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“SEQUENCIA DE MEIO FILTRANTE, DISPOSITIVO FILTRANTE E METODO
DE FABRICACAO DE UM FLUIDO BIOLOGICO”

Campo da técnica

[001]Uma sequéncia de meios filtrantes que compreende um néo tecido fun-
cionalizado e uma membrana porosa funcionalizada €& descrita. A sequéncia de
meios filtrantes é util, por exemplo, na purificagao de biomateriais.

Antecedentes

[002]A fabricagdo em grande escala ou em quantidades comerciais de biomate-
riais alvo terapeuticamente uteis, como proteinas, pode ser implementada por meio de
cultivo de células que sdo manipuladas para produzir uma proteina desejada em biorre-
atores sob condigdes controladas. A tecnologia usada consiste, por exemplo, na fermen-
tacdo de micro-organismos que tenham sido alterados através de técnicas de DNA re-
combinante ou a cultura de células de mamiferos que tenham sido alteradas através de
técnicas de hibridoma. As células sdo suspensas em um caldo que contém os sais, agu-
cares, proteinas, e varios fatores necessarios para suportar o crescimento de células es-
pecificas. O produto desejado pode ser secretado pelas células no caldo ou ficar retido
dentro do corpo da célula. O caldo coletado €, entdo, processado para recuperar, purifi-
car, e concentrar o produto desejado.

[003]A separacéao ou purificacdo destes biomateriais alvo a partir de uma mis-
tura heterogénea provou ser uma tarefa formidavel ao menos pelas seguintes razdes:
o produto desejado frequentemente representa uma pequena porcentagem do fluido de
cultura de células totais, que compreende quantidades significativas de particulados e
de contaminantes soluveis, e o fluido da cultura de células pode compreender altas
concentragdes de sal.

[004]Como resultado destes fatores, o processamento extensivo a jusante
foi necessariamente usado para produzir grandes quantidades de produto purificado.

Tal processamento a jusante inclui as muitas etapas de processamento que ocorrem
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apos a produgao de biomateriais alvo, incluindo, por exemplo, centrifugacéo, ruptura
celular, peneiragem mecanica, microfiltragao, troca idnica, filtragao de fluxo cruzado,
separacao por afinidade, esterilizac&o, purificagdo, e embalagem. O processamento
a jusante representa um custo importante na producéo de produtos bioprocessados.

[005]Varios artigos de filtracdo foram descritos para a purificagdo ou a sepa-
racao de misturas de biomateriais alvo a partir de misturas fluidas. A publicacao de
patente US N° 2011/0207196 (Koehler et al.) descreve uma camada de filtro de pro-
fundidade com uma camada inorganica de hidroxido duplo para reter contaminantes,
como DNA, enquanto as proteinas de processos biotecnolégicos podem ser transmi-
tidas através do mesmo. A patente US n° 5.567.615 (Degen et al.) descreve um meé-
todo de separacgao por afinidade envolvendo filtragdo mecanica, tida como particular-
mente util no isolamento de compostos biologicamente ativos. A publicagao de patente
US N° 2012/0252091 (Rasmussen et al.) descreve um substrato enxertado com um
polimero que tem afinidade pela ligagado a biomateriais com carga neutra ou negativa.

Sumario da invencio

[006]Ha uma necessidade por meios filtrantes que aumentem a eficiéncia de
custo de isolamento e/ou a purificagdo de biomateriais a partir de amostras de fluido. Tal
eficiéncia pode traduzir-se em maior rendimento, devido a reducdo de etapas de pro-
cesso, maior rendimento de uma etapa unica, e/ou melhor remocao de contaminantes,
resultando em carga reduzida de impurezas nos dispositivos de purificagdo a jusante
(como colunas de cromatografia ou filtros).

[007]Em um aspecto, € descrita uma sequéncia de meios filtrantes que com-
preende:

(i) um primeiro meio filtrante compreendendo um substrato ndo tecido de troca
anidnica, sendo que o substrato ndo tecido de troca anidnica compreende uma plura-
lidade de grupos aménio quaternario; e

(i) um segundo meio filtrante compreendendo uma membrana microporosa
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funcionalizada, sendo que a membrana microporosa funcionalizada compreende uma
pluralidade de grupos guanidila;

sendo que o primeiro meio filtrante esta posicionado a montante do segundo
meio filtrante.

[008]Em outro aspecto, é descrito um método de filtragdo de um fluido biolégico
que compreende:

(a) fornecer o fluido biolégico, em que o fluido biolégico compreende um bi-
omaterial alvo e contaminantes, e

(b) colocar o fluido biol6gico em contato com uma sequéncia de meios filtrantes,
sendo que a sequéncia de meios filtrantes compreende: (i) um primeiro meio filtrante
compreendendo um substrato ndo tecido de troca aniénica, sendo que o substrato ndo
tecido de troca anidnica compreende uma pluralidade de grupos amdnio quaternario; e
(i) um segundo meio filtrante compreendendo uma membrana microporosa funcionali-
zada, sendo que a membrana microporosa funcionalizada compreende uma pluralidade
de grupos guanidila; sendo que o primeiro meio filtrante é posicionado a montante do
segundo meio filtrante.

[009]0 sumario acima ndo se destina a descrever cada modalidade. Os detalhes
de uma ou mais modalidades da invencédo sao apresentados também na descricao a
seguir. Outras caracteristicas, objetivos e vantagens ficardo evidentes a partir da descri-
¢ao e das reivindicagoes.

Breve descricdo dos desenhos

[010]A Figura 1 € uma vista em perspectiva de uma modalidade exemplifica-
dora de uma sequéncia de meios filtrantes, de acordo com a presente revelacao,
formada em um artigo multicamadas que compreende uma pluralidade de pregas;

[011]A Figura 2 € uma vista em sec¢ao transversal de um dispositivo filtrante
exemplificador fornecido em forma lenticular e que compreende uma sequéncia de

meios filtrantes, de acordo com a presente revelacéo;
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[012]A Figura 3 é uma vista em recorte parcial e em perspectiva de um dis-
positivo filtrante exemplificador fornecido na forma encapsulada e que compreende
uma sequéncia de meios filtrantes, de acordo com a presente revelagao;

[013]A Figura 4 € uma vista em segéao transversal tomada em 4-4 da Figura
3 de um dispositivo filtrante exemplificador fornecido na forma encapsulada e que
compreende um primeiro cilindro de meio pregueado compreendendo a sequéncia
de meios filtrantes, de acordo com a presente revelacao;

[014]A Figura 5 € uma vista em segéao transversal tomada em 4-4 da Figura
3 de um dispositivo filtrante exemplificador fornecido na forma encapsulada e que
compreende um nucleo no qual a sequéncia de meios filtrantes, de acordo com a
presente revelacao, € enrolada em espiral em torno do nucleo;

[015]A Figura 6 € um grafico de pressao versus rendimento para o Exemplo
3 e os Exemplos Comparativos C6-C8; e

[016]A Figura 7 € uma imagem de um gel SDS-PAGE de Centrifugado de CHO
4 e o filtrado dos Exemplos 6 a 8 e do Exemplo Comparativo C11.

[017]Embora as figuras 1 a 5 identificadas acima apresentem varias modali-
dades da presente revelacdo, outras modalidades também s&o contempladas, con-
forme observado na discussdo. Em todos os casos, esta revelacdo apresenta a des-
cricao por meio de representacdo e nao de limitagoes.

Descricao detalhada

[018]Como usado aqui, o termo:

“Alquila” significa um hidrocarboneto monovalente saturado, ciclico ou aci-
clico, linear ou ramificado tendo de um a cerca de doze atomos de carbono, por exem-
plo, metila, etila, 1-propila, 2-propila, pentila, e similares.

“Alquileno” significa um hidrocarboneto divalente saturado linear tendo de
um a cerca de doze atomos de carbono ou um hidrocarboneto divalente saturado

ramificado tendo de trés a cerca de doze atomos de carbono, por exemplo, metileno,
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etileno, propileno, 2-metilpropileno, pentileno, hexileno, e similares.

“Alquenila” significa um hidrocarboneto monovalente insaturado linear tendo
de dois a cerca de doze atomos de carbono ou um hidrocarboneto insaturado rami-
ficado tendo de trés a cerca de doze atomos de carbono.

“Alquenoila” significa um grupo alquenila que compreende um grupo carbo-
nila -C(=0)-).

“Arila” significa um aromatico monovalente, como fenila, naftila e similares.

“Guanidila” significa um grupo funcional selecionado a partir de ao menos um
dentre guanidina e biguanida.

“Heteroarileno” refere-se a um grupo divalente que é aromatico e heteroci-
clico. Ou seja, o heteroarileno inclui ao menos um heteroatomo em um anel aroma-
tico que tem 5 ou 6 membros. Os heteroatomos adequados sao tipicamente 6xi, tio
ou amino. O grupo pode ter um a cinco anéis que sédo conectados, fundidos ou uma
combinacdo dos mesmos. Ao menos um anel € heteroaromatico e qualquer outro
anel pode ser aromatico, ndo aromatico, heterociclico, carbociclico, ou uma combi-
nagcao dos mesmos. Em algumas modalidades, o heteroarileno tem até 5 anéis, até
4 anéis, até 3 anéis, até 2 anéis, ou um anel. Exemplos de grupos heteroarilenos
incluem, mas nao se limitam a, triazina-diila, piridina-diila, pirimidina-diila, piridazina-
diila, e similares.

“Hidrocarbila” é inclusivo de arila e alquila;

“(Hetero)hidrocarbila” é inclusivo de grupos hidrocarbil alquila e arila e de
grupos hetero-hidrocarbila, heteroalquila e heteroarila, o ultimo compreendendo um
ou mais heteroatomos catenarios (em cadeia), como atomos de oxigénio ou nitrogé-
nio. Hetero-hidrocarbila pode conter opcionalmente um ou mais grupos funcionais
catenarios (em cadeia) que incluem grupos funcionais éster, amida, ureia, uretano e
carbonato. Exceto onde indicado em contrario, os grupos (hetero)hidrocarbila n&o

poliméricos contém tipicamente de 1 a 60 atomos de carbono. Alguns exemplos
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desses hetero-hidrocarbilas, conforme usado no presente documento, incluem, mas
nao se limitam a, metoxi, etoxi, propoxi, 4-difenilaminobutila, 2-(2'-fenoxietoxi)etila,
3,6-dioxa-heptila, 3,6-dioxa-hexil-6-fenila, além daqueles descritos para “alquila”,

“heteroalquila”, “arila” e “heteroarila” acima.

‘um”; “uma”, “0” e “a” s&o usados de forma intercambiavel e significam um ou
mais.

“e/ou” é usado para indicar que um ou ambos 0s casos apresentados podem
ocorrer, por exemplo, A e/ou B inclui, (A e B) e (A ou B).

[019]Também na presente invengao, a mencgao de faixas com extremos inclui
todos os numeros contidos dentro daquela faixa (por exemplo, de 1 a 10 inclui 1,4;
1,9; 2,33; 5,75; 9,98 etc.).

[020]Também na presente invengéo, a mengéo a “pelo menos um” inclui todos
0s numeros de um a mais de um (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 4, pelo
menos 6, pelo menos 8, pelo menos 10, pelo menos 25, pelo menos 50, pelo menos
100 etc.).

[021]A presente descricdo fornece uma sequéncia de meios filtrantes que
compreende dois substratos diferentes funcionalizados com ligantes funcionalizados
diferentes. A sequéncia de meios filtrantes compreende ao menos dois meios funci-
onalizados diferentes em uma ordem especifica. Em uma modalidade, (i) um pri-
meiro meio filtrante que compreende um substrato n&o tecido funcionalizado com
grupos amoénio quaternario esta situado a montante de (ii) um segundo meio filtrante
que compreende um substrato de membrana microporosa funcionalizado com gru-
pos guanidila.

[022]O primeiro meio filtrante (i) € um substrato no tecido de troca aniénica que
compreende grupos amonio quaternario.

[023]0 substrato n&o tecido € uma manta nao tecida que pode incluir mantas

de ndo tecido produzidas por qualquer um dos processos comumente conhecidos
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para a produg¢ao de mantas de nado tecido. Para uso na presente invengao, o termo
“manta nao tecida” refere-se a um tecido que tem uma estrutura de fibras ou filamentos
individuais que s&o aleatoria e/ou unidirecionalmente intercalados em uma configura-
¢ao semelhante a uma esteira.

[024]Por exemplo, a manta nao tecida fibrosa pode ser feita por cardagao, pro-
duzida por deposigao a ar (airlaid), produzida por deposigdo a umido (wetlaid), hidroen-
trelacada, por fiacdo continua, eletrofiacdo ou técnicas de fiagao via fusdo e sopro,
como produzida por extrusdo em blocos com giro de ar quente em alta velocidade
(meltspun) ou produzida por extrusdo em blocos com passagem de ar quente em alta
velocidade (meltblown), ou combinagbes dos mesmos. Fibras de fiagdo continua sao
tipicamente fibras de diametro pequeno que sido formadas pela extrusao de polimero
termoplastico fundido como filamentos a partir de uma pluralidade de capilares finos,
geralmente circulares de uma fiandeira, com o diametro das fibras extrudadas sendo
rapidamente reduzido. Fibras produzidas por sopro em fusdo (meltblown) s&o tipica-
mente formadas pela extrusdo de material termoplastico fundido, através de uma plu-
ralidade de capilares de matriz finos, geralmente circulares, como fios ou filamentos
fundidos a uma alta velocidade, geralmente em uma corrente de gas aquecido (por
exemplo, ar) que atenua os filamentos do material termoplastico fundido para reduzir
seu didametro. Consequentemente, as fibras produzidas por sopro fundido sao levadas
pela corrente de gas em alta velocidade e depositadas em uma superficie coletora para
formar uma manta de fibras produzidas por sopro fundido distribuidas aleatoriamente.
Qualgquer uma das mantas de néao tecido pode ser produzida a partir de um unico tipo
de fibra ou duas ou mais fibras que sejam diferentes quanto ao tipo de polimero termo-
plastico e/ou espessura.

[025]Fibras téxteis também podem estar presentes na manta. A presenca de
fibras téxteis fornece, em geral, uma manta mais aerada, menos densa que uma

manta de apenas microfibras produzidas por sopro em fusdo. De preferéncia, nao
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mais do que cerca de 20 por cento, em peso, de fibras téxteis estdo presentes, com
mais preferéncia ndo mais do que cerca de 10 por cento, em peso. Essas mantas
contendo fibras téxteis sdo apresentadas na patente US N° 4.118.531 (Hauser).

