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COMPOSICAO ESTERIL ESTERILIZADA COM RADIACAO
CAMPO TECNICO
[001] A presente inven¢do refere-se a uma composicdo estéril de
uma proteina que retém sua funcdo uma vez que ela esteja contida em um
poliéster alifatico.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO
[002] Proteinas naturais e sintéticas tém se tornado cada vez mais
importantes como medicamentos. Quando elas sdo usadas para aplicagOes
médicas, seus produtos devem ser esterilizados. Como meio de esterilizagdo,
sdo conhecidas esterilizagdo a quente em uma autoclave, esterilizacdo com
radiacao ionizante, tal como um feixe de raios-y ou de elétron, esterilizacdo
com gas com um gis Oxido de etileno, esterilizacdo com plasma com
peroxido de hidrogénio, e esterilizacdo separada usando um esterilizante
quimico compreendendo uma formulacdo de glutaraldeido ou um filtro.
Entretanto, as atividades das proteinas, tais como proteinas bioativas, sdo
reduzidas por esterilizacdo com calor ou radiacao. Esterilizacdo com 6xido de
etileno tem possibilidades que pode ser produzido um subproduto por uma
reacdo quimica e que um gdis residual altamente toxico pode afetar
adversamente o corpo humano. Esterilizacdo com um esterilizante quimico
tem um problema de que a resisténcia a um esterilizante de uma proteina e
mudancas no pH, intensidade i6nica e temperatura devem ser levados em
consideracdo. Entdo, para fabricacdo de produtos farmacéuticos e produtos
médicos contendo ou imobilizando uma proteina, seus processos de producgdo
devem ser completamente feitos em condi¢des estéreis e € exigido um valor
exorbitante de custo producdo.
[003] Embora uma solugdo contendo uma proteina seja submetida a
esterilizagdo separada com um filtro, é dificil aplicar esta esterilizacdo
separada a uma composi¢ao contendo particulas grandes ou uma composicao

solida ou semissolida.
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[004] EP0437095 preceitua que um produto de celulose oxidado
neutralizado combinado com heparina ou um fragmento de heparina (nORC)
pode ser esterilizado por irradiag@o de raios gama. Entretanto, este documento
deixa de preceituar a esterilizagdo de ORC ou n-ORC ao qual uma proteina €
ligada.

[005] EP0562864 descreve uma substancia de cuidado de ferida de
composito contendo uma matriz de esponja de coldgeno, um segundo
polimero bioabsorvivel, tais como uma fibra dispersa em celulose regenerada
oxidada (ORC) e um agente ativo, tal como peptideo. Este documento
preceitua que o agente ativo pode estar contido na matriz, no polimero
bioabsorvivel ou em ambos deles, € que a substdncia de esponja mista pode
ser esterilizada ao mesmo tempo em que € embalada.

[006] US5730933 descreve um método de esterilizar peptideo
biologicamente ativo com irradiagdo com raios gama ou de feixe de elétron
sem a perda da atividade biologica do peptideo. Este método ¢ uma tecnologia
que compreende as etapas de formar uma mistura de peptideo biologicamente
ativo e uma proteina estranha, tal como gelatina, congelar ou liofilizar esta
mistura, e irradia-la. Este documento preceitua que a existéncia da proteina
estranha estabiliza o peptideo e evita a redugéo da atividade do peptideo.

[007] W02000/033893 descreve um complexo de peptideo
terapéutico e um polissacarideo selecionado do grupo que consiste em
celulose regenerada oxidada, celulose regenerada oxidada neutralizada e
misturas destas. Este documento preceitua que quando o peptideo € formulado
junto com uma quantidade efetiva do polissacarideo antes da esterilizagdo
com radia¢do ionizante, a atividade biologica do agente terapéutico de
peptideo ndo é perdida e ¢ estabilizada se o peptideo for esterilizado com
radiagdo ionizante.

[008] Entretanto, estes documentos ndo sugerem que a mudanga

estrutural, tais como agregacdo e desativagdo de uma proteina, que ocorre
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durante a esterilizagdo com radia¢do ionizante, pode ser suprimida por um
poliéster alifatico.

[009] Nesse interim, JP-A 2011-47089 descreve um processo para
produzir uma nanofibra contendo enzima com excelente atividade enzimatica.
Neste processo, uma solugdo centrifuga contendo uma enzima e um polimero
dissolvido em um solvente ndo aquoso € centrifugado por um método de
centrifugacdo eletrostatica para formar uma nanofibra zimogénica que € entdo
conferida com 4gua e seca. Entretanto, este documento ndo diz nada a respeito
da esteriliza¢do da nanofibra contendo enzima.

DESCRICAO DA INVENCAO

[0010] E um objetivo da presente invengdo fornecer uma composigio
estéril que retém a estrutura e fung@o de uma proteina.

[0011] Foram conduzidos estudos intensivos para resolver o problema
apresentado e observaram que, surpreendentemente, quando uma proteina esta
contida em um poliéster alifatico, a mudanga estrutural e deterioragdo
funcional da proteina, causadas por esterilizagdo com radiagdo, e tanto uma
ou ambas das mudangas anteriores e a deterioragdo anterior, causada pelo
armazenamento depois da esterilizagdo com radiag@o, podem ser suprimidas.
A presente invengdo foi realizada com base nesta verificagao.

