-
cipitado fino muma centrf{fuga contfnua a 15000 x g a 10°C e
um caudal de 40 1/hora.

7. Dissolugao do residuo da precipitagao com NaCl a 6 %, es-
tabilizagao e pasteurizagao

0 resf{duo da precipitagéo com NaCl a 6 %
dissolveu-se em 60 ml de 4gua destilada. Obtiveram-se 82,5 ml
de uma solugao com uma densidade Sptica de 40 a 280 mm, No
caso de uma densidede dptica maior do que 50 dilui-se a este
valor.

Para a estabiligagao adicionaram-se a
82,5 ml de solugao 82,5 g de sacarose (1 g/ml) e 12,3 g de
glicina (2 mol/l). O wvolume da solugéo estabilizada era de

- 1] -
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140 ml, 0 pH ajustou-se a 6,8 com NaOH 2 ¥ e aqueceu-se a solu
¢80 estabilizada durante 10 horas a 60°C.

8. Isolamento do factor de von Willebrand pasteurizado a par-
tir da solug@o de estabilizador

Diluigao:

Apds arrefecimento a 40°C diluiu-se a so-
lugda pasteurizada, na proporgao de 1:3, com 280 ml de um tamp
pao que continha 0,03 mol/l de NaCl e 0,02 mol/l de tri-citra
to de sdédio. A densidede Sptica da soiug@o, a 280 nm, era de
8,82 apds diluigédo.

Pré-precipitagdo com glicina (2,2 mol/l)

Misturaram-se 420 ml da solugao pasteuri-
zada e diluida, que j& continha 0,4 mol/l de glicina, com
56,7 & de glicina (1,8 mol/l), a 35°C. 4 solugdo arrefeceu du|
rante a precipitagdo (30 minutos) e durante o tempo de agita-
¢80 que se segule (30 mimutos) até 2 temperatura de 25°C.

Centrifugou~-se o precipitado a 3000 g e rejeitou-se
Precipitagso com NaCl a 8 %

Misturou-se a camada sobrenadante de gli-
cina 2,2 molar (420 ml) com 0,38 volumes de um agente de pre-
cipitagao (159,6 ml) que continha 1,8 mol de glicina e %00 g
de NaCl por litro. A temperatura quando da precipitacao foi
de 20°C, sendo o tempo total de precipitacao e agitacgdo de 1
hora. O residuoc de NaCl a 8 %, que continhs o factor de von
Willebrand HS, centrifugou-se a 5000 g.

Dissolugao do resf{duo de NaCl a 8 %, dialise e ultracentrifu-
gacao:




Dissolveu-se o residuo de NaCl a 8 % em
33 ml de um tampdo de pH 6,9 com a seguinte composigao:
Tampao de dissolug@o: 0,06 mol/l de NaCl
0,02 mol/1 de tri-citrato de sddio
2 % de glicina
0,5 % de albumina humans,

Dialisou-se a solugdo durante 2 x 1,5 ho-
ras, a 20°C, contra 1,2 1 de um tampao de diflise, sob agita-
Gao:

Tampao de didlise: 0,06 mol/1 de NaCl
0,02 mol/1 de tri-citrato de sddio
2 % de glicina
(prE 6,8-6,9).

0 dialisado (69 ml) lewou-se s ums con-
centragado final de 0,5 % com albumina humana e centrifugou-
-se durante 60 mimutos a 20°C e 15 000 g, até se obter uma
solugé@o lf{mpida.

Para a filtragao estéril sjustou-se o vo-
lume da solugso ultracentrifugada a 110 ml com tampdo de dis-
solugao.

Filtragao estéril, ajuste de concentragdo, enchimento e liofi-
lizagao:

Filtrou-se em condi¢des estéreis a solu-
¢ao ultracentrifugada do concentrado de factor de von Willebran
HS (110 ml), apds aquecimento a 30-35°C, através de uma placa
filtrante de tamanho de poros 0,45 mm e 0,2 nm. A solug&@o con
tinhs 160 E/ml de actividade de ¥ VIII R: CoF.
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Exemplo 2 L