[026]0O artigo nao tecido pode, opcionalmente, compreender ainda uma ou
mais camadas de talagargca. Por exemplo, uma ou ambas as superficies principais
podem opcionalmente compreender ainda uma camada de talagarga. A talagarga, que
e tipicamente um reforgo tecido ou n&o tecido produzido a partir de fibras, é incluida
para oferecer forga ao artigo n&o tecido. Os materiais de talagarga adequados in-
cluem, mas nao se limitam a, nailon, poliéster, fibra de vidro, polietileno, polipropileno
e similares. A espessura média da talagarga pode variar. Tipicamente, a espessura
média da talagarcga fica na faixa de cerca de 25 a cerca de 100 micrémetros, de pre-
feréncia, cerca de 25 a cerca de 50 micrémetros. A camada da talagar¢a pode, opci-
onalmente, ser ligada ao artigo n&o tecido. Uma variedade de materiais adesivos pode
ser usada para ligar a talagar¢ca ao material polimérico. Alternativamente, a talagarga
pode ser ligada por calor ao nao tecido.

[027]As microfibras do substrato n&o tecido tém tipicamente um diametro
eficaz de fibra de ao menos 0,5, 1, 2, ou mesmo 4 micrometros e de no maximo 15,
10, 8 ou mesmo 6 micrémetros, conforme calculado de acordo com o método citado
em Davies, C. N., “The Separation of Airborne Dust and Particles,” Institution of Me-
chanical Engineers, London, Proceedings 1B, 1952. O substrato ndo tecido tem, de
preferéncia, um peso base na faixa de ao menos 5, 10, 20 ou mesmo 50 g/m?; e de
no maximo 800, 600, 400, 200 ou mesmo 100 g/m?. A resisténcia a tragdo minima
da manta de nZo tecido é cerca de 4,0 Newtons. E geralmente reconhecido que a
resisténcia a tragdo de nao tecidos € mais baixa na dire¢do da maquina do que na
direcdo transversal a manta devido aos melhores entrelagamento e ligagédo da fibra
na ultima.

[028]Detalhes adicionais sobre o método de fabricacdo de mantas né&o
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tecidas podem ser encontrados em Wente, Superfine Thermoplastic Fibers, 48
INDUS. Eng. Chem. 1342 (1956), ou em Wente et al., Manufacture Of Superfine
Organic Fibers (Naval Research Laboratories Report No. 4364, 1954).

[029]A aeragado da manta nado tecida é medida por solidez, um parametro que
define a fracdo de solidos em um volume de manta. Os valores de solidez mais baixos
sao indicativos de maior aeracdo da manta. Substratos n&o tecidos uteis tém uma
solidez menor que 20% e, de preferéncia, menor que 15%. A solidez € uma fragao
adimensional tipicamente representada por a:

a=mi+Pf XLnzo tecido

em que ms € a massa de fibra por area de superficie da amostra, e pr é a
densidade da fibra; e

Lnzo tecido

€ a espessura do nao tecido. A solidez é usada na presente invencao para se
referir ao préprio substrato ndo tecido e n&o para o n&o tecido funcionalizado. Quando
um substrato ndo tecido contém misturas de dois ou mais tipos de fibras, os valores
de solidez individual sdo determinados para cada tipo de fibra usando o0 mesmo Lnzo
tecido, € €SSes valores de solidez individuais sdo adicionados em conjunto para obter a
solidez da manta, a.

[030]O substrato néo tecido pode ser formado a partir de fibras ou filamentos
feitos de qualquer material polimérico termoplastico adequado. Os materiais poliméri-
cos adequados incluem, mas n&o se limitam a poliolefinas, poli(isoprenos), poli(buta-
dienos), polimeros fluorados, polimeros clorados, poliamidas, poliimidas, poliéteres,
poli(éter sulfonas), poli(sulfonas), poli(acetatos de vinila), copolimeros de acetato de
vinila, como poli(etileno)-co-poli(alcool vinilico), poli(fosfazenos), poli(ésteres de vi-
nila), poli(éteres de vinila), poli(alcodis vinilicos) e poli(carbonatos).

[031]Poliolefinas adequadas incluem, mas ndo se limitam a, poli(etileno),

poli(propileno), poli(1-buteno), copolimeros de etileno e propileno, copolimeros de
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alfa-olefina (como copolimeros de etileno ou prolileno com 1-buteno, 1-hexeno, 1-oc-
teno, e 1-deceno), poli(etileno-co-1-buteno) e poli(etileno-co-1-buteno-co-1-hexeno).

[032]0s polimeros fluorados adequados incluem, mas nao se limitam a,
poli(fluoreto de vinila), poli(fluoreto de vinilideno), copolimeros de fluoreto de vinili-
deno (como poli(fluoreto de vinilideno-co-hexafluorpropileno) e copolimeros de clo-
rotrifluoroetileno (como poli(etileno-co-clorotrifluoroetileno).

[033]As poliamidas adequadas incluem, mas nao se limitam a, poli(iminoadipoili-
mino-hexametileno), poli(iminoadipoiliminodecametileno), e policaprolactama. As poliimi-
das adequadas incluem poli(piromelitimida).

[034]As poli(sulfonas de éter) adequadas incluem, mas nao se limitam a,
poli(sulfonas de éter difenilico) e poli(6xido de sulfona de difenilsulfona-co-difenileno).

[035]Copolimeros adequados de acetato de vinila incluem, mas nio se limitam
a, poli(etileno-co-acetato de vinila) e tais copolimeros em que pelo menos alguns dos
grupos acetato foram hidrolisados para obter varios poli(alcoois vinilicos), incluindo
poli(etileno-alcool-co-vinilico)

[036]0 substrato ndo tecido da presente revelagao é tratado para compreender
um grupo funcional aménio quaternario, isto é, -N* R'R2R3® X-, em que X é um grupo
contraion, frequentemente um haleto (por exemplo, CI), um sulfato, um fosfato, um ni-
trato, e similares. Em algumas modalidades, R', R?, e R® do grupo funcional de amoénio
s&o todos metila. Em outras modalidades, um dentre os grupos R', R?, ou R3 é metila e
os outros dois sao um alquila tendo de 2 a 18, de 2 a 10, de 2 a 6 ou de 2 a 4 atomos de
carbono. Em outras modalidades, dois dos grupos R', R?, ou R® sdo metila e o outro
grupo € um alquila tendo de 2 a 18, de 2 a 10, de 2 a 6 ou de 2 a 4 atomos de carbono.
Ainda em outras modalidades, ao menos dois dentre os grupos R', R?, e R3 se combinam
com o atomo de nitrogénio ao qual estéo ligados para formar um grupo heterociclico. O
grupo heterociclico inclui pelo menos um atomo de nitrogénio e pode conter outros hete-

roatomos como oxigénio ou enxofre. Os grupos heterociclicos exemplificadores incluem,
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mas nao se limitam a, piperidinila e morfolinila. O grupo heterociclico pode ser fundido a
um anel adicional, como um benzeno, cicloexeno, ou cicloexano.

[037]O grupo aménio quaternario € covalentemente ligado ao substrato n&o
tecido com o uso de técnicas conhecidas na técnica anterior. Tipicamente, o grupo
amoénio quaternario é enxertado através de um grupo de ligagdo diretamente no
substrato ndo tecido ou no substrato ndo tecido que foi tratado com uma camada
primer.

[038]Em uma modalidade, o substrato ndo tecido € enxertado com o uso de um

sal de amoénio quaternario de um monémero de aminoalquil(met)acriloila, como

£1Q £2
H,C=C—C—LY *I\‘ILR3 X -
Ry

Férmula |

Em que R1 é hidrogénio ou metila, de preferéncia, metila; L € —O- ou —NH-;
e Y € um alquileno (por exemplo, um alquileno tendo 2 a 10 atomos de carbono, de
2 a6 ou de 2 a4 atomos de carbono). Rz, Rs, e R4 sdo, independentemente, arila ou
alquila, de preferéncia, alquila C1-C4; e X" é o contra-anion.

[039]0s sais quaternarios exemplificadores dos monémeros iénicos da Foér-
mula Il incluem, mas nao se limitam a, sais de (met)acrilamido alquil trimetil amonio
(por exemplo, cloreto de 3-(met)acrilamido propil trimetil amdnio e cloreto de 3-acri-
lamidopropil trimetil aménio) e sais de (met)acril oxi alquil trimetil amémio (por exem-
plo, cloreto de 2-acriloxi etil trimetil amonio, cloreto de 2-metacrildxi etil trimetil amoé-
nio, cloreto de 3-metacriléxi-2-hidréxi propil trimetil amonio, cloreto de 3-acriloxi-2-
hidroxi propil trimetil amonio e 2-acriloxi etil trimetil amonio sulfato de metila).

[040]Tais mondémeros que tém um grupo amoénio quaternario de Férmula |
podem ser diretamente enxertados na superficie do substrato ndo tecido ou um mo-
ndmero de aminoalquil(met)acriloila de enxertia, que tem um grupo amina primaria,
secundaria ou terciaria, pode ser enxertado e, subsequentemente, convertido em um

grupo amoénio quaternario por alquilagdo. Tal fabricacdo de nao tecidos de troca
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anibnica é descrita na patente US n°® 8.328.023. (Weiss et al.).

[041]Em uma modalidade, o polimero enxertado que tem grupos aménio
quaternario derivados do monémero de Férmula | compreende adicionalmente uni-
dades derivadas de monémeros monofuncionais etilenicamente insaturados que tém
um grupo poli(oxido de alquileno). As unidades monoméricas que tém um grupo
poli(6xido de alquileno) tém a seguinte formula:

Z-Q-(CH(R®)-CH2-O)m- R8, em que Z é uma porgao etilenicamente insaturada
polimerizavel, R5 é um H ou um grupo alquila C1a Cs; Q é N(R%) ou O; e R® ¢ um H,
um grupo alquila C1 a Cs4, grupo arila, ou suas combinagbes e m € de 2 a 100, de

preferéncia, de 5 a 20. A porgao etilenicamente insaturada util, Z, do monémero pode

incluir:
o R’ CH> i)
¢ decn, —C—CHy—NH—C—CH=CH,
3
O O R
1, | -CH=CHz e
_C_NRCerr_ O0—C—-C=CH,
-CrH2r-CH=CH2

emque R®éHou-CHser=1a10.

[042]Exemplos de mondmeros poli(dxido de alquileno) monofuncionais adequa-
dos incluem (met)acrilato de poli(éxido de etileno), (met)acrilato de poli(6xido de propi-
leno), (met)acrilato de poli(éxido de etileno-6xido de propileno) e combinagdes dos mes-
mos. Tais mondémeros incluem, de preferéncia, um grupo final ndo reativo como hidrogé-
nio, alcoxi (C1-C4), ariloxi (por exemplo, fendxi), e alcariloxi (C1-Ca4). Esses grupos podem
ser lineares ou ramificados. Esses mondmeros podem ser de uma ampla gama de pesos
moleculares e estao disponiveis comercialmente junto a fontes como Sartomer Company,
Exton, PA, EUA; Shinnakamura Chemical Co., Ltd., Téquio, Japao; Aldrich, Milwaukee,
WI, EUA; e Osaka Organic Chemical Ind., Ltd., Osaka, Japao.

[043]Em uma modalidade, os polimeros enxertados compreendendo o grupo
amonio quaternario de Féormula | sdo adicionalmente derivados de “mondmeros hidro-

filicos”. Para uso na presente invencado, ‘mondémeros hidrofilicos” sdo aqueles
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mondmeros polimerizaveis que tém uma miscibilidade em agua (agua em monémero)
de ao menos 1% em peso, de preferéncia, de ao menos 5% em peso sem alcancar
um ponto de névoa, sao exclusivos de monémero de poli(6xido de alquileno) e ndo
contém grupos funcionais acidos ou grupos que poderiam retardar a polimerizagéo
com enxertia. Exemplos de mondmeros hidrofilicos adequados incluem (met)acrilato
de 2-hidroxi etila (HEMA), (met)acrilato de 2-hidréxi propila, (met)acrilato de 3-hidréxi
propila, (met)acrilato de 2,3-diidroxi propila, (met)acrilato de 4-hidroxibutila, N-vinil ca-
prolactama, N-vinil acetamida, N-vinil pirrolidona, acrilonitrila, acrilato de tetraidrofurfu-
rila, acrilamida, acrilamida substituida por mono- ou di-N-alquila, metacrilato de glice-
rol, e combinagdes dos mesmos. Mondmeros polares preferenciais incluem (met)acri-
lato de 2-hidroxi etila (HEMA), N-vinil pirrolidona, N-vinil acetamida, metilacrilamida, e
misturas dos mesmos. Em uma modalidade, os polimeros enxertados contendo o
grupo amoénio quaternario de Férmula | € um polimero derivado de mondmero de ami-
noalquil (met)acriloila, monédmero de poli(6xido de alquileno) e, opcionalmente, um
segundo mondmero hidrofilico. Em uma modalidade, o polimero enxertado € derivado
de a 80 a 98%, em peso, de um mondémero de aminoalquil (met)acriloila; De 2 a 20%,
em peso, de mondmero de poli(oxido de alquileno); e de 0 a 10%, em peso, do moné-
mero hidrofilico. Exemplos de mondémeros de poli(oxido de alquileno) adequados in-
cluem (met)acrilato de poli(éxido de etileno), (met)acrilato de poli(6xido de propileno),
(met)acrilato de poli(6xido de etileno-6xido de propileno) e combinagdes dos mesmos.
Mais informacbes sobre tal enxertia podem ser encontradas na patente US n°
8.328.023 (Weiss et al.).

[044]Em uma modalidade, os polimeros enxertados contendo o grupo amoé-
nio quaternario de Formula | sdo adicionalmente derivados de um monémero de
amida, um monémero 6xi e, opcionalmente, um monémero de poli(oxido de alqui-
leno). Em uma modalidade, o polimero enxertado € derivado de 10 a 50 partes, em

peso, de um grupo amoénio quaternario compreendendo monémero; de 10 a 80
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partes, em peso, de um monémero de amida; de 10 a 40 partes, em peso, de um
mondmero 6xi; e de 0 a 30 partes, em peso, do mondmero de poli(éxido de alqui-
leno).

[045]0 mondémero de amida € um mondmero hidrofilico que compreende

(met)acrilamidas e N-vinil amidas das formulas gerais:
RO 0

——l—ﬂ—N(RB)z ou =—ITJ—“—R9
R10

em que R3 é -H ou alquila C1-C4; cada R é um H, um alquila ou um grupo
arila, R® e R'% s30 grupos alquila, ou podem ser tomados em conjunto para formar um
anel de 5 ou 6 membros. Exemplos de monémeros de amida hidrofilicos adequados
incluem N-vinilcaprolactama, N-vinilacetamida, N-vinilpirrolidona, acrilamida, acrila-
mida mono- ou di-N-alquil-substituida, e suas combinag¢des. Os monémeros polares
preferenciais incluem N-vinilpirrolidona, N-vinilacetamida, metilacrilamida, e suas mis-
turas. O mondmero Oxi inclui (met)acrilatos epoxi-funcionais e monoéter-funcionais e
(met)acrilamidas e aqueles da formula geral:

R3O
X1—R!

sendo que:

R3¢ -H ou alquila C1-Cs; X' é -NR3- ou -O-; e R' € um grupo (hetero)hidrocar-
bila epdxi-funcional ou éter-funcional. Mais particularmente, o grupo éter-funcional é
um grupo alquileno-6xi alquila inferior. De preferéncia, o grupo R' é baseado em um
hidrocarboneto de cadeia linear, ramificado, ciclico ou policilico de 2 a 30 atomos de
carbono tendo um grupo oxirano (epoxi) incluido. Com mais preferéncia, o grupo R®
contém de 3 a 10 atomos de carbono, como metacrilato de glicidila (GMA). Maiores
informacdes referentes a tal enxerto podem ser encontradas na publicacao de patente
US n°® 2015/0099413 (Berrigan et al.).