[0012] Isto é, a presente invengdo é uma composi¢do estéril que
compreende uma proteina e um poliéster alifatico contendo a proteina e €
esterilizada com radiagéo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0013] A Fig. 1 mostra cada uma das atividades de trombina obtidas
medindo os corpos moldados de fibra tipo lamina contendo trombina da
presente invengdo obtidos nos exemplos 1 e 2, a pelicula contendo trombina
da presente invengdo obtida no exemplo 3, a particula contendo trombina do
exemplo comparativo 1 e o corpo moldado de fibra tipo ldmina contendo

trombina comparativo obtido no exemplo comparativo 2 como as taxas de
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retencdo (%) de um valor depois da esterilizagdo e um valor depois de 1 més
de armazenamento depois da esterilizagdo com base em um valor inicial antes
da esterilizagdo; e

[0014] A Fig. 2 mostra as quantidades de agregados de fibrinogénio
obtidas medindo o corpo moldado de fibra tipo ldmina contendo fibrinogénio
da presente invengdo obtido no exemplo 4 e a particula contendo fibrinogénio
do exemplo comparativo 3 quando eles ndo sdo irradiados, depois que eles
sdo esterilizados (OM) e depois de 1 més de armazenamento depois da
esterilizagdo (1M).

MELHOR MODO PARA REALIZAR A INVENCAO

[0015] A presente invengdo €é uma composi¢do estéril que
compreende uma proteina e um poliéster alifitico contendo a proteina e €
esterilizada com radiacao.

[0016] A proteina usada na presente invengdo ndo € particularmente
limitada. Exemplos preferidos da proteina incluem proteinas homostaticas
tipificadas por fibrinogénio e trombina, enzimas tipificadas por asparaginase,
catalase, superdxido dismutase e lipase, proteinas de transporte tipificadas por
hemoglobina, albumina sérica e lipoproteina de baixa densidade, proteinas
musculares tipificadas por actina e miosina, proteinas de defesa tipificadas
por anticorpos e complementos, proteinas de toxina tipificadas por toxina da
difteria, toxina botulinica e veneno de cobras, horménios de proteina
tipificadas por insulina, fatores de crescimento e citocina, proteinas de
armazenamento tipificadas por ovalbumina e ferritina, proteinas estruturais
tipificadas por coldgeno e queratina, e fatores de crescimento tipificados por
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento tipo insulina
(IGF), fator de crescimento transformante (TGF), fator de crescimento do
nervo (NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de estimulagdo de coldnia de

granulocito (G-CSF), fator de estimulagdo de colonia de macrocito
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granulocito (GM-CSF), fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF),
eritropoietina (EPQ), trombopoietina (TPO), fator de crescimento de
fibroblasto basico (bFGF ou FGF2) e fator de crescimento de hepatocito
(HGF). Destes, enzimas, proteinas de transporte, proteinas musculares,
proteinas de defesa, proteinas de toxina, hormonios de proteina, proteinas de
armazenamento, proteinas estruturais e fatores de crescimento sdo
particularmente preferidos.

[0017] A proteina usada na presente invengdo pode ser de origem
animal ou fabricada por uma técnica de recombinag@o genética. Se ndo for de
origem animal, ela é preferivelmente de origem humana. A proteina fabricada
pela técnica de recombinagdio genética pode ser uma variante obtida
substituindo a sequéncia de aminodcidos em uma outra sequéncia de
aminoacidos, se a bioatividade essencial for a mesma. Proteinas obtidas
modificando estas proteinas, e misturas destas, também podem ser usadas.
[0018] A proteina usada na presente invengdo, aditivos que sdo
farmaceuticamente aceitdveis podem ser adicionados. Exemplos preferidos
dos aditivos incluem fator de coagulagdo do sangue XIII, albumina,
isoleucina, glicina, arginina, acido glutdmico, fenilalanina, histidina, agentes
tensoativos, cloreto de sodio, dlcoois de agtcar (tais como glicerol, manitol,
etc.), trealose, citrato de sddio, aprotinina e cloreto de calcio. Pelo menos um
selecionado do grupo destes € usado.

[0019] A proteina usada na presente invengdo, ou uma mistura da
proteina e aditivos, pode ser dispersa em um poliéster alifatico como
moléculas, mas preferivelmente como particulas formadas pela agregacdo das
moléculas (pode ser referido como “particulas de proteina” incluindo
particulas mistas com os aditivos).

[0020] O poliéster alifatico usado na presente invengdo ¢
preferivelmente um polimero bioabsorvivel ou biodegradavel. Exemplos do

polimero bioabsorvivel incluem é&cido polilatico, 4cido poliglicdlico,
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copolimero de 4cido polilatico-acido poliglicélico, policaprolactona,
copolimero de 4cido polilatico-policaprolactona, acido poliglicerol sebacico,
acido poli-idroxi alcanoico, succinato de polibutileno e derivados destes.
[0021] Destes, acido poliglicolico, acido polilatico, policaprolactona,
copolimeros destes e misturas destes sdo preferidos, e copolimero de acido
polilatico e acido polilatico-acido glicdlico sdo acima de tudo preferidos. Por
exemplo, um estereocomplexo de acido poli-L-latico e 4cido poli-D-latico
podem ser usados.

[0022] O peso molecular do poliéster alifatico usado na presente
invengdo é 1 x 10% a 5 x 10, preferivelmente 1 x 10* a 1 x 10, muito mais
preferivelmente 5 x 10* a 5 x 10°. A estrutura terminal do polimero e um
catalisador para polimerizar o polimero podem ser arbitrariamente
selecionados.

[0023] Na composi¢do estéril da presente invengdo, um outro
polimero ou um outro composto pode ser usado em combinagdo, desde que o
objetivo da presente invengdo ndo seja prejudicado. Exemplos destes incluem
copolimeros, misturas de polimero e misturas de compostos.

[0024] O poliéster alifatico usado na presente invengdo
preferivelmente tem alta pureza. Especialmente, os teores dos aditivos e
plastificante contidos no poliéster alifatico e residuos, tais como catalisador
residual, mondmeros residuais e solvente residual, usados para moldagem e
pos-processamento  sdo preferivelmente os mais baixos possiveis.
Especialmente quando a composi¢do ¢ usada para propositos médicos, €
necessario reduzir estes teores a valores abaixo dos padrdes de seguranga.
[0025] Na presente invengdo, a expressdo “contendo a proteina”
significa que pelo menos parte da proteina entra no poliéster alifatico. Este
estado ¢ distinguido do estado de um complexo liofilizado no qual a proteina
¢ existente na superficie da composigéo ou nos vazios da composigio.