De acordo com o exemplo 1, ponto 6, pre-
parou-se um precipitado com NaCl a 6% e purificou-se o factor
de von Willebrand por tratemento com Aerosil. Para tal, &is-
solveu-se primeiro o precipitado em 60 ml de 4gua destilada,
mediu-se a densidade éptica (OD) a 280 nm e diluiu-se depois =
solugdo até ao volume de 200 ml com uma OD de 10. A esta so-
lugao adicionou-se Aerosil 200 himido (em relagdo & substén-—
cia seca 5 mg/ml) e sgitou~se a suspensao durante 30 minutos a
20°C; centrifugou—-se entao o Aerosil carregado com as protei-
nas scompanhantes do factor de von Willebrand e tratou-se a
camada sobrenadsnte, como descrito ne exemplo 1, até & obten-
G280 do produto finsl. Este tipha, com rendimento bom e inalte
rado, uma actividade espec{fica superior por um factor de 2 a
4,

REIVINDCACOES
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Processo para a preparagao de um concen-—
trado de factor de von Willebrand pasteurizado, caracterigado
por se tratar uma solugao contendo o factor de von Willebrand
(vWF) como complexo com o ¥ VIII: C mum tampZ@o contendo amino-
&cidos a pH 5,5 a 6,5 e a uma concentragdo de hidratos de car-
bono de 5 a 30 % peso/peso, num permutador aniénico, ao qual
se liga o F VIII:C, e se recuperar a partir da solugdo o concen
trado de factor de von Willebrand.

- 28 -
Processo de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado por se utilizar como solugao contendo o factor
de von Willebrand como complexo com o F VIII:C, plasma ou uma
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fracgd8o a partir dele obtida, de preferéncia um coprecipitado
ou fracgao de Conh I, ou uma camada sobrenadante ou um extrac-
to de uma cultura celulas. T
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Processo de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado por se pasteurizar a solugao que contém o factor
de von Willebrand.
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Processo de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado por se pasteurizar a solugaoc do factor de von
Willebrand e por se eviter uma inasctivagao térmica durante a
pasteurizag@o através das adigdo de sacarose, de preferéncia
mms concentracao de 10 a 60 % peso/volume, de glicina, de
preferéncia mma concentragao de 0,5 a 3,0 mol/l e de um sal
de cédlcio, de preferéncia numa concentragéo de 1 a 20 mol/l,
impedindo-se ao mesmo tempo hiela adigao destas suhstanciass =
precipitagado de protei{nas sensiveis ao meio 4cido, em especial
do fibrogénio e da fibronectina.
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Processo de acordo com qualquer das rei-
vindicagoes 1 a 4, caracterigzado por se tratar o precipitado
de factor de von Willebrand, na forma em que se encontra an-

tes ou depois da pasteurizagao, em solug&o com Rjerosil.
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Processo de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado por apds o tratamento por permuta idnica se pree

cipitar o fibrinogénio a partir da solugdo por adigdo de glici
ng mma concentragao de 0,5 a 3 mol)l, de preferéncia 2,7 mol/
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e se precipitar o vlF a partir da camada sobrenasdante com uma
concentragdo de NaCl de 2 a 15 % (peso/volume), de preferén-
cia 6 % (peso/volume).

- 78 -

Processo de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado por se filtrar em meio esterilizado e se liofi-
lizar o WWF pasteurizado e purificado por meio dam adigao de
glicina (2 % peso/volume), albumina (0,5 %) em citrato (0,02
mol/1)-NaCl (0,06 mol/l).

A requerente reivindica a prioridade do
pedido alems@o apresentado em 14 de Fevereiro de 1989, sob o
ne, P 39 04 354.1.

Lisboa, 13 de Fevereiro de 1990
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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RESUMO

“PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UM CONCENTRADO DE FACTOélﬁﬁ
VON WILLEBRAND PURIFICADO E PASTEURIZADO™

A invengdo refere-se a um processo
para a preparagao de um concentrsdo de factor de von Willebrar
pasteurizado, que compreende tratar-se uma solugdo contendo o
factor de von Willebrand (¥v¥¥) como complexo com o ¥ VIII:C
rum tamp@o contendo aminodcidos a pH 5,5 a 6,5 e a uma con-
centragao de hidratos de carbono de 5 a 30 % Peso/peso, num
permutador aniénico, ao qual se liga o F VIII:C, e se Trecupe~
rar a partir da solugao o concentrado de factor de von Wille-

brand.
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