[046]A espessura média do primeiro meio filtrante €, de preferéncia, de ao

menos 0,1, 0,25 ou mesmo 1 mm; e, no maximo, 5, 8 ou mesmo 10 mm.

Petic&o 870200067092, de 29/05/2020, péag. 28/73



15/54

[047]Em uma modalidade, o primeiro meio filtrante compreende ao menos 0,1,
0,2, 0,4, 0,8, 1, ou mesmo 5 mmol de grupos amdnio quaternario por grama do primeiro
meio filtrante.

[048]O segundo meio filtrante (ii) € um substrato de membrana microporosa
funcionalizada com grupos guanidila.

[049]A membrana microporosa é um substrato polimérico poroso (como fo-
Iha ou filme) compreendendo microporos com um tamanho de poro de fluxo médio,
como o caracterizado pelo método de teste padrdo ASTM N° F316-03, “Standard
Test Methods for Pore Size Characteristics of Membrane Filters by Bubble Point and
Mean Flow Pore Test,” menor que 5 micrometros. Em uma modalidade, a membrana
microporosa tem um tamanho de poro de fluxo médio de ao menos 0,1, 0,2, 0,5, 0,8,
ou mesmo 1 micrémetro; e no maximo 5, 3, ou mesmo 2 micrémetros. O tamanho
de poro desejado pode variar dependendo da aplicagdo. A membrana microporosa
pode ter uma distribuicdo simétrica ou assimétrica (por exemplo, gradiente) de ta-
manho de poro na diregao do fluxo de fluido.

[050]A membrana microporosa pode ser formada a partir de qualquer mate-
rial polimérico termoplastico adequado. Os materiais poliméricos adequados in-
cluem, mas ndo se limitam a, poliolefinas, poli(isoprenos), poli(butadienos), polime-
ros fluorados, polimeros clorados, poliamidas, poli-imidas, poliéteres, poli(éter sulfo-
nas), poli(sulfonas), poli(acetatos de vinila), poliésteres como poli (acido latico), co-
polimeros de acetato de vinila, como poli(etileno)-co-poli(alcool vinilico), poli(fosfa-
zenos), poli(éteres de vinila), poli(alcoois vinilicos) e poli(carbonatos).

[051]Poliolefinas adequadas incluem, mas nao se limitam a, poli(etileno),
poli(propileno), poli(1-buteno), copolimeros de etileno e propileno, copolimeros de
alfa-olefina (como copolimeros de etileno ou prolileno com 1-buteno, 1-hexeno, 1-oc-
teno, e 1-deceno), poli(etileno-co-1-buteno) e poli(etileno-co-1-buteno-co-1-hexeno).

[052]0s polimeros fluorados adequados incluem, mas nao se limitam a,
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poli(fluoreto de vinila), poli(fluoreto de vinilideno), copolimeros de fluoreto de vinili-
deno (como poli(fluoreto de vinilideno-co-hexafluorpropileno) e copolimeros de clo-
rotrifluoroetileno (como poli(etileno-co-clorotrifluoroetileno).

[053]Os polimeros fluorados adequados incluem, mas nao se limitam a, poli(imi-
noadipoliliminohexametileno), poli(iminoadipoliliminodecametileno) e policaprolactama.
As poliimidas adequadas incluem, mas n&o se limitam a, poli(piromellitimida).

[054]As poli(sulfonas de éter) adequadas incluem, mas nao se limitam a,
poli(sulfonas de éter difenilico) e poli(6xido de sulfona de difenilsulfona-co-difenileno).

[055]Copolimeros adequados de acetato de vinila incluem, mas nio se limitam
a, poli(etileno-co-acetato de vinila) e copolimeros em que pelo menos alguns dos gru-
pos acetato foram hidrolisados para obter-se varios poli(alcoois vinilicos).

[056]Em uma modalidade, a membrana microporosa é uma membrana de sepa-
racéo de fases induzida por solvente (SIPS). As membranas SIPS sao frequentemente
feitas pela preparagdo de uma solugdo homogénea de um polimero no primeiro (s) sol-
vente (s), moldar por fusédo a solugdo em um formato desejado, por exemplo, folha plana
ou fibra oca, colocar a solugdo moldada por fusdo em contato com um outro segundo
solvente que € um nao solvente para o polimero, mas um solvente para o primeiro sol-
vente (isto €, o primeiro solvente é miscivel com o segundo solvente, mas o polimero nao
€). A separacao de fase é induzida por difusdo do segundo solvente na solugéo de poli-
mero fundido e difusdo do primeiro solvente para fora da solugdo de polimero e para
dentro do segundo solvente, precipitando, dessa forma, o polimero. A fase pobre em po-
limero € removida e o polimero submetido a secagem para produzir a estrutura porosa.
A SIPS é também chamada de inversao de fases ou separacao de fases induzida por
difus&o, ou separacgéo de fases induzida por n&o solvente, sendo tais técnicas conhecidas
comumente na técnica. Membranas microporosas SIPS sdo também descritas nas pa-
tentes US n°s. 6.056.529 (Meyering et al.), 6.267.916 (Meyering et al), 6.413.070 (Meye-
ring et al.), 6.776.940 (Meyering et al.), 3.876.738 (Marinacchio et al.), 3.928.517 (Knight
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etal.), 4.707.265 (Knight et al.), e 5.458.782 (Hou et al.).

[057]Em uma modalidade, a membrana microporosa € uma membrana de
separacao de fases induzida por solvente (TIPS). As membranas TIPS frequente-
mente sdo preparadas através da formagao de uma solugdo homogénea de um ma-
terial termoplastico e um segundo material (como um diluente), e opcionalmente in-
cluindo um agente de nucleacédo, através de mistura em temperaturas elevadas em
um equipamento de composicao de plastico, por exemplo, uma extrusora. A solugao
pode ser formada pela passagem através de uma placa de orificios ou matriz de
extrusao e, sob resfriamento, o material termoplastico cristaliza e a fase se separada
do segundo material. Com frequéncia, o material termoplastico cristalizado € esti-
rado. O segundo material é opcionalmente removido antes ou depois do estiramento,
deixando uma estrutura polimérica porosa. As membranas microporosas TIPS sao
adicionalmente descritas na patente US n° US 4.529.256 (Shipman); 4.726.989
(Mrozinski); 4.867.881 (Kinzer); 5.120.594 (Mrozinski); 5.260.360 (Mrozinski); e
5.962.544 (Waller, Jr.). Algumas membranas TIPS de exemplo compreendem
poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF), poliolefinas como poli(etileno) ou poli(propileno),
vinil contendo polimeros ou copolimeros, como copolimeros de etileno vinil alcool e
butadieno contendo polimeros ou copolimeros, e polimeros ou copolimeros con-
tendo acrilato. As membranas TIPS que compreendem PVDF sido adicionalmente
descritas na patente US n° 7.338.692) (Smith et al.).

[058]A membrana microporosa da presente invencao é tratada para compre-
ender um grupo funcional guanidila. Tais grupos funcionais incluem grupos guani-

dina de Férmula Il ou grupos biguanidina de Férmula Ill:
NR?

_R?
71\‘1 JLN\

4
R! R* Formula Il

Petic&o 870200067092, de 29/05/2020, péag. 31/73



18/54

NR? NR?Z
_R°
7NJLNJLN

\
R R® Fermula i

em que R, R?, R3, R4 RS, e R® sdo independentemente selecionados de H ou
hidrocarbila, de preferéncia, alquila C1-C12.

[059]0O grupo funcional guanidila € covalentemente ligado ao substrato de mem-
brana porosa com o uso de técnicas conhecidas na técnica. Tipicamente, o grupo fun-
cional guanidila é enxertado através de um grupo de ligagao diretamente no substrato
de membrana porosa e em um substrato de membrana que foi tratado com uma ca-
mada primer.

[060]Em uma modalidade, uma membrana porosa € tratada com grupos guani-

dila derivados de unidades monoméricas ligante-funcionais de Férmula lva ou b:
3

R' O F|a3 r NR3 Fla
:l_“_x1_R2_N — || N;’Rél

N va, ou
R1 0 RS ||Q3 r NRS I|?3
—«‘—ELXLR%—L—N—N — ” Nng4
o " Vb

em que R’ é H ou alquila C1-C4; R? é um grupo (hetero)hidrocarbila, opcio-

nalmente contendo um éster, amida, uretano ou ureia, de preferéncia, um alquileno
divalente tendo de 1 a 20 atomos de carbono; cada R3 é independentemente H ou
hidrocarbila, de preferéncia, alquila C1-C12; R* € H, alquila C1-C12 ou —N(R®)2; R® é H
ou hidrocarbila, de preferéncia, alquila C1-C12 ou arila; X' € —O- ou —NR3-, 0 € 0 ou
1,ené 1ou?2.

[061]Tais monémeros contendo guanidila podem ser preparados por condensa-
¢éo de um composto de alquenila ou alquenoila, tipicamente um haleto de (met)acriloila,
um isocianato de (met)acriloila, ou uma alquenilazlactona, com um composto de Férmu-

las Va ou Vb:
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R3 NR3 R3

| |
H,N—N [ ” NS—R4

n Vb

em que R’ é H ou alquila C1-C4; R? é um grupo (hetero)hidrocarbila, opcional-
mente contendo um éster, amida, uretano ou ureia, de preferéncia, um alquileno diva-
lente tendo de 1 a 20 atomos de carbono; cada R® é independentemente H ou hidro-
carbila, de preferéncia, alquila C1-C12; R* é H, alquila C1-C12 ou —N(R3)2; e X' é —O- ou
—NR3-. Outros mondmeros ligantes podem ser preparados por condensagéo de um
mondmero contendo carbonila, como acroleina, vinil metil cetona, diacetona acrila-
mida ou metacrilato de acetoacetoxietila, opcionalmente na presengca de um agente
redutor com um composto de Férmulas Va ou Vb.

[062]A publicacdo de patente US N° 2012/0252091 (Rasmussen et al.) des-
creve o tratamento de um substrato poroso com uma camada de polimero de poliamina
reticulado que tem grupos polimerizaveis etilenicamente insaturados, e entdo o enxerto
desta camada primer em um polimero derivado dos mondmeros contendo guanidila
acima citados. A publicagdo de patente US N° (2015/0136698 (Bothof et al.) ensina o
enxerto de um substrato com mondmeros contendo guanidila acima citados na pre-
senca de um fotoiniciador do tipo Il. Um fotoiniciador do tipo Il € um iniciador que,
guando ativado por radiagao actinica, forma radicais livres por abstragao do hidrogénio
de um segundo composto (doador H) para gerar a efetiva iniciagédo via radicais livres.
Esses iniciadores sdo conhecidos na técnica.

[063]JEm uma modalidade, a camada de polimero enxertado derivada do moné-
mero contendo guanidila € um homopolimero de unidades de monémero de guanidila.

[064]Em uma modalidade, a camada de polimero enxertado derivada do moné-
mero contendo guanidila € um copolimero de unidades de monémero de guanidila.

[065]Além do mondmero contendo guanidila, em uma modalidade, a camada
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de polimero enxertado derivada do mondmero contendo guanidila pode ser derivada
de outros monémeros como monémeros multifuncionais de (met)acriloila, incluindo
mondmeros de (met)acrilato e de (met) acrilamida. Exemplos de (met)acrilatos mul-
tifuncionais uteis incluem, mas ndo se limitam a, di(met)acrilatos, tri(met)acrilatos e
tetra(met)acrilatos, como di(met)acrilato de etileno glicol, di(met)acrilato de 1,6-he-
xanediol, di(met)acrilatos de poli(etilenoglicol), di(met)acrilato de polibutadieno,
di(met)acrilatos de poliuretano e triimet)acrilato de glicerina propoxilada, metileno
bisacrilamida, etileno bisacrilamida, hexametileno bisacrilamida, diacriloilpiperazina
e misturas dos mesmos. Em uma modalidade, a camada de polimero pode ser deri-
vada de mondmeros hidrofilicos que compreendem ao menos um grupo alquenila,
de preferéncia, um grupo (met)acriloila, e um grupo hidrofilico incluindo poli(oxial-
quileno) e grupos idnicos, para fornecer capacidade hidrofilica ao substrato, ou para
proporcionar maior seletividade ao substrato quando faz a ligagdo de biomateriais.
Os grupos i6nicos hidrofilicos podem ser neutros e/ou ter uma carga positiva. Em
uma modalidade, um mondmero de carga negativa pode ser incluido, contanto que
seja adicionado em quantidades pequenas o suficiente para nao interferir com a in-
teracdo de ligagao dos grupos guanidila.

[066]Em uma modalidade, o segundo meio filtrante compreende ao menos
0,01, 0,05, 0,1, ou mesmo 0,5 mmol; e, no maximo, 1, 1,5, ou mesmo 2 mmol de
grupos guanidila por grama da membrana microporosa funcionalizada.

[067]Em uma modalidade, a espessura do segundo meio filtrante tem ao
menos 5, 10, 20, 25 ou mesmo 50 micrédmetros de espessura; e no maximo 800,
500, 200, ou mesmo 100 micrbmetros de espessura.

[068]Conforme descrito na presente invengdo, a combinacdo do primeiro e se-
gundo meios filtrantes € usada como os meios filtrantes. Quando usado em uma aplica-
¢ao de filtracdo, em uma modalidade, uma ou mais camadas do primeiro meio filtrante

pode ser usada. Quando uma pluralidade de camadas do primeiro meio filtrante € usada,
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cada camada pode ter diametro eficaz de fibra, peso base, solidez, quantidade de aménio
quaternario enxertado, resisténcia a tracdo e area superficiais iguais ou diferentes. Em
algumas modalidades, cada camada subsequente do primeiro meio filtrante pode ter um
menor diametro eficaz de fibra de modo que os contaminantes mais finos possam ficar
retidos. Quando uma pluralidade do segundo meio filtrante € usada, cada camada pode
ter uma distribuicdo simétrica ou assimétrica (por exemplo, gradiente) de tamanho de
poro na direcado de fluxo de fluido e as camadas podem ter tamanho de poro de fluxo
médio, porosidade, quantidade de grupos guanidila enxertados, resisténcia a tragcéo e
area superficial iguais ou diferentes. Em algumas modalidades, cada camada subse-
guente do segundo meio filtrante pode ter tamanho eficaz de poro menor de modo que
os contaminantes mais finos possam ficar retidos.