[0026] A forma da composi¢do estéril da presente invengdo ndo ¢
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particularmente limitada e a composigdo pode ser na forma de uma fibra,
pelicula, ldmina, corpo tipo placa, corpo tipo tubo, corpo linear, corpo tipo
bastdo, material de costura, corpo espumoso e poroso. O método de
moldagem para produzir um produto moldado ndo € particularmente limitado
se ele for um método no qual a mudanga estrutural e a redugdo da atividade da
proteina s3o suprimidas. Por exemplo, técnicas de moldagem adequadas, tais
como moldagem por extrusdo, moldagem por inje¢do, moldagem por
calandra, moldagem por compressdo, moldagem por sopro, formagdo a vécuo,
moldagem de pd, moldagem por fundi¢do e fundigdo podem ser empregadas.
A composicdo estéril da presente invengdo é adequada para a produgdo de
fibras e peliculas, e qualquer uma das técnicas de moldagem que foram
empregadas a produgdo de fibras ou peliculas de plastico podem ser
empregadas. Por exemplo, técnicas de moldagem por extrusdo, tais como
moldagem por extrusdo com inflagem e moldagem por extrusdo em matriz T,
e técnicas de calandra ou fundi¢do podem ser usadas. A moldagem anterior
pode ser moldagem liquida ou moldagem em solugdo, fora das quais
moldagem de solugdo é preferida de maneira a facilitar a dispersdo da
proteina, de maneira a prevenir a deteriora¢do funcional da proteina.

[0027] A forma da fibra da forma aqui usada refere-se a um corpo
moldado em 3-D pela técnica de laminagdo, tecelagem, malharia ou uma
outra técnica de uma ou uma pluralidade de fibras. A forma da fibra €, por
exemplo, um pano ndo tecido. Ainda, um tubo e uma malha obtidos pelo
processamento do pano néo tecido sdo incluidos na forma da fibra.

[0028] O didmetro da fibra médio da composi¢do estéril com uma
forma da fibra da presente invengéo €, por exemplo, 0,01 a 50 um e pode ser
adequadamente determinado por um versado na tecnologia de acordo com o
uso pretendido.

[0029] A composi¢do estéril com uma forma da fibra da presente

inven¢do pode ser na forma de uma fibra longa. A fibra longa € uma fibra
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formada sem adicionar a etapa de cortar uma fibra no curso da transigdo de
centrifugagdo para o processamento de um corpo moldado de fibra. Ela pode
ser formada por eletrocentrifugacéo, métodos fiagdo e extrusdo de microfibras
com sopro de ar quente. Destes, o método de eletrocentrifugagio € preferido.
[0030] O método de eletrocentrifugagdo é um método no qual um
corpo moldado de fibra é obtido em um eletrodo aplicando uma alta tensdo a
uma solu¢do contendo um polimero. O processo compreende as etapas de
preparar uma solugdo de centrifugagdo contendo um polimero, aplicar uma
alta tensdo a solugdo, jatear a solugdo, formar um corpo moldado de fibra
evaporando o solvente da solug@o jateada, eliminar a carga do corpo moldado
de fibra formado como uma etapa opcional, e acumular o corpo moldado de
fibra pela perda de carga.

[0031] Uma descri¢do € subsequentemente dada do processo para
produzir uma composi¢do estéril com uma forma da fibra ou uma forma de
pano ndo tecido fora da invengdo, com o método de eletrocentrifuga¢do como
um exemplo.

[0032] A etapa de preparar uma solugdo de centrifugagdo no método
de eletrocentrifugagdo sera explicada. Embora a solugdo de centrifugagdo na
presente invengdo ndo seja particularmente limitada, uma emulsdo contendo
uma solugdo de solvente organico de um poliéster alifatico e uma solugdo
aquosa de uma proteina, uma suspensdo contendo uma solu¢do de solvente
organico de um poliéster alifético e particulas de proteina, ou uma solugdo de
solvente orgdnico contendo um poliéster alifatico e uma proteina pode ser
usada como a solugdo de centrifugagdo. Destes, uma suspensdo contendo uma
solugdo de solvente orgénico de um poliéster alifatico e particulas de proteina
¢ preferida.

[0033] A concentragdo do poliéster alifatico na solugdo de poliéster
alifitico é preferivelmente 1 a 30% em peso. Quando a concentragdo do

oliéster alifatico é menor que 1% em peso, é dificil formar um corpo
p
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moldado de fibra desvantajosamente. Quando a concentragdo € maior que
30% em peso, o didmetro da fibra do corpo moldado de fibra obtido fica
desvantajosamente grande. A concentragdo do poliéster alifatico contido na
solu¢do de solvente orgédnico € mais preferivelmente 2 a 20% em peso.

[0034] O solvente para o poliéster alifatico ndo € particularmente
limitado se ele puder dissolver o poliéster alifatico, evaporar na etapa de
centrifuga¢do e puder formar uma fibra. Somente um solvente ou uma
combinagdo de dois ou mais solventes pode ser usada. Exemplos do solvente
incluem cloroférmio, 2-propanol, tolueno, benzeno, alcool benzilico,
diclorometano, tetracloreto de carbono, cicloexano, cicloexanona,
tricloroetano, metil etil cetona, acetato de etila e misturas destes. Para formar
uma emulsio, um solvente, tais como acetona, etanol, metanol,
tetraidrofurano, 1,4-dioxano, 1-propanol, fenol, piridina, acido acético, acido
formico, hexafluor-2-propanol, hexafluoracetona, N,N-dimetilformamida,
N,N-dimetilacetamida, acetonitrila, N-metil-2-pirrolidinona, N-
metilmorfolina-N-6xido ou 1,3-dioxolano podem estar contidos. Destes,
diclorometano ou etanol € preferivelmente usado dos pontos de vista de
facilidade de manuseio e propriedades fisicas.