[069]O numero de camadas do primeiro meio filtrante pode variar (ou ser
otimizado) com base na matriz de amostra, e/ou no tipo e/ou quantidade de conta-
minantes no fluido biolégico. Por exemplo, o numero de camadas do primeiro meio
filtrante pode variar para otimizar a concentragdo de ions de amdnio quaternario
presentes, com base na quantidade de fragmentos de células e/ou DNA na amostra.
O numero de camadas do segundo meio filtrante pode variar para otimizar a con-
centragdo de grupos guanidila presentes com base na quantidade de proteina de
célula hospedeira na amostra.

[070]Na presente revelagao, o primeiro meio filtrante € colocado a montante
da segunda membrana de filtragcdo. Em uma modalidade, o segundo meio filtrante
esta a montante de uma etapa de captura de cromatografia, em que a biomolécula
alvo é retida nos meios e entdo, subsequente e deliberadamente, € liberada dos
meios para purificar e/ou concentrar a biomolécula alvo. Tais etapas de captura po-
dem envolver uma coluna de cromatografia, como uma coluna de proteina A.

[071]Em uma modalidade, o primeiro e o segundo meios filtrantes estao con-

tidos em compartimentos separados, em que o primeiro meio filtrante esta a
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montante do segundo meio filtrante. Com mais preferéncia, o primeiro e o segundo
meios filtrantes estdo contidos no mesmo compartimento.

[072]Em algumas modalidades, uma membrana microporosa nao funcionali-
zada de exclusao de tamanho € disposta entre o primeiro e o segundo meios filtrantes.
Uma membrana microporosa € definida acima. A membrana é ndo funcionalizada, o
que significa que a membrana é substancialmente desprovida (isto é, menos de 10, 1
ou mesmo 0,1 pmol por grama de membrana de exclusdo de tamanho n&o funciona-
lizada) de grupos quimicos funcionais de troca ibnica. A membrana € uma membrana
de exclusdo de tamanho, o que significa que ela retém as particulas essencialmente
por peneiragem mecanica. Quando incluida, a membrana de exclusdo de tamanho
nao funcionalizada vantajosamente tem um tamanho de poro no ponto de bolha, me-
dido de acordo com o método de teste ASTM No. F316-03, “Standard Test Methods
for Pore Size Characteristics of Membrane Filters by Bubble Point and Mean Flow Pore
Test,” menor do que o do segundo meio filtrante.

[073]Em uma modalidade, a membrana de exclusdo de tamanho n&o funcio-
nalizada compreende uma estrutura de poro assimétrica. Em uma modalidade, a
membrana de exclusdo de tamanho n&o funcionalizada compreende um gradiente ou
morfologia de poro em zonas multiplas, com o tamanho de poro diminuindo a partir da
superficie a montante em direcao a superficie a montante, para fornecer alta capaci-
dade de carregamento de particulas. Tipos de membranas microporosas de exclus&o
de tamanho nao funcionalizadas incluem aquelas descritas acima como substratos
adequados para o segundo meio filtrante.

[074]Em algumas modalidades, a presente descrigdo apresenta um disposi-
tivo filtrante que compreende um compartimento dotado de uma parede de topo, uma
parede de fundo, uma parede lateral genericamente cilindrica que se estende entre
a parede de topo e a parede de fundo, um elemento filtrante disposto no interior do

compartimento que compreende uma entrada e uma saida definindo uma trajetoria
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de fluxo de liquidos ao longo do elemento filtrante. A trajetéria de fluxo de liquidos
tem uma porgédo a montante adjacente a entrada e uma porgéo a jusante adjacente
a saida de modo que o fluido flui através do primeiro meio filtrante e, entdo, através
do segundo meio filtrante até a saida.

[075]Em uma modalidade, o primeiro e o segundo meios filtrantes podem ser,
cada um, individualmente, configurado como um disco plano ou lenticular. Em algu-
mas modalidades, o primeiro e o segundo meios filtrantes podem ser, cada um, indi-
vidualmente pregueados.

[076]De preferéncia, o primeiro e o segundo meios filtrantes estdo situados
em estreita proximidade, com mais preferéncia, o primeiro e o segundo meios filtran-
tes estdo alojados no interior do mesmo compartimento do filtro. Em uma modali-
dade, o primeiro e o segundo meios filtrantes sdo configurados como um disco plano
ou lenticular. Em algumas modalidades, o primeiro e o segundo meios filtrantes sao
pregueados juntos. Em uma modalidade, o segundo meio filtrante é enrolado em
torno de um nucleo e o primeiro meio filtrante € enrolado ao redor do segundo meio
filtrante. Alternativamente, o segundo meio filtrante é disposto sobre o primeiro meio
filtrante para formar uma constru¢do em multiplas camadas, sendo que uma camada
unica da constru¢do em multiplas camadas é enrolada em torno da circunferéncia
de um nucleo e ligada uma a outra e paralelas ao eixo geométrico do nucleo, sendo
que o segundo meio filtrante esta a jusante a partir do primeiro meio filtrante. Moda-
lidades exemplificadoras sdo mostradas nas Figuras a seguir.

[077]A Figura 1 apresenta um meio filtrante exemplificador 10, de acordo com
a presente descricdo, que compreende um primeiro meio filtrante 1 (n&o tecido com
grupos aménio quaternario) e um segundo meio filtrante 2 (membrana porosa com gru-
pos guanidila). Uma camada néo funcional opcional (n&o mostrada) como um filtro de
tamanho de particula, pode ser disposta entre o primeiro meio filtrante e o segundo meio

filtrante. Conforme mostrado, o meio filtrante 10 compreende uma pluralidade de pregas
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4. Em algumas modalidades, o meio filtrante pregueado 10 pode ser incorporado em
um dispositivo filtrante. Os exemplos de configuragdes de pregueamento e de disposi-
tivos filtrantes que compreendem meios pregueados pode ser encontrado, por exemplo,
na patente US n° 6.521.011 (Sundet et al).

[078]A Figura 2 representa uma vista em sec¢ao transversal interna de um dis-
positivo filtrante exemplificador 200 de acordo com a presente descricdo que compre-
ende a sequéncia de meios filtrantes na forma de uma célula filtrante lenticular. A célula
filtrante lenticular compreende duas se¢des de meios filtrantes semelhantes a disco,
identificadas como sequéncia de meios filtrantes 20A e sequéncia de meios filtrantes
20B, entre as quais se encontra um volume interno 25. A sequéncia de meios filtrantes
estende-se a partir da vedacao externa 27 até a vedacao interna 24 no nucleo central
26. Em conjunto, a sequéncia de meios filtrantes 20A e a sequéncia de meios filtrantes
20B sao chamadas de embalagem de meio filtrante. Em algumas modalidades, a em-
balagem de meio filtrante pode ser uma extenséo do tipo bolso do meio filtrante, por
exemplo, dobrada sobre si mesma, sem necessidade de uma vedagao externa. Quando
o fluxo de fluido procede do exterior do dispositivo filtrante 200 para o interior 25, a
superficie externa da sequéncia de meios filtrantes 20A e 20B (designada como 201 na
Figura 2) é o lado sujo ou lado a montante da sequéncia de meios filtrantes 20A e 20B
e a superficie interna da sequéncia de meios filtrantes 20A e 20B (designada como 202
na Figura 2) é o lado filtrado ou lado a jusante da sequéncia de meios filtrantes. Sob
tais condi¢des de fluxo de fluido, a primeira sequéncia de meios filtrantes 20A compre-
ende o primeiro meio filtrante 21A e o segundo meio filtrante 22A, ao passo que a se-
gquéncia de meios filtrantes 20B compreende o primeiro meio filtrante 21B e o segundo
meio filtrante 22B. Uma camada n&o funcional opcional (n&o mostrada) como um filtro
de tamanho de particula, pode ser disposta entre o primeiro meio filtrante e o segundo
meio filtrante.

[079]0O nucleo central 26 tem uma pluralidade de passagens radiais 28 em seu
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interior, que fornecem comunicagao fluida, em um modo radial, entre o interior 25 e a
disposicao da parte central 23. Um elemento separador 29 que, por exemplo, € com-
posto de uma pluralidade de nervuras, se estende a partir da disposi¢cao da parte central
23 para o interior 25 entre as sequéncias de meios filtrantes 20A e 20B. O elemento
separador 29 é um elemento néo filtrante que facilita o fluxo de fluido a partir do interior
25 através das passagens radiais 28 até a disposigdo da parte central 23. Adicional-
mente, o elemento separador 29 inibe a retracdo da sequéncia de meios filtrantes 20A
e 20B para o interior 25, por exemplo, devido a pressédo da sequéncia de meios filtrantes
20A e 20B quando o fluido é filtrado pela célula lenticular filtrante 200. Conforme repre-
sentado na Figura 2, o elemento separador 29 tem um diédmetro externo menor que o
didmetro externo das sequéncias de meios filtrantes 20A e 20B. Em algumas modali-
dades, o elemento separador 29 pode ter um didmetro externo igual a, ou ligeiramente
maior que o didmetro externo das sequéncias de meios filtrantes 20A e 20B, de modo
que o elemento separador 29 é encapsulado dentro da vedacao externa 27.

[080]Embora a Figura 2 seja descrita em uma operagdo na qual o fluxo de
fluido procede do exterior da célula lenticular para o interior, a célula lenticular pode
também ser operada na direcéo reversa, em que o fluxo de fluido procede de dentro
para fora. Quando o fluxo de fluido esta na direcdo acima descrita, a superficie 202
seria o lado sujo ou o lado a montante da sequéncia de meios filtrantes e a superficie
201 seria o lado filtrado ou o lado a jusante da sequéncia de meios filtrantes. Sob
essas condi¢des de fluxo de fluido, o primeiro meio filtrante estaria localizado no
interior da célula lenticular e o segundo meio filtrante estaria localizado a jusante do
primeiro meio filtrante.

[081]Exemplos células filtrantes lenticulares e métodos para sua preparacao
podem ser encontrados, por exemplo, na patentes US n°. 6.464.084 (Pulek);
6.939.466 (Pulek); 7.178.676 (Pulek et al.); e 6.712.966 (Pulek et al.); e nas publica-

¢Oes dos pedidos de patente n° 2011/0259812 (Marks et al.). As células filtrantes

Petic&o 870200067092, de 29/05/2020, péag. 39/73



26/54

lenticulares podem ser usadas, por exemplo, juntamente com sistemas filtrantes des-
critos na publicagéo de patente US n° 2011/0297604 (Bryan et al.).

[082]A Figura 3 é um dispositivo filtrante exemplificador 300 compreendendo
a capsula filtrante 33. A sequéncia de meios filtrantes 30 € encapsulada na capsula
filtrante 33, que compreende a entrada de fluido 35 e a saida de fluido 36. A valvula
de respiro 37 € usada para expelir ar do dispositivo filtrante, enquanto a valvula de
drenagem 38 € usada para drenar o dispositivo filtrante apos o uso. Conforme visto
em corte na Figura 3, o dispositivo filtrante compreende um nucleo interno perfurado
34 que se estende coaxialmente ao longo da capsula filtrante 33 conectando de ma-
neira fluida a sequéncia de meios filtrantes 30 a saida de fluido 36. A sequéncia de
meios filtrantes 30 € mostrada estendendo-se a partir da capsula filtrante 33 para mos-
trar os elementos do dispositivo filtrante, no entanto em uso, a sequéncia de meios
filtrantes esta situada entre o nucleo interno perfurado 34 e a periferia externa perfu-
rada 39, que pode ser vista nas Figuras 3 e 4. A entrada de fluido 35 esta em comu-
nicacao fluida com a periferia externa perfurada 39. Em operacéo, o fluido entra na
entrada de fluido 35, entdo sequencialmente passa através da periferia externa perfu-
rada 39, da sequéncia de meios filtrantes 30, do nucleo interno perfurado 34, e entao
sai pela saida de fluido 36. A periferia externa perfurada 39 pode ser uma rede, gaiola
perfurada, etc. usada para apoiar a sequéncia de meios filtrantes, especialmente em
operacoes de refluxo. Dependendo da construcao da sequéncia de meios filtrantes, o
dispositivo filtrante pode ndo compreender uma periferia externa perfurada.

[083]Dois cilindros de meio filtrante diferentes para uso na capsula filtrante 33
s&o mostrados nas Figuras 4 e 5.

[084]A Figura 4 representa uma vista em sec¢do transversal de uma modali-
dade de um dispositivo filtrante, em que a capsula de meio filtrante compreende uma
sequéncia de meios filtrantes compreendendo uma pluralidade de pregas 44. A se-

quéncia de meios filtrantes 40 situada entre a periferia externa perfurada 39 e o nucleo
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interno perfurado 34, compreende o primeiro meio filtrante 41 e o segundo meio fil-
trante 42. O segundo meio filtrante 42 esta posicionado a jusante do primeiro meio
filtrante 41, onde o fluxo de fluido procede da periferia externa perfurada 39, se des-
loca através da sequéncia de meios filtrantes 40 e entra no nucleo interno perfurado
34. Um exemplo de um mddulo de filtro compreendendo um cilindro de meio filtrante
compreendendo uma pluralidade de pregas pode ser encontrado, por exemplo, na
patente US n® 6.315.130 (Olsen).

[O85]A Figura 5 representa uma vista em se¢ao transversal de uma modalidade
alternativa de um dispositivo filtrante, em que a capsula de meio filtrante compreende
uma sequéncia de meios filtrantes enrolada em espiral em torno do nucleo interno perfu-
rado 34. A sequéncia de meios filtrantes 50 situada entre a periferia externa perfurada 39
e o0 nucleo interno perfurado 34, compreende o segundo meio filtrante 52 enrolado em
espiral em torno do nucleo interno perfurado 34 e o primeiro meio filtrante 51 enrolado em
espiral em torno do segundo meio filtrante 52. Conforme descrito, o fluido flui a partir da
periferia externa perfurada 39, através da sequéncia de meios filtrantes 50 e, entio, para
dentro do nucleo interno perfurado 34. Em algumas modalidades, uma camada de dre-
nagem pode ser adicionalmente fornecida para facilitar o fluxo de fluidos entre camadas
adjacentes da sequéncia de meios filtrantes.

[086]Em uma modalidade, o primeiro e o segundo meios filtrantes sdo encapsu-
lados com uma manta porosa para proporcionar apoio e ajudar no manuseio. Em aplica-
¢Oes de filtragdo, o primeiro e o segundo meios filtrantes podem ser dispostos vertical-
mente ou horizontalmente.

[087]A sequéncia de meios filtrantes da presente revelagdo pode ser usada
na purificacdo e/ou isolamento de biomateriais alvo a partir de um fluido biolégico.
Em uma modalidade, a sequéncia de meios filtrantes da presente descricdo pode
ser usada na purificagdo e/ou isolamento de proteinas positivamente carregadas,

com mais preferéncia, anticorpos monoclonais a partir de um fluido de colheita de
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um biorreator ou fermentador. Tipicamente, o fluido de colheita compreende, além
dos anticorpos monoclonais, células inteiras e fragmentos de células insoluveis, e
impurezas soluveis, incluindo impurezas de proteina, como proteinas de célula hos-
pedeira, DNA, e cromatina em um meio de cultura.

[088]0s anticorpos monoclonais sdo uma das proteinas terapéuticas mais
usadas na industria farmacéutica. Avancos no desenvolvimento de linhagens de cé-
lulas e na otimizagdo de processos de cultura celular tém permitido titulacbes de
anticorpo mais altas, o que aumenta a densidade de cultura de células e estende o
tempo de duragao da cultura. Isto se traduz em niveis mais altos de impurezas rela-
cionadas ao processo, como proteinas de célula hospedeira e DNA, lipidios, coloides
e fragmentos de células. Estes niveis de impureza mais altos apresentam desafios
para a recuperacao, purificacdo, e/ou concentracido do anticorpo monoclonal. Tipi-
camente, o processamento pds-colheita envolve a recuperagao primaria do anti-
corpo monoclonal, seguido pela captura do anticorpo monoclonal em uma coluna de
cromatografia (como cromatografia de troca catidnica ou proteina A), seguido pela
eluicdo (e concentragédo) do anticorpo monoclonal capturado a partir da coluna de
cromatografia, o eluato e polimento do eluato.

[089]Cromatografia por afinidade de proteina A é preferencial para captura
devido a interagdo altamente especifica da proteina A com anticorpos monoclonais.
Como as colunas de proteina A sao relativamente caras, € importante reduzir as
impurezas no caldo coletado antes da exposicao a coluna de proteina A para otimi-
zar sua vida util. Além disso, algumas impurezas podem ser retidas pela coluna de
proteina A e eluidas com o eluato de anticorpo monoclonal, resultando em polimento
adicional e/ou mais agressivo do eluato.

[090]Fragmentos de células genericamente referem-se a componentes inso-
luveis de células lisadas (decompostas), incluindo lipidios de parede celular, lisosso-

mas, vesiculas e similares) e agregados proteinaceos. Tipicamente, fragmentos de
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células sao materiais maiores e de carga predominantemente negativa que podem
obstruir os filtros. A turvacdo € uma maneira de medir a concentragdo dos fragmentos
de células em um fluido, na qual quanto maior o valor de turbidez, maior o numero de
fragmentos de células presentes. Em uma modalidade, o fluido de colheita ou o fluido
de cultura de células tem uma turbidez de ao menos 40, 60, 80 ou mesmo 100 NTU
(unidade de turbidez nefelométrica) e de no maximo 500, 400, 200, ou mesmo
150 NTU. Apds passar pelos meios filtrantes da presente invencgao, a turbidez do fil-
trado é frequentemente menor que 15, 10, 5, ou mesmo 2 NTU.

[091]As proteinas indesejadas, como impurezas de proteina e proteinas de
célula hospedeira, estdo também tipicamente presentes no fluido de colheita. Em
uma modalidade, o fluido de colheita ou o fluido de cultura de células tem uma con-
centracao de proteina de célula hospedeira de ao menos 50.000; 100.000 ou mesmo
200.000 ng/ml e de no maximo 2.000.000; 1.000.000; ou mesmo 500.000 ng/ml. Es-
sas proteinas soluveis sao de natureza menor e precisam ser separadas dos anti-
corpos monoclonais.

[092]0O DNA é uma sequéncia de nucleotideos, que é o modelo para replica-
¢ao da célula. Em uma modalidade, o fluido de colheita ou o fluido de cultura de
células tem uma concentragdo de DNA de ao menos 10%, 108, 107, 108, ou mesmo
10° picogramas/ml. Apds passar pela sequéncia de meios filtrantes da presente in-
vengao, o DNA do filtrado pode ser reduzido por um valor de redugao logaritmica de
3 ou mais, muitas vezes uma reducgao logaritmica de 4 ou mais, e mesmo um valor
de reducéo logaritmica de 8 ou mais.

[093]Para isolar e/ou purificar a biomicromolécula alvo, como o anticorpo mono-
clonal, cada um dos contaminantes precisa ser removido em niveis suficientes. Frequen-
temente, o meio de cultura compreende tampdes, eletrélitos, e/ou agucares, que podem
afetar o desempenho do filtro. Em uma modalidade, o fluido de colheita ou o fluido de

cultura de células tem uma condutividade de ao menos 10 milliSiemens/cm (mS/cm), ou
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mesmo 15 mS/cm, e no maximo ndo mais que 25 mS/cm ou mesmo 35 mS/cm. Em al-
gumas modalidades, em que a sequéncia de meios filtrantes é usada no processo de
purificagéo e/ou isolamento, o fluido de entrada (isto €, o fluido a ser filtrado) pode ter uma
condutividade mais alta ou mais baixa, dependendo das etapas de processamento ante-
riores. Em uma modalidade, o fluido de entrada tem uma condutividade de ao menos
1 mS/cm, ou mesmo 0,5 mS/cm, e de ao menos ndo mais que 40 mS/cm ou mesmo
50 mS/cm. As vezes, durante o isolamento/purificacdo tradicional de anticorpos monoclo-
nais, a solugéo de processo é diluida para diminuir a concentragao iénica, ja que as ele-
vadas concentragcdes de sal podem interferir com certas técnicas, como troca ibnica.

[094]Descobriu-se, no presente pedido, que quando um substrato nao tecido
funcionalizado com um grupo aménio quaternario € colocado a montante de uma
membrana microporosa funcionalizada com ligantes contendo grupos guanidina ou
biguanida, um dispositivo filtrante pode ser adaptado para ter uma alta capacidade
de purificagdo de fragmentos de células do fluido, alta capacidade para redugao
substancial de DNA do fluido, e um alto grau de redugao de proteina de célula hos-
pedeira, ao mesmo tempo em que também minimiza o numero de etapas de pro-
cesso.

[095]Quando usado na purificagdo de anticorpos monoclonais, o primeiro meio
filtrante pode servir para remover células inteiras e fragmentos de células, e contaminan-
tes soluveis como DNA e algumas proteinas de célula hospedeira. O segundo meio fil-
trante compreende grupos guanidila que podem ligar-se a contaminantes negativamente
carregados, particularmente proteinas de célula hospedeira negativamente carregadas,
permitindo a passagem de materiais positivamente carregados, como anticorpos mono-
clonais (mAD).

[096]Em uma modalidade, a sequéncia de filtracdo da presente descrigao
pode ser usada para remover eficazmente fragmentos de células, DNA e proteina de

célula hospedeira, na presenca de altas concentragcbes de sal, permitindo a
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purificacdo e/ou isolamento de biomacromoléculas alvo, como mAbD.

[097]Conforme sera ilustrado nos Exemplos abaixo, descobriu-se que o em-
prego de uma constru¢gdo de multiplas camadas que compreende o primeiro meio fil-
trante a montante do segundo meio filtrante, surpreendentemente produz melhor rendi-
mento em comparagao com os filtros que compreendem somente grupos aménio qua-
ternario ou grupos guanidila. Também se descobriu que a combinagdo destes dois
meios filtrantes, em que o primeiro meio filtrante esta a montante a partir do segundo
meio filtrante, proporciona um rendimento melhorado e pode aumentar a vida util da
combinacado de meio filtrante. O rendimento melhorado pode resultar ndo apenas do
rendimento melhorado através dos meios filtrantes, mas também da remoc¢ao de uma
ou mais etapas do processo de purificagdo ou isolamento de um material biolégico, e/ou
reducdo mais eficaz dos contaminantes para minimizar a exposi¢ao aos mesmos em
processos a jusante, aumentando assim a vida util do componente a jusante. Quando
instalado no comego do processo de purificacdo de proteina, por exemplo, durante a
clarificagéo inicial do fluido de cultura celular colhido, ou um centrifugado do mesmo, os
meios filtrantes da presente invengdo podem, também, servir para limitar o tempo de
exposicao da proteina alvo (por exemplo, mAb) aos contaminantes do fluido (por exem-
plo, enzimas protease), que podem degradar a qualidade da proteina alvo.

[098]Modalidades exemplificadoras da presente descri¢do incluem as seguintes
modalidades n&o limitadoras.

[099]Modalidade 1. Sequéncia de meios filtrantes, caracterizada pelo fato de que
compreende:

(i) um primeiro meio filtrante compreendendo um substrato ndo tecido de troca
anidnica, sendo que o substrato ndo tecido de troca anidnica compreende uma plura-
lidade de grupos aménio quaternario; e

(if) um segundo meio filtrante compreendendo uma membrana microporosa fun-

cionalizada, sendo que a membrana microporosa funcionalizada compreende uma
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pluralidade de grupos guanidila;

sendo que o primeiro meio filtrante esta posicionado a montante do segundo
meio filtrante.

[0100]Modalidade 2. Sequéncia de meios filtrantes da modalidade 1, em que o
primeiro meio filtrante compreende ao menos 0,1 mmol de grupos amoénio quaternario
por grama do primeiro meio filtrante.

[0101]Modalidade 3. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer
das modalidades anteriores, em que o segundo meio filtrante compreende ao menos
0,01 mmol de grupos guanidila por grama do segundo meio filtrante.

[0102]Modalidade 4. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer das
modalidades anteriores, em que o substrato n&o tecido de troca aniénica tem um didme-
tro eficaz de fibra de 1 a 6 micrébmetros.

[0103]Modalidade 5. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer
das modalidades anteriores, em que o segundo meio filtrante tem um tamanho de
poro de fluxo médio de 0,1 a 5 microbmetros.

[0104]Modalidade 6. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer
das modalidades anteriores, em que o primeiro meio filtrante compreende um poli-
mero enxertado na superficie de um substrato ndo tecido, sendo que o polimero com-
preende unidades monoméricas interpolimerizadas de:

(a) 80 a 98%, em peso, de um mondmero de aminoalquil(meta)acriloila;

(b) 2 a 20%, em peso, de um mondémero de poli(éxido de alquileno); e

(c) 0 a 10%, em peso, de um segundo mondmero hidrofilico.

[0105]Modalidade 7. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer das
modalidades 1 a 6, em que o segundo meio filtrante compreende um polimero enxertado
na superficie de um substrato ndo tecido, sendo que o polimero compreende unidades
monomeéricas interpolimerizadas de:

(@) 10 a 50%, em peso, de um mondmero ligante contendo amodnio
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quaternario;

b) 10 a 80%, em peso, de um mondmero de amida;

(c) 10 a 40%, em peso, de um mondmero Oxi; e

(d)0 a 30%, em peso, de um monémero de poli (6xido de alquileno).

[0106]Modalidade 8. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer
das modalidades anteriores, em que a membrana microporosa funcionalizada com-
preende uma membrana TIPS.

[0107]Modalidade 9. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer das
modalidades 1 a 8, em que a membrana microporosa funcionalizada compreende uma
membrana SIPS.

[0108]Modalidade 10. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qual-
quer das modalidades anteriores, em que a membrana microporosa funcionalizada
compreende um monémero de (met)acriloila guanidila-funcional enxertado via radi-
cais livres, em que o monémero de (met)acriloila guanidila-funcional enxertado via

radicais livres compreende ao menos um dentre:

R' O 3 r NR3 I|?3
:l_“_x1 R2-N { N;IA,—R4

J_ELXLR%_;N ) [ N}Fg

em que

R' é H ou alquila C1-Cg4;

R2? é um grupo (hetero)hidrocarbila;

cada R? é, independentemente, H ou hidrocarbila;
R#* é H, alquila C1-C12 ou —=N(R3)z;

R® é H ou hidrocarbila;

X' é —O- ou —NR3-,

oélouie
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né1ou?2.

[0109]Modalidade 11. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com a modali-
dade 10, em que o monémero de (met)acriloila guanidila-funcional enxertado via radicais
livres é enxertado em uma camada primer disposta sobre uma membrana microporosa,
em que a camada primer compreende um polimero de poliamina reticulado tendo grupos
polimerizaveis etilenicamente insaturados, em que o polimero de poliamina reticulado
tendo grupos polimerizaveis etilenicamente insaturados é um produto de reagao de: (a)
um polimero de poliamina; (b) um agente de reticulag&o polifuncional para o polimero de
poliamina; e (c) um monémero que tem um grupo funcional reativo de amina e um grupo
polimerizavel etilenicamente insaturado.

[0110]Modalidade 12. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com a moda-
lidade 10 ou 11, em que o mondmero de (met)acriloila guanidila-funcional enxertado
via radicais livres € enxertado em uma membrana microporosa na presenca de um
fotoiniciador do tipo Il.

[0111]Modalidade 13. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qual-
quer das modalidades anteriores, em que o primeiro meio filtrante é colocado em
contato com o segundo meio filtrante.

[0112]Modalidade 14. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer
das modalidades anteriores, compreendendo um artigo multicamadas, em que o artigo
multicamadas compreende o primeiro meio filtrante e o segundo meio filtrante.

[0113]Modalidade 15. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com qualquer
das modalidades anteriores, que compreende adicionalmente um meio filtrante ndo
funcionalizado disposto entre o primeiro meio filtrante e o segundo meio filtrante.

[0114]Modalidade 16. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com a mo-
dalidade 15, em que o meio filtrante ndo funcionalizado € uma membrana de exclu-
sao de tamanho microporosa nao funcionalizada.

[0115]Modalidade 17. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com a
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modalidade 16, em que a membrana de exclusdo de tamanho microporosa n&o funci-
onalizada tem uma estrutura de poro assimétrica.

[0116]Modalidade 18. Sequéncia de meios filtrantes, de acordo com a moda-
lidade 16, em que a membrana de exclusdo de tamanho microporosa nao funcionali-
zada tem um tamanho de poro de fluxo médio menor que o segundo meio filtrante.

[0117]Modalidade 19. Dispositivo filtrante que compreender:

uma entrada de fluido;

uma saida de fluido; e

um meio filtrante conectando de maneira fluida a entrada de fluido e a saida
de fluido, sendo que o meio filtrante compreende (i) um primeiro meio filtrante com-
preendendo um substrato ndo tecido de troca anibnica, sendo que o substrato ndo
tecido de troca anidénica compreende uma pluralidade de grupos amdnio quaternario;
e (ii) um segundo meio filtrante compreendendo uma membrana microporosa funci-
onalizada, sendo que a membrana microporosa funcionalizada compreende uma
pluralidade de grupos guanidila; e sendo que o primeiro meio filtrante esta posicio-
nado a montante do segundo meio filtrante, os meios filtrantes.

[0118]Modalidade 20. Dispositivo filtrante, de acordo com a modalidade 19, em
que o meio filtrante € formado em um cilindro de meio filtrante que compreende uma
pluralidade de pregas.

[0119]Modalidade 21. Dispositivo filtrante, de acordo com a modalidade 19,
em que o segundo meio filtrante € enrolado em torno do nucleo e o primeiro meio
filtrante € enrolado em torno do segundo meio filtrante.