[0035] A proteina na presente invengdo pode ser adicionada e
misturada com uma solugdo de solvente organico de um poliéster alifatico em
uma forma solida, liquida ou de solugao.

[0036] Na presente invengdo, quando a emulsdo contendo uma
solucdo de solvente orgénico de um poliéster alifatico e uma solug¢do aquosa
de uma proteina € usada como a solugdo de centrifugagdo, o solvente aquoso
para a proteina ndo é particularmente limitado, se ele puder dissolver a
proteina, formar uma emulsdo com a solu¢do de solvente organico de um
poliéster alifatico, evaporar na etapa de centrifuga¢do e puder formar uma
fibra. Por exemplo, salina fisiologica e solugdes tampdo podem ser usadas.

Ainda, um estabilizante para a proteina e aditivos podem ser usados. Destes,
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uma solugdo tampdo de acido fosforico ou salina fisiologica € preferivelmente
usada.

[0037] A concentra¢do da proteina na solugdo aquosa da proteina
usada na presente invengdo ndo € particularmente limitada e pode ser
adequadamente determinada, de acordo com as propriedades caracteristicas
da proteina. Ela €, por exemplo, 0,5 a 50% em peso.

[0038] Para preparar uma emulsdo a partir de uma solugdo de solvente
organico de um poliéster alifatico e uma solugdo aquosa de uma proteina, a
razdo de mistura destas solugdes ndo € particularmente limitada se elas
formarem uma emulsdo estavel. Por exemplo, a razdo (solugdo aquosa de
proteina)/(solugdo de solvente orgédnico de poliéster alifatico) (razdo em
volume) é 1/100 a 1/2. Quando este valor ¢ maior que 1/2, a emulsdo se torna
desvantajosamente instavel.

[0039] Embora o método de preparar uma emulsdo misturando uma
solucdo de solvente organico de um poliéster alifatico e uma solug¢do aquosa
de uma proteina ndo seja particularmente limitado, ondas ultravioletas ou
dispositivos de agitagdo podem ser usados. Como o dispositivo de agitac@o,
dispositivos de agitagdo com alta velocidade, tal como um homogeneizador
ou dispositivo de agitagdo, tal como um atritor ou moinho de bola pode ser
usado. Destes, dispersdo com ondas ultrassonicas ¢ preferida.

[0040] Também, a solugdo de centrifugagdo pode ser preparada
adicionando um poliéster alifatico depois que uma emulsdo ¢ formada a partir
de um solvente organico e uma solug@o aquosa de uma proteina.

[0041] Na presente invengdo, quando uma suspensdo contendo uma
solucdo de solvente orgdnico de um poliéster alifatico e uma proteina € usada
como a solugdo de centrifuga¢do, os tamanhos das particulas de proteina ndo
sdo particularmente limitados, mas preferivelmente 0,01 a 100 um. E
tecnicamente dificil fabricar particulas de proteina com um tamanho de

particula menor que 0,01 um e, quando o tamanho de particula € maior que
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100 pm, dispersibilidade degrada e a composi¢do estéril se torna
desvantajosamente fragil.

[0042] Embora o método de preparar uma suspensdo misturando uma
solu¢do de solvente orgénico de um poliéster alifatico e particulas de proteina
ndo é particularmente limitado, ondas ultravioletas ou dispositivos de agita¢do
podem ser usados. Como o dispositivo de agitagdo, dispositivo de agita¢do de
alta velocidade, tal como um homogeneizador ou dispositivo de agitagédo, tal
como um atritor ou moinho de bola, podem ser usados. Destes, dispersdo com
ondas ultrassonicas é preferida.

[0043] Ainda, a solu¢do de centrifugacdo pode ser preparada
adicionando um poliéster alifatico depois que uma suspensdo € formada a
partir de um solvente orgénico e particulas de proteina.

[0044] Antes da preparagdo da suspensdo, particulas de proteina
podem ser microfabricadas. Para microfabricagdo, existem trituragdo seca e
tritura¢do umida, ambas as quais podem ser empregadas e também podem ser
combinadas na presente invengao.

[0045] Trituragdo seca pode ser realizada por trituragio com um
moinho de bola, moinho planetario ou moinho de oscilagdo, pesando em um
pildo com um almofariz, ou triturando com um pulverizador tipo de agitagdo
de meio, moinho de jato ou moinho de pedra.

[0046] Nesse interim, trituragdo umida é realizada agitando com um
agitador ou amassador com alta for¢ca de cisalhamento, enquanto que
particulas de proteina sdo dispersas em um meio de dispersdo adequado, ou
usando um moinho de bola ou moinho de contas, enquanto que particulas de
proteina sdo dispersas em um meio. Ainda, particulas de proteina produzidas
por um aspersor seco também podem ser usadas.

[0047] O método de esterilizagdo usado na presente invengdo &
esterilizagdo por radia¢do. Exemplos da radiagdo em uso incluem raios alfa,

raios beta, raios gama, raios neutron, feixes de elétron e raios-X. Destes, raios
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gama e feixes de elétron sdo preferidos e feixes de elétron sdo, acima de tudo,
preferidos. Embora o método de esterilizagdo ndo seja particularmente
limitado, a dose da radiagdo é 10 a 80 kGy, preferivelmente 20 a 30 kGy.
Embora a condi¢do de temperatura ndo seja particularmente limitada, ela ¢ -
80 a 40°C, preferivelmente -80 a 30°C.

[0048] A radiagdo, tais como raios alfa, positron, raios gama, raios
neutron, feixes de elétron ou raios-X retira um elétron das moléculas ou
atomos que constituem uma substéncia quando aplicado na substancia. Uma
ligagdo molecular € quebrada mediante isto, e um radical altamente reativo €
produzido e quimicamente reage com uma substancia circundante
secundariamente.

[0049] Sabe-se que uma proteina tende perder sua fungdo (atividade)
mediante exposi¢do a radiagdo. Isto ¢ considerado devido a destrui¢do de
“uma estrutura de alta ordem” que ¢ uma fonte de desenvolvimento de uma
funcdo pela quebra de uma ligagéo molecular por exposi¢do. Ainda, conforme
mostrado nos exemplos comparativos da especificagdo do presente pedido de
patente, a destruigdo estrutural ou desativagdo de uma proteina também ocorre
por armazenamento depois da exposi¢do a radiag@o. Entretanto, a destruigdo
estrutural e a deteriora¢do funcional da proteina contida no poliéster alifatico
na presente invengdo sdo suprimidas, mesmo quando a proteina € exposta a
radiacdo, e também a destruigdo estrutural e a deterioragdo funcional por
armazenamento depois da exposigdo sdo suprimidas. Isto significa que a
estrutura de alta ordem da proteina é retida na composi¢do, que ¢ um efeito
comum independente do tipo da proteina. Ndo ¢ considerado, a partir da
espessura do poliéster alifatico, através do qual a radiagéo € transmitida, que
este efeito ¢ devido a selecdo e 0 mecanismo de controle ndo € conhecido.
[0050] O poliéster alifatico contendo a proteina antes da esterilizagdo
por radiagdo na presente invengdo pode adicionalmente conter um removedor

de elétron/ion, agente de transferéncia de energia, removedor de radical,
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antioxidante e plastificante. Exemplos do removedor de elétron/ion incluem
N,N’-tetrametil fenilenodiamina, difenilenediamina, pireno e quinona.
Exemplos do agente de transferéncia de energia incluem acenaftenona.
Exemplos do removedor de radical incluem mercaptanos, octaidrofenantreno,
monoalquil difenil éteres, tocoferol, acido citrico, hidroxianisol butilado,
hidroxitolueno butilado, t-butil hidroquinona, galato de propila e derivados de
acido ascorbico. Exemplos do antioxidante incluem BHT, triésteres de fosfito,
agentes antienvelhecimento fendlicos e sais de tio acido organico. Aditivos
que sdo geralmente aceitos como seguros para uso em alimentos e produtos
farmacéuticos sdo preferidos. A quantidade do aditivo que ndo ¢
particularmente limitada é, por exemplo, 0,01 a 10% em peso com base no
poliéster alifatico na composigdo estéril.

[0051] O poliéster alifatico contendo a proteina na etapa de
esterilizagdo preferivelmente ndo contém agua. O teor de dgua do poliéster
alifatico é preferivelmente ndo mais que 10% em peso, mais preferivelmente
ndo mais que 4% em peso, muito mais preferivelmente substancialmente 0%
em peso.

[0052] O poliéster alifatico contendo a proteina pode ser envolto em
um material de embalagem a ser esterilizado com radiagdo. Como o material
de embalagem, um material com propriedades de barreira de gés superiores,
tal como aluminio, € preferivelmente usado. O poliéster alifatico pode ser
hermeticamente selado e embalado junto com um desoxidante ou dissecante,
ou um gas inerte é preenchido na embalagem depois da desgaseificag¢do, ou
ambos os métodos podem ser combinados. Como o desoxidante e o
dissecante, os que ndo prejudicam o corpo humano e ndo sdo desativados
mediante exposi¢do a radiag@o sdo preferidos.

[0053] A composi¢do estéril da presente invengdo pode ser usada
como um material médico que exige a fungdo e esterilidade de uma proteina.

EXEMPLOS
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[0054] Os seguintes exemplos sdo fornecidos para os propositos de
ilustrar adicionalmente a presente invengdo, mas ndo devem ser considerados,
de nenhuma maneira, limitantes.

1. Medigdo de atividade de trombina

[0055] 20 pL de uma amostra, 60 pL de um tris-HCI 50 mM (pH 8,5)
+ tampdo de NaCl 50 mM e 20 pL de PLURONIC F-68 0,1% foram
adicionados ao tubo 2008 da FALCON Corporation para ser incubado a 37°C
por 3 minutos. o-trombina purificada derivada de plasma de humano
(adquirida da Haematologic Technologies, Inc.: HCT-0020) diluida com o
tampdo anterior para 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,3125 U/mL foi usada como um
padrdo. 100 puL do substrato cromogénico da equipe de teste S-2238 (1 mM:
Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.) foram adicionados e misturados com a
solugdo de reac¢do obtida sob agitagdo para realizar uma reagdo a 37°C por 5
minutos, e 800 puL de uma solugdo de acido citrico 0,1 M foi adicionada para
terminar a rea¢io. 200 pL da solugdo de reagdo foram transferidos para placas
de 96 pogos para medir OD405/650.

[0056] O método seguinte foi usado para medir a atividade de
trombina nos exemplos e Exemplo comparativos, exceto pelos exemplos 5 a 7
e Exemplo comparativo 4. 20 pL. de uma amostra e 80 uL de uma solugdo
diluida para a medi¢do de atividade (0,01% F-68, 50 mmol/L. NaCl, 50
mmol/L Tris-HCI, pH 8,4) foram adicionados ao tubo de poliestireno da BD
para ser incubados a 37°C por 3 minutos. Trombina recombinante (JPU
Trombina Padrdo 400 U/mL ou WHO/US Trombina Padrdo 110 IU/mL)
diluida com o tamp#o anterior para 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 U/mL no caso de JPU e
para 6, 3, 1,5, 0,75 e 0,375 IU/mL no caso de IU foi usada como um padrao.
100 puL do substrato cromogénico da equipe de teste S-2238 (1 mM: Daiichi
Pure Chemicals Co., Ltd.) foram adicionados e misturados com a solugdo de
reagdo obtida sob agita¢@o para realizar uma reagdo a 37°C por 7 minutos, €

entdo 800 pL de uma solugdo de acido citrico 0,1 M foram adicionados para
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terminar a reagdo. 200 pL da solugdo de reag@o foram transferidos para placas
de 96 pogos para medir OD405/650.