[0120]Modalidade 22. Dispositivo filtrante, de acordo com a modalidade 19, em
que o dispositivo filtrante adicionalmente compreende

um elemento separador;

uma vedacao de borda;

sendo que o elemento separador compreende

Petic&o 870200067092, de 29/05/2020, péag. 49/73



36/54

um nucleo central em comunicacéo fluida com a entrada de fluido;

um primeiro lado e

um segundo lado; e

sendo que o meio filtrante compreende adicionalmente

um primeiro disco médio posicionado sobre o primeiro lado do elemento se-
parador e que tem uma borda circunferencial externa e uma borda circunferencial in-
terna; e

um segundo disco médio posicionado sobre o segundo lado do elemento se-
parador e que tem uma borda circunferencial externa e uma borda circunferencial in-
terna; e

sendo que as bordas circunferenciais externas do primeiro e do segundo dis-
cos de meio sdo conectadas através da vedagao de borda e as bordas circunferenciais
internas do primeiro e segundo discos de meio sdo conectadas a um nucleo central e
sendo que o lado a montante do primeiro e segundo discos de meio compreende o
primeiro meio filtrante.

[0121]Modalidade 23. Método de fabricagdo de um fluido biolégico, sendo o mé-
todo caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) fornecer o fluido biolégico, sendo que o fluido biolégico compreende uma bi-
omolécula alvo e contaminantes, e

(b) colocar o fluido biolégico em contato com a sequéncia de meios filtrantes,
de acordo com qualquer das modalidades anteriores, para obter um filtrado.

[0122]Modalidade 24. Método, de acordo com a modalidade 23, em que o
fluido biolégico tem uma condutividade de ao menos 10 mS/cm.

[0123]Modalidade 25. Método, de acordo com qualquer modalidade 23 ou
24, em que o fluido biolégico tem uma turbidez de ao menos 40 NTU.

[0124]Modalidade 26. Método, de acordo com qualquer das modalidades 23

a 25, em que o fluido biolégico tem uma concentragdo de proteina de célula
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hospedeira de 100.000 ng/ml a 2.000.000 ng/ml.

[0125]Modalidade 27. Método, de acordo com qualquer das modalidades 23
a 26, em que o fluido bioldgico tem uma concentragdo de DNA de ao menos 10° pg/ml.

[0126]Modalidade 28. Método, de acordo com qualquer das modalidades 23
a 27, em que o filtrado tem uma turbidez inferior a 15 NTU.

[0127]Modalidade 29. Método, de acordo com qualquer das modalidades 23
a 28, em que o fluido biolégico tem uma primeira concentragdo de proteina de célula
hospedeira e o filtrado tem uma segunda concentragao de proteina de célula hospe-
deira, sendo que a segunda concentracdo de proteina de célula hospedeira é ao me-
nos 50% menor que a primeira concentragao de proteina de célula hospedeira.

[0128]Modalidade 30. Método, de acordo com qualquer das modalidades 23
a 29, em que o fluido biolégico tem uma primeira concentragdo de DNA e o filtrado
tem uma segunda concentragdo de DNA, sendo que a segunda concentragdo de
DNA ¢é ao menos 3 logs menor que a primeira concentragao de DNA.

[0129]Modalidade 31. Método, de acordo com qualquer das modalidades 23
a 30, que compreende adicionalmente colocar o filtrado em contato com uma coluna
de cromatografia funcionalizada com Proteina A.

[0130]Modalidade 32. Método, de acordo com qualquer das modalidades de
23 a 31, sendo que a biomolécula alvo € uma proteina.

[0131]Modalidade 33. O método, de acordo com a modalidade 32, em que a
biomolécula alvo é uma proteina positivamente carregada.

[0132]Modalidade 34. Método, de acordo com a modalidade 33, em que a prote-
ina positivamente carregada € um anticorpo monoclonal.

Exemplos

[0133]Exceto onde especificado em contrario, todas as partes, porcentagens, ra-
z0es, etc., citadas nos exemplo e nas demais partes deste relatorio descritivo sdo dadas

em peso e todos os reagentes usados nos exemplos foram obtidos ou estao disponiveis
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junto a fornecedores para produtos quimicos em geral como, por exemplo, a Sigma-Al-
drich Company, Saint Louis, Missouri, EUA, ou podem ser sintetizados por métodos con-
vencionais.

[0134]Estas abreviagdes sao usadas nos exemplos a seguir: cm = centimetro;
g = gramas; mL = mililitro; min = minutos; yL = microlitros; mmol = milimols; w = peso;
pg = picogramas; kPa = quilopascais kV=quilovolts; kGy = quilogray; e °C = graus
Celsius.

Materiais

[0135]Cloreto de metacrilamido propil trimetii aménio (MAPTAC, 50%
peso/peso de solugdo em agua), metileno bisacrilamida (MBA), benzofenona, e me-
tanol foram obtidos junto a Sigma-Aldrich.

[0136]Sal sodico de 4-(3-sulfopropiloxi)benzofenona (S-PB) pode ser prepa-
rado conforme descrito na patente japonesa n° 47040913, Teijin Ltd.

[0137]N-(3-dimetilaminopropil)metacrilamida (DMAPMA) e N-vinil pirrolidona
(NVP) foram obtidos junto a TCIl Americas, Inc, Portland, Oregon, EUA.

[0138]Metacrilato de isocianatometila - sulfato sédico de agmatina (IEM-Ag) pode
ser preparado conforme descrito na publicacado de patente US n° 2011-0033633.

[0139]Metacrilato de glicidila (GMA) foi obtido junto a Dow Chemical Corpo-
ration, Deer Park, Texas, EUA.

[0140]Substratos de membrana de nailon (n°® 080ZN, membrana de nailon-
6,6 reforgada, tamanho de poro nominal 0,8 micrometro) foram obtidos de 3M Puri-
fication, Inc., Meriden, CT, EUA.

[0141]Substratos de microfibra soprada de polipropileno (PP BMF) foram
preparados por meio de um processo de fusdo e sopro e tinham um diametro eficaz
de fibra de 4,3 micrébmetros, peso base de 90 gramas por metro quadrado, e 10% de

solidez.

Medicdes
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Porcentagem de massa de polimero enxertado e medicdo de densidade do

enxerto para nao tecidos funcionais

[0142]Para os nao tecidos funcionais descritos a seguir, a porcentagem de
massa de polimero funcional enxertado foi medida conforme exposto a seguir. Ao
menos cinco discos de 47 mm de didametro foram cortados em matriz a partir de uma
amostra de ndo tecido seco funcional. Os discos foram submetidos a secagem a um
peso constante em uma balanga analisadora de umidade (Mettler-Toledo MJ33 dis-
ponivel junto a Mettler-Toledo, LLC, Columbus, Ohio, EUA) a 90°C, e o peso seco
constante foi registrado mr. A massa de uma area igual de substrato PP BMF foi
registrada como m;. A porcentagem de massa de polimero enxertado foi, entdo, cal-
culada como

% em massa de polimero enxertado=ﬂ—i-;% * 100%.

[0143]A porcentagem de massa de polimero funcional enxertado foi subse-
quentemente usada para estimar o numero de milimols de monémero enxertado no
substrato ndo tecido, multiplicando-se a porcentagem de massa de polimero funcional
pela massa total de uma amostra de area conhecida, multiplicando-se o resultado pela
porcentagem de massa de mondmero funcional ligante na solugéo para revestimento
com respeito ao mondémero total, e dividindo-se pelo peso molecular do monémero
funcional ligante. A densidade de enxerto foi, entdo, normalizada mediante a diviséo
pela massa original do substrato ndo tecido e expressa como milimols de monémero
enxertado por grama de substrato (mmol/g).

Medicio de densidade de enxerto para membranas funcionais

[0144]Substratos de membrana de nailon foram equilibrados por um periodo mi-
nimo de 18 horas em uma camara de baixa umidade (Sanpia Dry Keeper, Sanplatec Cor-
poration, disponivel junto a VWR International) a uma umidade relativa (UR) de 20 a 25
por cento (%), antes de serem enxertados. Os substratos foram removidos da cdmara de

baixa umidade, imediatamente pesados, e, entdo, submetidos a uma reagao de enxertia

Petica0 870200067092, de 29/05/2020, pég. 53/73



40/54

via radical livre, conforme descrito abaixo para uma variedade de mondmeros contendo
grupos funcionais ligantes. Apos um processo de lavagem e secagem, os substratos fo-
ram equilibrados novamente na cdmara de baixa umidade por um periodo minimo de 18
horas, foram removidos da camara e novamente pesados imediatamente para obter uma
medi¢cao de ganho de massa durante a reagéo de enxertia. O ganho de massa foi sub-
sequentemente usado para estimar o numero de milimols de monémero enxertado no
substrato de membrana mediante a divisdo do ganho de massa pelo peso molecular do
mondmero. A densidade de enxerto foi, entdo, normalizada mediante a divisdo pela
massa original do substrato de membrana e expressa como milimols de monémero en-
xertado por grama de substrato (mmol/g).

pH e condutividade

[0145]0s valores de pH e condutividade de fluidos de desafio foram carac-
terizadas com o uso de um medidor de pH e eletroquimico Beckman Coulter pHI 570
disponivel junto a Beckman Coulter, Inc, Brea, California, EUA.

Turbidez

[0146]Em experimentos de filtracdo, a turbidez dos fluidos de desafio e dos flui-
dos processados foi medida com o uso de um turbidimetro (disponivel sob a designagéo
comercial de “ORION AQUAFAST AQ4500 TURBIDIMETER” junto a Thermofisher Sci-
entific). O turbidimetro fornece valores de turbidez em unidades nefelométricas de turbi-
dez (NTU).

Quantificagéo de concentracdo de proteina da célula hospedeira (HCP) através

de ELISA

[0147]A quantificagdo de HCP de CHO foi realizada com o uso de um ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay) es-
pecifico para HCP de CHO (Kit ELISA para HCP de CHO, 3G, obtido junto a Cygnus
Technologies, Southport, NC, EUA). Antes da analise, as amostras foram diluidas com

tampao (Tampéo de diluigdo de amostra obtido junto a Cygnus Technologies) para
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obter uma concentragao dentro da faixa da curva de calibragéo.

[0148]Uma % de redugao de HCP é registrada, sendo ela a concentragao de
HCP determinada pela diferenga da concentragdo de HCP no fluido de desafio (cen-
trifugado de CHO) menos a concentracdo de HCP no filtrado dividida pela concentra-
¢ao de HCP no fluido de desafio (centrifugado de CHO) e relatada como uma porcen-
tagem.

Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio

(SDS-PAGE)

[0149]Aliquotas para eletroforese ndo nativa foram dissolvidas em um tamp&o de

amostra de proteina pré-misturada (tamp&o de amostra Laemmli 2X disponivel junto a
Biorad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA) contendo beta-mercaptoetanol. As amos-
tras foram executadas a 200 volts durante 30 minutos em um gel de Tris-glicina 12% preé-
moldado (disponivel sob a designagéo comercial de “CRITERION TGX PRECAST GEL”,
junto a Biorad Laboratories Inc.) para separar as varias proteinas na aliquota. Concluida
a eletroforese, o gel foi corado com o uso de um kit de coloragdo com prata ThermoFisher
Scientific.

Quantificacdo de concentracido de DNA

[0150]A quantificagdo de DNA de CHO foi realizada através da reag&o quan-
titativa em cadeia de polimerase (QPCR) usando um ensaio especifico para DNA de
CHO (disponivel sob a designacdo comercial de “RESDNASEQ QUANTITATIVE
CHO DNA KIT” junto a ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Antes da
gPCR, o DNA foi isolado das amostras usando-se um kit de preparagéao (disponivel
sob a designagao comercial “PREPSEQ RESIDUAL DNA SAMPLE PREPARATION
KIT” junto a ThermoFisher Scientific) para evitar interferéncia de componentes de
meio de cultura de células.

[0151]A redugéo de DNA é relatada como um LRV (valor de redugao logaritmica),

em que a concentragdo de DNA determinada no filtrado foi dividida pela concentragao de
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DNA no fluido de desafio (centrifugado de CHO) e, entdo, o logaritmo base 10 do quoci-
ente foi considerado.

Preparacdo dos materiais

Membrana 1: Membrana funcional de aménio quaternario

[0152]Uma membrana de amdnio quaternario funcional (“Q-funcional”) 1 foi
preparada da seguinte forma. Solugdo para revestimento: Uma solug&o para reves-
timento foi preparada misturando-se MAPTAC (3,532 gramas da solugao 50%
peso/peso de solugdo em agua) e S-BP (250 microlitros de uma solugéo 0,05 g/ml
em agua deionizada), e ent&o diluindo até um total de 20 gramas com agua deioni-
zada.

[0153]Preparagao: Um substrato de membrana de nailon de 18 cm x 23 cm
foi colocado sobre uma folha de filme de poliéster e a solugao para revestimento foi
pipetada sobre a superficie de topo do substrato. A solucédo para revestimento foi
deixada embeber no substrato por cerca de 1 minuto, e entdo uma segunda folha de
filme de poliéster foi colocada sobre o topo do substrato. Um peso cilindrico de
2,28 kg foi rolado sobre o topo do sanduiche de trés camadas resultante para remo-
ver o excesso de solugéo para revestimento. A enxertia iniciada com ultravioleta (UV)
foi conduzida por irradiagdo do sanduiche com o uso de um suporte de UV (Classic
Manufacturing, Inc., Oakdale, MN, EUA), equipado com 18 |ldampadas [Sylvania RG2
40W F40/350BL/ECO, 10 acima e 8 abaixo do substrato, 1,17 metros (46 polegadas)
de comprimento, com espagamento de 5,1 cm (2 polegadas) no centro], com um
tempo de irradiagdo de 15 minutos. As folhas de poliéster foram removidas e o subs-
trato funcionalizado resultante foi colocado em um frasco de polietileno de 1000 mL.
O frasco foi preenchido com 0,9 por cento (%) de solug&o salina, vedado e sacudido
por 30 minutos para retirar por lavagem qualquer mondémero residual ou polimero
nao enxertado. A solugéo salina foi despejada e o substrato funcionalizado foi lavado

por mais 30 minutos com uma solucao salina sem uso prévio e, entao, lavada por 30
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minutos com agua deionizada (2 vezes) e deixada secar.
[0154]A densidade de enxerto da membra funcional 1 foi de 0,53 mmol/g.

Membrana 2A: Membrana funcional de guanidila

[0155]Uma membrana funcional de guanidila 2 (“G-funcional”) foi preparada da
seguinte forma. Soluc¢do para revestimento: Uma solugéo para revestimento foi prepa-
rada misturando-se |IEM-Ag (3,5 gramas), MBA (0,07 grama) e benzofenona
(0,125 grama), e entao diluindo-se até um total de 25 gramas com metanol. A mistura foi
agitada por 30 minutos em ent&o, filtrada. Um substrato de membrana de nailon foi, ent&o,
revestido com a solug&o para revestimento, irradiado, lavado e submetido a secagem,
conforme descrito acima para a preparagdao da membrana 1. A densidade de enxerto da
membrana funcional 2A foi de 0,51 mmol/g.

Membrana 2B: Membrana funcional de guanidila

[0156]Uma membrana funcional de guanidila 2B (“G-funcional”) foi prepa-
rada seguindo o procedimento descrito no pedido de Patente US n° 2012/0252091,
Exemplo 42.