2. Medi¢do de quantidade de agregado de fibrinogénio

[0057] Depois que lamina foi cortada em um diametro de 1 cm,
fibrinogénio foi extraido com uma solugdo de diluicdo para medir a
quantidade de seu agregado por cromatografia liquida de alta velocidade.
<condigdes de teste>

Detector: fotdmetro de absorgdo ultravioleta (medigdo comprimento de onda:
280 m)

Coluna: Bio Sep-SEC-s4000 (7,8 x 300 mm, Fenomenex)

Temperatura da coluna: 25°C

Temperatura do amostrador: 6°C

Fase de transferéncia: Arg-HCI0,5 mol/L/tampdo de acido fosfoérico 50
mmol/L

Vazdo: 1 mL/min

Tempo de andlise: 20 min

3. Espessura

[0058] As espessuras de 15 corpos moldados foram medidas com uma
forca de medigdo de 0,01 N por meio de uma unidade de medigao digimatic
de alta resolugdo ((LITEMATIC VL-50 de Mitutoyo Corporation) para
calcular o valor médio como a espessura do corpo moldado. Esta medigdo foi
realizada com minima for¢a de medi¢do que poderia ser usada pela unidade
de medigao.

4. Peso

[0059] O corpo moldado foi cortado em um tamanho de 50 mm x 100
m para medir seu peso de maneira a calcular o peso do corpo moldado.

5. Densidade aparente

[0060] A densidade aparente do corpo moldado foi calculada a partir

do valor de espessura e peso de medigdo anteriores.
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6. Medi¢do de trombina ELISA
[0061] 5 pug/mL de um anticorpo de trombina anti-humano (No.
SAHT-AP da Affinity Biologicals Inc.) foram imobilizados em uma placa de
ELISA (NUNC 468667). Depois que ela foi lavada com PBS contendo 0,05%
de Tween 20, Block Ace (UK-B80 de DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) foi
adicionado a cada pogo para realizar mascaramento. Depois da lavagem com
PBS contendo 0,05% de Tween 20, um corpo de teste foi adicionado.
Trombina de humano (HCT-0020 da Haetologic Technologies, Inc.) foi usada
como um padrido para formar uma curva de calibragdo. Depois da lavagem
com PBS contendo 0,05% de Tween 20, 0,1 pg/mL de um anticorpo de
trombina anti-humano marcado com HRP (No. SAHT-HRP da Affinity
Biologicals Inc.) foi adicionado. Depois de uma reagdo, o produto da reagdo
foi lavado com PBS contendo 0,05% de Tween 20, um reagente TMB (DaKo
S1599) foi adicionado, e a mistura resultante foi deixada por 10 minutos para
revelar a cor. H,SO4 1 N foi adicionado para interromper a revelagdo da cor
de maneira a medir OD450-650 nm com uma leitora de microplaca.
7. Medigido de atividades de enzima de lipase e B-glucosidase
(1) Medigdo da taxa de extragdo
[0062] O corpo moldado foi cortado em um tamanho de 2 cm x 2 cm
e imerso em 1 mL de salina fisiologica por 3 minutos ou 3 horas para eluir
uma enzima imobilizada. Este processo foi realizado em trés corpos moldados
para medir suas mudangas de peso de maneira a obter o valor médio da taxa
de extragdo calculada a partir da equagdo seguinte. O peso teodrico da enzima
imobilizada foi calculado a partir do peso da composigdo €% em peso do po
de enzima carregado.

Taxa de extragdo = perda de peso (mg)/peso teodrico (mg) de enzima

imobilizada

(2) Medigdo de atividade enzimatica

[0063] Um estojo de teste de lipase fluormétrico continuo (fabricado
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por PROGEN BIOTECHNIK GMBH) foi usado para medir a atividade de
lipase. A taxa de recuperagdo de atividade foi calculada pela equagdo
seguinte. A quantidade da enzima ativa foi calculada em termos de
concentragdo a partir do valor de atividade. O peso tedrico da enzima
imobilizada por 4rea unitaria foi calculado a partir da % em peso do po de
enzima carregado e do peso da composi¢ao.

A taxa de recuperagdo de atividade (%) = {quantidade de enzima
ativa (mg/cm?)/peso tedrico de enzima imobilizada por éarea
unitaria (mg/cm?) x taxa de extragdo)} x 100

[0064] Medic¢do fluorescente usando Tokyogreen (marca registrada, o
deve se aplicar a seguir)-BGlu (de Sekisui Medical Co., Ltd.) foi usada para
medir a atividade de B-glucosidase. A taxa de recuperagdo de atividade foi
calculada pela equagdo seguinte. O peso tedrico da enzima imobilizada foi
calculado a partir de % em peso do p6 de enzima carregado e do peso da
composicao.

Taxa de recuperagdo de atividade (%) = {quantidade de enzima
ativa (mg)/peso tedrico de enzima imobilizada (mg) x taxa de
extrag¢do)} x 100

[0065] A taxa de retengdo de atividade foi calculada pela equagdo
seguinte.

Taxa de retencdo de atividade (%) = {taxa de recuperagdo de
atividade depois da esterilizagdo (%)/taxa de recuperacdo de
atividade antes da esterilizagdo (%))} x 100

Exemplo 1

[0066] Depois que particulas contendo trombina (preparadas por
liofilizagdo de uma solu¢do aquosa contendo 1 mg/mL de trombina
recombinante, cloreto de sédio, citrato de sédio, cloreto de calcio e manitol e
com um pH de 7) foram dispersas em etanol, diclorometano foi adicionado a

dispersdo resultante, e um copolimero de acido poliglicolico-acido polilatico
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(Purasorb PDLG5010 de PURAC) foi dissolvido na dispersdo até uma
concentra¢do de 10% em peso para preparar uma solugdo de centrifugagdo
com uma razdo de copolimero de particula contendo de trombina/acido
poliglicélico-acido polilatico de 100 (1,69 como trombina)/100 (p/p).
Centrifugagdo foi realizada por um método de eletrocentrifugag¢do para obter
um corpo moldado de fibra tipo lamina. O corpo moldado de fibra obtido teve
uma espessura de 131 um, um peso de 1,44 mg/cm* e uma densidade aparente
de 111 mg/cm?®. A ldmina obtida foi cortada em um didmetro de 1 cm, e a
proteina foi extraida com 200 pL de salina fisiologica para medir sua
atividade. Como um resultado, o valor de medi¢do de atividade foi 26,7
Ul/ecm?. A lamina obtida foi esterilizada por exposigdo a um feixe eletronico
de 20 kGy e mantida a 40°C e 75% RH por um més para medir a atividade de
trombina. Quando a atividade de trombina antes da esterilizagdo foi 100%, a
taxa de retenc¢do da atividade de trombina logo depois da exposi¢do ao feixe
eletronico foi 79%. A taxa de retengdo de atividade depois de um més foi

78%, e nenhuma reducdo na atividade de trombina foi observada durante

armazenamento.
Exemplo 2
[0067] Depois que particulas contendo trombina (preparadas por

liofilizagdo de uma solugdo aquosa contendo 1 mg/mL de trombina
recombinante, cloreto de sodio, citrato de sodio, cloreto de calcio e manitol e
com um pH de 7) e Quinizarin Green SS (de Tokyo Chemical Industry Co.,
Ltd.) foram dispersos em etanol, diclorometano foi adicionado a dispersdo
resultante, e um copolimero de acido poliglicolico-acido polilatico (Purasorb
PDLG5010 de PURAC) foi dissolvido na dispersdo a uma concentragdo de
10% em peso para preparar uma solugdo de centrifugagdo com uma razio de
copolimero de particula contendo trombina/acido poliglicolico-acido
polilatico de 100 (1,69 como trombina)/100 (p/p). Centrifugagao foi realizada

pelo método de eletrocentrifugagdo para obter um corpo moldado de fibra tipo
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lamina. A 14mina obtida contendo o corpo moldado de fibra (espessura média:
129 um, peso: 1,49 mg/cm?, densidade aparente: 124 mg/cm?), foi cortada em
um didmetro de 1 c¢cm, e a proteina foi extraida com 200 pL de salina
fisioldgica para medir a atividade de trombina. Como um resultado, o valor de
medicdo de atividade foi 40,2 IU/cm?. A lamina obtida foi esterilizada por
exposi¢do a um feixe eletronico de 30 kGy e mantida a 40°C e 75%RH por
um més para medir a atividade de trombina. Quando a atividade de trombina
antes da esteriliza¢do foi 100%, a taxa de retencdo da atividade de trombina
logo depois da exposigdo a um feixe eletronico foi 70%. A taxa de retengdo
de atividade depois de um més foi 74%, e nenhuma redugdo na atividade de
trombina foi observada durante armazenamento.

Exemplo 3

[0068] Depois que particulas contendo trombina (preparadas por
liofilizagdo de uma solugdo aquosa contendo 1 mg/mL de trombina
recombinante, cloreto de sodio, citrato de sodio, cloreto de calcio e manitol e
com um pH de 7) foram dispersas em etanol, diclorometano foi adicionado a
dispersdo resultante, e um copolimero de acido poliglicolico-acido polilatico
(Purasorb PDLG5010 de PURAC) foi dissolvido na dispersio a uma
concentra¢do de 10% em peso para preparar uma solugdo de dopagem com
uma razdo de copolimero de particula contendo trombina/acido poliglicolico-
acido polilatico de 100 (1,69 como trombina)/100 (p/p). A solu¢do de
dopagem obtida foi usada para formar uma pelicula por um método de
disposi¢do. O intervalo de revestimento foi 127 um, e a velocidade de
revestimento foi 30,1 mm/sec. A 1amina obtida teve uma espessura de 58 pum,
um peso de 2,9 mg/cm? e uma densidade aparente de 504 mg/cm’. A lamina
obtida foi cortada em um didmetro de 1 cm, e a proteina foi extraida com 200
uL de salina fisiologica para medir a atividade de trombina. Como um
resultado, o valor de medigdo de atividade foi 71.1 IU/cm?. A lamina obtida

foi esterilizada por exposigdo a um feixe eletronico de 30 kGy e mantida a
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40°C e 75%RH por um més para medir a atividade de trombina. Quando a
atividade de trombina antes da esteriliza¢do foi 100%, a taxa de retengdo da
atividade de trombina logo depois da exposi¢cdo a um feixe eletronico foi
75,7%. A taxa de retengdo de atividade depois de um més foi 82%, e

nenhuma reducdo na atividade de trombina foi observada durante

armazenamento.
Exemplo 4
[0069] Depois que particulas contendo fibrinogénio (preparadas por

liofilizagdo de uma solugdo aquosa contendo 10 mg/mL de fibrinogénio
recombinante, arginina, cloreto de sodio e manitol e com um pH de 8,5)
foram dispersas em etanol, diclorometano foi adicionado a dispersdo
resultante, e um copolimero de acido poliglicdlico-acido polilatico (Purasorb
PDLG5010 de PURAC) foi dissolvido na dispersdo a uma concentragdo de
10% em peso para preparar uma solucdo de centrifugagdo com uma razio de
copolimero de particula contendo fibrinogénio/acido poliglicolico-acido
polilatico de 100 (50,85 as fibrinogénio)/100 (p/p). Centrifugacdo foi
realizada pelo método de eletrocentrifugagdo para obter um corpo moldado de
fibra tipo ldmina. O corpo moldado de fibra obtido teve uma espessura de 131
um, um peso de 1,44 mg/cm? e uma densidade aparente de 110 mg/cm’. A
lamina obtida foi cortada em um didmetro de 1 cm, e fibrinogénio foi extraido
com uma solucgdo de dilui¢do para medir a quantidade de seu agregado por
cromatografia de alta velocidade. Como um resultado, a quantidade do
agregado foi 9,79%. A lamina obtida foi esterilizada por exposi¢do a um feixe
eletronico de 30 kGy e mantida a 40°C e 75%RH por um més para medir a
quantidade do agregado. A quantidade do agregado logo depois da exposi¢do
a um feixe eletronico foi 18,81%. O peso do agregado depois de um més foi
24,14%.