Membrana 3: Membrana funcional de amina terciaria

[0157]Uma membrana funcional de amina terciaria 3 (“T-funcional”) foi preparada
da seguinte forma. Solug&o para revestimento: Uma solugéo para revestimento foi pre-
parada misturando-se DMAPMA (0,851 grama) e S-BP (250 microlitros de uma solugéo
0,05 g/ml em agua deionizada), e entéo, diluindo até um total de 20 gramas com agua
deionizada. Um substrato de membrana de nailon foi, entdo, revestido com a solucao
para revestimento, irradiado, lavado e submetido a secagem, conforme descrito acima
para a prepara¢ao da membrana 1. A densidade de enxerto da membrana funcional 3 foi
de 0,41 mmol/g.

N&o tecido 1: Nao tecido funcional de aménio quaternario

[0158]Um n&o tecido de amdbnio quaternario funcional 1 (“Q-funcional”) foi

preparado seguindo o procedimento descrito na patente US 2015/0099413. Solugéo
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para revestimento: Uma solugao para revestimento foi preparada misturando-se so-
lugdo aquosa de MAPTAC (50% peso/peso de solugdo em agua), NVP, GMA, e agua
deionizada para preparar uma solucédo aquosa contendo 9%, em peso, de monémero
de MAPTAC, 11%, em peso, de NVP, 6%, em peso, de GMA e 74%, em peso, de
agua. A solugao para revestimento foi purgada de ar pela abertura repetida da
tampa, e sacudindo-se a solugao sob atmosfera de nitrogénio em uma caixa de lu-
vas.

[0159]Preparacédo: Uma folha de substrato de BMF PP de 30 cm x 43 cm foi
purgada de ar na caixa de luvas e inserida em uma bolsa plastica resselavel que foi
vedada. A bolsa vedada foi entdo removida da caixa de luvas e irradiada até um nivel
de dose de 40 kGy por passagem da mesma através de um feixe de elétrons Energy
Sciences, Inc. ‘Electrocurtain’ CB-300 em uma operagao de passagem unica a uma
velocidade da manta de aproximadamente 5,5 metros por minuto (18-19 pés por mi-
nuto) e uma tensao elétrica de aceleragao de 300 kV. A bolsa vedada foi, entdo, devol-
vida a atmosfera de nitrogénio dentro da caixa de luvas. A bolsa foi aberta e uniforme-
mente saturada com 110 gramas da solugéo para revestimento purgada com nitrogénio,
e a bolsa foi novamente vedada apds a maior parte do nitrogénio ter sido expelido.
Durante essas etapas, o nivel de oxigénio dentro da caixa de luvas foi em geral mantido
abaixo de 40 partes por milhdo (ppm). A amostra foi mantida plana na bolsa e saturada
com solucéo para revestimento por cerca de 16 horas. O ndo tecido funcionalizado foi,
entdo, removido, lavado, e submetido a secagem, conforme descrito na patente US
2015/0099413. A porcentagem de massa de polimero funcional enxertado foi de 62 por
cento (%), correspondendo a uma densidade de enxerto de MAPTAC de 0,25 mmol/g
de nao tecido funcionalizado ou 0,66 mmol/g de substrato n&o tecido.

Nao tecido 2: Nao tecido funcional de guanidila

[0160]Um nao tecido funcional de guanidila 2 (“G-funcional”) foi preparado da

seguinte forma. Solugdo para revestimento: Uma solugdo para revestimento foi
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preparada contendo 9%, em peso, de IEM-Ag, 11%, em peso, de NVP, 6%, em peso,
de GMA e 74%, em peso, de agua deionizada.

[0161]Preparagao: Um substrato BMF PP foi, entdo, revestido de modo
inerte, irradiado, lavado, e submetido a secagem, conforme descrito anteriormente
para a preparagao do ndo tecido 1. A porcentagem em massa de polimero funcional
enxertado foi de 69 por cento (%), correspondendo a uma densidade de enxerto de
IEM-Ag de 0,16 mmol/g de n&o tecido funcionalizado ou 0,52 mmol/g de substrato
nao tecido.

Nao tecido 3: Nao tecido funcional de amina terciaria

[0162]Um nao tecido funcional de amina terciaria 3 (“T-funcional”) foi prepa-
rado da seguinte forma. Solugao para revestimento: Uma solug¢ao de revestimento foi
preparada contendo 9%, em peso, de DMAPMA, 11%, em peso, de NVP, 6%, em
peso, de GMA e 74%, em peso, de agua deionizada.

[0163]Preparagao: Um substrato BMF PP foi, entdo, revestido de modo
inerte, irradiado, lavado, e submetido a secagem, conforme descrito anteriormente
para a preparagao do ndo tecido 1. A porcentagem em massa de polimero funcional
enxertado foi de 61 por cento (%), correspondendo a uma densidade de enxerto de
DMAPMA de 0,32 mmol/g de n&o tecido funcionalizado ou 0,84 mmol/g de substrato
nao tecido.

Fluidos de desafio

[0164]Uma cultura de células de ovario de hamster chinés foi preparada com
0 uso de técnicas padrao de cultura celular. O fluido de colheita foi coletado, centri-
fugado, e, entdo, testado quanto a condutividade ou PH, turbidez, e concentragéo
de HCP por ELISA. Varias culturas foram usadas nos experimentos da presente in-
vencgao e os perfis de cada uma sio descritos abaixo.

[0165]Centrifugado de CHO 1: Uma cultura de células CHO foi coletada a uma

densidade celular de 5x10° células/ml e uma viabilidade de aproximadamente 20%. O
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fluido de colheita foi centrifugado (centrifuga Jouan GR4.22 disponivel junto a Ther-
mofisher Scientific) por aproximadamente 4 minutos a 4000 rpm, produzindo um fluido
de centrifugado com uma turbidez de 85,2 NTU, uma concentragdo de HCP de
169,596 nanogramas por mililitro (ng/ml) e uma condutividade de 11,8 mS/cm.

[0166]Centrifugado de CHO 2: A cultura de células CHO foi coletada a uma
densidade celular de 1x108 células/ml, uma viabilidade de aproximadamente 60 e
uma concentracédo de mAb de 0,5 mg/ml. O fluido de colheita foi centrifugado (cen-
trifuga Jouan GR4.22 disponivel junto a Yhermofisher Scientific) por aproximada-
mente 8 minutos a 4000 rpm, produzindo um fluido de centrifugado com uma turbi-
dez de 83,4 NTU, uma concentragdo de HCP de 255,688 nanogramas por mililitro
(ng/ml), uma concentragdo de DNA de 2,41x10% pg/ml, e uma condutividade de
16,9 mS/cm.

[0167]Centrifugado de CHO 3: A cultura de células CHO foi coletada a uma con-
centracdo de células de aproximadamente 1x107 células/ml e uma viabilidade de aproxi-
madamente 20%. O fluido foi centrifugado, produzindo um centrifugado com uma turbidez
de 81,0 NTU, uma concentragdo de HCP de 259,840 nanogramas por mililitro (ng/ml), e
um pH de 6,8.

[0168]Centrifugado de CHO 4: A cultura de células CHO foi coletada a uma con-
centracdo de células de aproximadamente 1x107 células/ml e uma viabilidade de aproxi-
madamente 20%. O fluido foi centrifugado, produzindo um centrifugado com uma turbidez
de 87,5 NTU, uma concentracdo de HCP de 265,740 nanogramas por mililitro (ng/ml) e
um pH de 6,8.

Métodos

Experimentos de desafio de filtracdo usando compartimentos de filtro de

25 mm
[0169]Fluidos de desafio para células CHO foram usados para realizar os testes

de filtracdo em varias combinag¢des de ndo tecido e meio filtrante de membrana, usando
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compartimentos acrilicos para filtro de 25 mm de didmetro nominal. Discos de 25 mm
do ndo tecido funcional e do meio filtrante de membrana funcional foram cortados em
matriz a partir de amostras de meio filtrante submetidas a secagem conforme descrito
acima. Para cada combinacao de meio filtrante testada, seis discos de um meio filtrante
de membrana funcional especifico foram colocados em um compartimento de filtro acri-
lico. Quatro discos de um meio filtrante de nao tecido funcional especifico foram, entao,
colocados no topo do meio filtrante de membrana funcional no suporte. O comparti-
mento acrilico foi, entdo, montado. O compartimento acrilico foi adaptado para fornecer
uma vedacao de borda em torno da periferia do meio, através de um anel de vedagao,
definindo uma area de filtragéo efetiva (EFA) de 2,84 centimetros quadrados (cm?), de
tal modo que o fluido de desafio deveria fluir para dentro de uma entrada do comparti-
mento, e entdo através de quatro camadas de meio n&o tecido funcional, e entado atra-
vés das seis camadas de meio de membrana funcional, e entdo para fora de uma saida
do compartimento. Uma valvula de respiro posicionada préximo a entrada de fluido per-
mitiu a ventilagdo do ar do compartimento antes do teste.

[0170]Desafios de filtragdo foram conduzidos com o uso de um sistema de
fitracdo PENDOTECH, disponivel junto a PendoTECH, Princeton, New Jersey, EUA.
Um mddulo de bomba automatizado proporcionou uma taxa de fluxo constante da
solucao de desafio ao compartimento de filtro. A queda de pressao no compartimento
de filtro foi monitorada com o uso de um transdutor de presséo posicionado a mon-
tante da entrada do compartimento. A massa de fluido coletada na saida do compar-
timento de filtro foi monitorada usando um equilibrio de massa. Em qualquer dado
momento, a quantidade cumulativa de fluido processado através do compartimento
de filtro foi caracterizada em unidades de litros de fluido processado por metro qua-
drado de EFA (L/m?).

[0171]Antes de cada teste de filtro, o compartimento de filtro foi primeiramente

ventilado e purgado a uma taxa de fluxo de 3 cm3/min (3 ml/min) com 250 I/m? de uma

Petic&o 870200067092, de 29/05/2020, péag. 61/73



48/54

solugao de cloreto de sodio 25 milimolares (mM) em agua deionizada. O fluxo de ali-
mentacéo foi, entdo, trocado pelo fluido de desafio de CHO e o teste de filtro foi inici-
ado, também a uma taxa de fluxo de 3 cm3/min (3 mI/min). Durante um teste de filtro,
a queda de pressao aumentou a medida que a membrana era carregada com matéria
particulada no fluido de desafio. O teste de filtro foi interrompido quando a pressao
atingiu 172 kPa (25 PSI), e a quantidade cumulativa de fluido processado nesse mo-
mento foi registrada como o rendimento. As amostras de fluido de saida para cada
teste de filtro foram coletadas em aliquotas individuais de aproximadamente 25 milili-
tros (88 I/m?), e a massa exata de cada uma foi medida e registrada. A turbidez de
cada aliquota foi medida, e as aliquotas selecionadas foram testadas quanto a con-
centracdo de HCP e/ou DNA, conforme descrito acima. A turbidez média de saida
para cada teste de filtro foi calculada como a média ponderada dos valores de turbidez
de cada uma das aliquotas, ponderadas pelas massas de aliquota.

Experimentos de desafio de filtracdo usando compartimentos de filtro de

47 mm

[0172]Fluidos de desafio para células CHO foram usados para realizar os tes-
tes de filtragcdo em varias combinagdes de ndo tecido e meio filtrante de membrana,
usando compartimentos para filtro de 47 mm de didmetro nominal. Em cada experi-
mento de desafio, foram construidos quatro trens de filtro, cada um com um compar-
timento de acrilico simples com 47 mm de didmetro nominal ou dois desses compar-
timentos de filtro dispostos em série. Discos de 47 mm de diametro dos meios filtran-
tes foram cortados em matriz a partir de amostras de meios submetidas a secagem,
conforme descrito acima. Discos de meio filtrante foram colocados dentro de compar-
timentos de filtro, em combinagdes especificas, conforme detalhado nos exemplos
abaixo. Os compartimentos foram entdo montados. Cada compartimento de acrilico
foi adaptado para fornecer uma vedagao de borda em torno da periferia dos meios

através de um anel de vedacgao, definindo uma area de filtracdo efetiva (EFA) de
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13,85 centimetros quadrados (cm?). Uma valvula de respiro posicionada proximo a
entrada de fluido permitiu a ventilagdo do ar do compartimento antes do teste.

[0173]Em trens de filtro nos quais um compartimento de filtro foi usado, o com-
partimento de filtro foi disposto de tal modo que o fluido de desafio passou para dentro
de uma entrada de fluido do compartimento, e, entdo, através do meio filtrante dentro
do compartimento, e entdo para fora de um saida de fluido do compartimento. Em trens
de filtro nos quais foram usados dois compartimentos de filtro, os compartimentos de
filtro foram dispostos de tal modo fluido de desafio passou para dentro de uma entrada
de fluido de um primeiro compartimento, e, entdo, através do meio filtrante dentro do
primeiro compartimento, e entdo para fora de um saida de fluido do primeiro comparti-
mento e, entdo, para dentro de uma entrada de fluido de um segundo compartimento,
e entdo através do meio filtrante dentro do segundo compartimento, e entado para fora
de uma saida de fluido do segundo compartimento.

[0174]Desafios de filtragdo foram conduzidos usando um sistema de filtragéo
e peneiramento de fluxo normal (3M Purification, Inc, Meriden, CT, EUA). Um mddulo
de bomba automatizado proporcionou uma taxa de fluxo constante da solucéo de de-
safio para cada trem de filtro. Um transdutor de presséao foi posicionado a montante
de cada compartimento de filtro de cada trem de filtro, de modo que a queda de pres-
sao através de cada compartimento do filtro pode ser monitorada. Em trens de filtro
com duas séries de compartimentos de filtro, uma valvula de 3 vias de caixas foi ins-
talada entre o primeiro compartimento de filtro e o segundo compartimento de filtro
para permitir a coleta periédica de amostras daquela posi¢ao no trem de filtro por meio
de uma seringa. A massa de fluido coletada na saida da ultima série de compartimento
de filtro de cada trem de filtro foi monitorada com o uso de um equilibrio de massa.
Em qualquer dado momento, a quantidade cumulativa de fluido processado através
do compartimento de filtro foi caracterizada em unidades de litros de fluido processado

por metro quadrado de EFA (L/m?).
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[0175]Antes de cada teste de filtro, o compartimento de filtro foi primeiramente
ventilado e purgado a uma taxa de fluxo de 4 cm3/min (4 ml/min) com 250 I/m? de uma
solugao de cloreto de soédio 35 milimolares (mM) em agua deionizada. O fluxo de ali-
mentacéo foi, entdo, trocado pelo fluido de desafio de CHO e o teste de filtro foi inici-
ado a uma taxa de fluxo de 3,7 cm®min (3,7 ml/min). Durante um teste de filtro, a
queda de pressao total no trem de filtro aumentou a medida que as membranas eram
carregadas com matéria particulada no fluido de desafio. Cada teste de filtro foi inter-
rompido quando a pressao total (em todos os suportes em série do trem de filtro)
atingiu 172 kPa (25 psi), e a quantidade cumulativa de fluido processado nesse mo-
mento foi registrada como o rendimento.

Exemplos

Exemplo 1-2; Exemplos Comparativos C1 a C5

[0176]Varias combinag¢des de meios funcionais, conforme descrito na Tabela
1, foram testadas nos experimentos de desafio de filtragdo com o uso do método de
compartimentos de filtro de 25 mm e usando o centrifugado de CHO 1. Os resultados
de rendimento, turbidez de saida média e reducdo de HCP para os Exemplos 1-2 e

Exemplos Comparativos C1-C5 sao relatados na Tabela 1.

Tabela 1

Amos- | Nao te- | mem- Rendi- Turbi- % de reducao de HCP
tra cido brana mento dez de | Aliquota

(I/m?) saida 1 2 |4 |5 |6
1 1 2A 470 3,3 97 |86 |44 |- 11
C1 1 1 446 2,0 58 |24 |28 |- 28
C2 2 2A 371 1,8 99 |95 |- 80 |-
C3 2 1 410 1,7 96 (88 |- 52 |-
C4 1 3 462 3,1 59 (40 |36 |- 34
2 1 2A 340 2,6 - 91 |37 |- -
C5 3 2A 286 4.8 - 89 |- 22 |-

“w o

significa ndo analisado
[0177]Presumindo que a membrana a montante causa impacto sobre o ren-

dimento final dos meios filtrantes, os dados de rendimento da Tabela 1 foram
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consolidados e comparados para nao tecido 1, ndo tecido 2 e nao tecido 3. O rendi-
mento médio quando se usou o n3o tecido 1 foi de 430 I/m2. O rendimento médio
quando se usou o n3o tecido 2 foi de 390 I/m2. O rendimento para o ndo tecido 3 foi
de 286 I/m2.

Exemplo 3; Exemplo comparativo C6-C8

[0178]O experimento acima foi refeito usando a solugédo de desafio com uma
concentragao maior de HCP. Varias combinagdes de meios funcionais, conforme des-
crito na Tabela 2, foram testadas nos experimentos de desafio de filtragdo com o uso
do método de compartimentos de filtro de 25 mm e usando o centrifugado 2 de CHO.
Os resultados do rendimento, turbidez média de saida, % de reducao de HCP, e valor
de redugao logaritmica (LRV) para redugdo de DNA no Exemplo 3 e Exemplos Com-
parativos C6 a C8 sao relatados na Tabela 2 abaixo. Conforme mencionado acima, a
queda de pressao através do compartimento de filtro foi monitorada durante a opera-
¢ao, como também a massa do fluido coletado, que pode ser calculada em rendimento
(I’/m?). A pressé&o na Figura 6 € mostrada como uma fungao do rendimento no Exemplo

3 e os Exemplos Comparativos C6-C8.

Tabela 2
Amostra | Nao te- | mem- Rendi- Turbidez | % de re- | Redugdo de
cido brana mento de saida | dugao de | DNAde LRV
(I/m2) HCP

Aliquota | Aliquota

1 2 1 2
3 1 2A 657 57 74 | 46 6,71 | 7,33
C6 2 2A 384 3,5 82 | 66 6,95 | 6,78
Cc7 2 1 357 3,1 77 | 46 7,53 | 6,32
C8 1 1 552 3,4 46 | 29 7,91 | 7,03

Exemplo 4-5 Exemplo comparativo C9-C10

[0179]Varios meios foram testados em trens de filtro apds os experimentos de
desafio de filtracdo usando o método em compartimentos de filtro de 47 mm acima.

[0180]O Exemplo comparativo C9 continha apenas um compartimento de
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filtro, no qual foram instalados dois tipos de meios filtrantes de profundidade conven-
cional (disponiveis sob as designac¢des comerciais de “ZETA PLUS 60ZA” e “ZETA
PLUS 90ZA” junto a 3M Co., St. Paul, MN, EUA, compostos de auxiliar de filtragdo
inorganico pré-extraido, celulose e ligante polimérico catiénico). O compartimento de
filtro continha 1 camada de ZETA OLUS 60ZA a montante de 1 camada de ZETA
PLUS 90ZA.

[0181]0 Exemplo comparativo C10 continha dois compartimentos de filtro dis-
postos em série. O primeiro compartimento de filtro (a montante) continha quatro cama-
das de ndo tecido 1. O segundo compartimento de filtro continha uma membrana de ex-
clusdo de tamanho de nailon assimétrica nao funcionalizada de 0,2 microns, que nao foi
funcionalizada. O trem de filtro simulou um filtro de clarificacéo sintético disponivel comer-
cialmente, projetado para a clarificacdo de culturas de células de mamifero, purificador
hibrido 3M EMPHAZE AEX Hybrid Purifier, disponivel junto a 3M Purification, Inc., Meri-
den, CT, EUA.

[0182]O Exemplo 4 continha dois compartimentos de filtro dispostos em série.
O primeiro compartimento de filtro (a montante) continha quatro camadas de nao te-
cido 1. O segundo compartimento continha uma membrana de exclusdo de tamanho
de nailon assimétrica ndo funcionalizada de 0,2 microns a montante de 2 camadas da
membrana 2B.

[0183]O Exemplo 5 tinha a mesma configuragdo do Exemplo 4, exceto que 4
camadas da membrana 2B foram usadas em vez de 2.

[0184]0s quatro trens de filtro foram simultaneamente desafiados com o cen-
trifugado 3 de CHO a uma taxa de fluxo de 3,7 cm®min (3,7 ml/min). As amostras
foram coletadas de cada trem de filtro, em cada uma de duas posicdes, para analise
de HCP. A primeira posigédo (no caso de dois compartimentos) estava a jusante da
saida do compartimento 1, mas a montante da entrada do compartimento 2. Isso per-

mitiu o calculo da redu¢do de HCP obtida pelos meios no compartimento 1. A segunda
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posicao estava a jusante da saida do compartimento 2. Isto permitiu o calculo da re-
ducao cumulativa de HCP obtida pelos meios em ambos os compartimentos. As amos-
tras foram coletadas de cada trem de filtro em dois pontos de rendimento de 145 I/m?
e 220 I/m?, permitindo a caracterizagéo de redugéo de HCP obtida em uma parte an-
terior da operagao e em uma parte posterior da operacao, respectivamente. A reducao
de HCP em cada uma das posicdes e pontos de rendimento € mostrada na Tabela 3.
E também mostrado na Tabela 3 abaixo o rendimento total e turbidez do filtrado acu-

mulado para os Exemplos 4 e 5 e os Exemplos Comparativos C9 a 10.

Tabela 3
Amos- |% de redugao de HCP Rendi- Turbi-
tra 145 L/m?2 220 L/m? mento total|dez

(I/m?2) (NTU)

Apds o com-|Apés o com-|Apds o com-|Apds 0 com-
partimento 1 |partimento 2 |partimento 1 |partimento 2

C9 NA 26 NA 0 339 0,5
C10 |33 26 28 33 422 3,0
4 34 69 31 35 397 4,5
5 26 74 30 68 365 2,8

NA significa ndo aplicavel

Exemplos 6 a 8 Exemplo Comparativo C11

[0185]Varios meios foram testados em trens de filtro apds os experimentos de
desafio de filtracdo usando o método em compartimentos de filtro de 47 mm acima.

[0186]0O Exemplo comparativo C11 continha somente um compartimento de
filtro, no qual foram instaladas quatro camadas de nao tecido 1 a montante de uma
membrana de exclusdo de tamanho de nailon assimétrica ndo funcionalizada de
0,2 micron. O trem de filtro simulou um filtro de clarificacao sintético disponivel comer-
cialmente, projetado para a clarificagao de culturas de células de mamifero, purificador
hibrido 3M EMPHAZE AEX Hybrid Purifier, disponivel junto a 3M Purification, Inc.,
Meriden, CT, EUA.

[0187]0s Exemplos 6 a 8 continham dois compartimentos de filtro dispostos

Petic&o 870200067092, de 29/05/2020, péag. 67/73



54/54

em série, o conteudo do primeiro compartimento (a montante) sendo idéntico ao con-
teudo do compartimento do exemplo comparativo C11. O segundo compartimento dos
Exemplos 6 a 8 continham trés, quatro e seis camadas, respectivamente, da mem-
brana 2B.

[0188]0s quatro trens de filtro foram simultaneamente desafiados com o centri-
fugado 4 de CHO a uma taxa de fluxo de 3,7 cm®min (3,7 ml/min). Quando a queda de
presséo de cada um dos trens de filtro atingiu 172 kPa (25 psi), a quantidade cumulativa
de fluido processado nesse momento foi registrada como o rendimento. A turbidez e a
concentragdo de HCP do agregado total de filtrado acumulado para cada trem de filtro
foram medidas. Isso permitiu o calculo da reducédo de HCP obtida por cada trem do filtro
ao longo de toda a operacao. O rendimento, a turbidez total, e a redugao de HCP para

cada um dos trens de filtro sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4
Amostra Rendimento total (I/m?) | Turbidez (NTU) % de reducéo de
HCP
C11 429 0,3 36
6 378 1,7 62
7 419 1,3 62
8 421 2,0 72

[0189]Aliquotas de fluido de desafio do centrifugado 4 e de cada um dos
agregados de filtrado dos Exemplos 6 a 8 e Exemplo Comparativo C11 foram anali-
sadas através de SDS-PAGE. O gel resultante é mostrado na Figura 7.

[0190]Modificacdes e alteracdes previsiveis desta invencao estardo eviden-
tes aos versados na técnica, sem que se afaste do escopo e do espirito desta inven-
¢ao. A presente invencdo nao deve se restringir as modalidades que sdo apresenta-
das neste pedido para fins de ilustragdo. Na medida em que houver qualquer conflito
ou discrepancia entre o presente relatério descritivo e a revelagdo em qualquer do-
cumento incorporado a titulo de referéncia neste documento, este relatorio descritivo

prevalecera.
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REIVINDICACOES

1. Sequéncia de meio filtrante, CARACTERIZADA pelo fato de que compre-
ende:

(iii) um primeiro meio filtrante que compreende um substrato ndo tecido de
troca anibnica, em que o substrato ndo tecido de troca anibnica compreende uma
pluralidade de grupos amdnio quaternario; e

(if) um segundo meio filtrante que compreende uma membrana microporosa fun-
cionalizada, em que a membrana microporosa funcionalizada compreende uma plurali-
dade de grupos guanidila;

em que o primeiro meio filtrante esta posicionado a montante do segundo meio
filtrante.

2. Sequéncia de meio filtrante, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que que o primeiro meio filtrante compreende ao
menos 0,1 mmol de grupos aménio quaternario por grama do primeiro meio filtrante.

3. Sequéncia de meio filtrante, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que o segundo meio filtrante compreende ao menos
0,01 mmol de grupos guanidila por grama do segundo meio filtrante.

4. Sequéncia de meio filtrante, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 3, CARACTERIZADA pelo fato de que o primeiro meio filtrante compreende um po-
limero enxertado na superficie de um substrato ndo tecido, em que o polimero compre-
ende unidades monomeéricas interpolimerizadas de:

(a) 80 a 98%, em peso, de um mondmero de aminoalquil(meta)acriloila;

(b) 2 a 20%, em peso, de um mondémero de poli(éxido de alquileno); e

(c) 0 a 10%, em peso, de um segundo mondmero hidrofilico.

5. Sequéncia de meio filtrante, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a4, CARACTERIZADA pelo fato de que o primeiro meio filtrante compreende um po-

limero enxertado na superficie de um substrato ndo tecido, em que o polimero
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compreende unidades monomeéricas interpolimerizadas de:

(a) 10 a 50%, em peso, de um mondmero ligante contendo amonio quaterna-
rio;

b) 10 a 80%, em peso, de um mondmero de amida;

(c) 10 a 40%, em peso, de um mondmero Oxi; e

(d) 0 a 30%, em peso, de um mondmero de poli (6xido de alquileno).

6. Sequéncia de meio filtrante, de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes
1 a5, CARACTERIZADA pelo fato de que a membrana microporosa funcionalizada com-
preende um mondémero de (met)acriloila guanidila-funcional enxertado via radicais livres,
em que o mondmero de (met)acriloila guanidila-funcional compreende ao menos um den-

tre:
R3

R' O R r NR® F|a3
L xigey N;—R4

J_ELXLR%_;N ) [ N}Fg

em que

R' é H ou alquila C1-Cg4;

R2? é um grupo (hetero)hidrocarbila;

cada R? é, independentemente, H ou hidrocarbila;

R# é H, alquila C1-C12 ou —=N(R3)2;

R® é H ou hidrocarbila;

X' é —O- ou —NR3-,

oélOout, e

né1ou2.

7. Sequéncia de meio filtrante, de acordo com a reivindicacdo 6,
CARACTERIZADA pelo fato de que o mondmero de (met)acriloila guanidila-funcio-

nal enxertado via radicais livres € enxertado em uma camada primer disposta sobre
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uma membrana microporosa, em que a camada primer compreende um polimero de
poliamina reticulado que tem grupos polimerizaveis etilenicamente insaturados, em
qgue o polimero de poliamina reticulado que tem grupos polimerizaveis etilenicamente
insaturados é um produto de reagao de: (a) um polimero de poliamina; (b) um agente
de reticulagao polifuncional para o polimero de poliamina; e (c) um mondémero que
tem um grupo funcional reativo de amina e um grupo polimerizavel etilenicamente
insaturado.

8. Sequéncia de meio filtrante, de acordo com a reivindicagdo 6 ou 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que o monémero de (met)acriloila guanidila-funcional
enxertado via radicais livres é enxertado sobre uma membrana microporosa na pre-
senga de um fotoiniciador do tipo Il.

9. Sequéncia de meio filtrante, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 8, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende ainda um meio filtrante ndo fun-
cionalizado disposto entre o primeiro meio filtrante e o segundo meio filtrante.

10. Dispositivo filtrante, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

uma entrada de fluido;

uma saida de fluido; e

meios filtrantes conectando de maneira fluida a entrada de fluido e a saida
de fluido, em que os meios filtrantes compreendem (i) um primeiro meio filtrante
compreendendo um substrato nao tecido de troca anidnica, em que o substrato n&o
tecido de troca aniénica compreende uma pluralidade de grupos amdnio quaternario;
e (ii) um segundo meio filtrante compreendendo uma membrana microporosa funci-
onalizada, em que a membrana microporosa funcionalizada compreende uma plura-
lidade de grupos guanidila; e em que o primeiro meio filtrante esta posicionado a
montante do segundo meio filtrante, os meios filtrantes.

11. Método de fabricagdo de um fluido biolégico, CARACTERIZADO pelo fato

de que compreende:
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(a) fornecer o fluido biolégico, em que o fluido bioldgico compreende uma biomo-
lécula alvo e contaminantes, e

(b) colocar o fluido biolégico em contato com a sequéncia de meio filtrante,
como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9, para obter um filtrado.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 11, CARACTERIZADO pelo fato

de que a biomolécula alvo € uma proteina.
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CHO
Centrifugado 4 C11 6 7 8
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