Exemplo Comparativo 1

[0070] Depois que um feixe eletronico de 30 kGy foi aplicado nas
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particulas contendo trombina (preparadas por liofilizagdo de uma solugdo
aquosa contendo 1 mg/mL de trombina recombinante, cloreto de sédio, citrato
de sodio, cloreto de calcio e manitol e com um pH de 7) para esteriliza-las, as
particulas contendo trombina foram mantidas a 40°C e 75%RH por um més
para medir a atividade de trombina. A atividade de trombina antes da
exposi¢do foi 404,73 Ulvial. Quando a atividade de trombina antes da
esterilizacdo foi 100%, a taxa de retengdo da atividade de trombina logo
depois da exposi¢do a um feixe eletronico foi 51,8%. A taxa de retencdo de
atividade depois de um més foi 17,9%, e uma redugdo na atividade de
trombina foi observada durante armazenamento.

Exemplo comparativo 2

[0071] Depois que particulas contendo trombina (preparadas por
liofilizagdo de uma solugdo aquosa contendo 1 mg/mL de trombina
recombinante, cloreto de sodio, citrato de sédio, cloreto de calcio e manitol e
com um pH de 7) foram dispersas em 2-propanol, hidroxipropil celulose (2,0-
2,9 mPa.s, fabricada pela Nippon Soda Co., Ltd.), foi dissolvido na dispersdo
resultante a uma concentragio de 13% em peso para preparar uma solucdo de
dopagem com uma razdo de particula contendo trombina/hidroxipropil
celulose de 100/100 (p/p). Centrifugagdo foi realizada pelo método de
eletrocentrifugag¢do para obter um corpo moldado de fibra tipo ldmina. O
corpo moldado de fibra obtido teve uma espessura de 204 pum, um peso de
2,08 mg/cm? e uma densidade aparente de 101 mg/cm’. A lamina obtida foi
cortada em um didmetro de 1 cm, e a proteina foi extraida com 200 pL de
salina fisiologica para medir sua atividade. Como um resultado, o valor de
medicdo de atividade foi 110,3 IU/cm®. A lamina obtida foi esterilizada por
exposi¢do a um feixe eletrénico de 30 kGy e mantida a 40°C e 75%RH por
um més para medir a atividade de trombina. Quando a atividade de trombina
antes da esterilizagdo foi 100%, a taxa de retengdo da atividade de trombina

logo depois da exposigdo a um feixe eletronico foi 68,4%. A taxa de retengdo
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de atividade depois de um més foi 54,9% e uma redugdo na atividade de
trombina foi observada durante armazenamento.

Exemplo comparativo 3

[0072] Depois que um feixe eletronico de 30 kGy foi aplicado nas
particulas contendo fibrinogénio (preparadas por liofilizagdo de uma solugdo
aquosa contendo 10 mg/mL de fibrinogénio recombinante, arginina, cloreto
de sédio e manitol e com um pH de 8,5) para esterilizé-las, as particulas
contendo trombina foram mantidas a 40°C e 75%RH por um més para medir
a quantidade de um agregado de fibrinogénio. A quantidade do agregado
antes da exposi¢do foi 6,97%. A quantidade do agregado logo depois da
exposi¢do a um feixe eletronico foi 18,51%. A quantidade do agregado depois
de um més foi 54,72%.

[0073] Os resultados (as taxas de retengdo de atividade de trombina
(Th) depois da esterilizagdo e depois do armazenamento depois da
esterilizagdo com base no valor antes da esterilizagdo) dos exemplos 1 a 3 ¢
Exemplos comparativos 1 e 2 sdo mostrados na fig. 1.

[0074] Deve-se entender que, quando a proteina € contida no poliéster
alifatico, a mudanga estrutural e deterioragdo funcional da proteina causada
por esteriliza¢do por radia¢@o sdo suprimidas, comparadas com um caso onde
somente particulas contendo proteina sdo usadas (Exemplo comparativo 1) e
adicionalmente que a mudanga e a deterioragdo causadas pelo armazenamento
depois da esteriliza¢do por radiagdo sdo suprimidas, comparadas com um caso
onde poliéster ndo alifatico mas uma celulose (hidroxipropil celulose) € usado
(Exemplo comparativo 2).

[0075] Os resultados (a quantidade do agregado de fibrinogénio
depois da esterilizagdo e depois do armazenamento depois da esteriliza¢do) do
exemplo 4 e Exemplo comparativo 3 estdo mostrados na fig. 2.

[0076] Deve-se entender que, quando a proteina ¢ contida no poliéster

alifitico (Exemplo 4), a mudanga estrutural da proteina causada pelo
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armazenamento depois da esterilizagdo por radiagdo ¢ suprimida, comparada
com um caso onde somente particulas contendo proteina sdo usadas (Exemplo
comparativo 3).

Exemplo 5

[0077] Depois que particulas contendo trombina (Bolheal, (marca
registrada, o mesmo deve se aplicar a seguir), adesivo de tecido: Vial 3)
foram dispersas em etanol, diclorometano foi adicionado a dispersdo
resultante, e acido polilatico (PL18 de Purac Biomaterials) foi dissolvido na
dispersdo a uma concentragdo de 10% em peso para preparar uma solugdo de
centrifuga¢do com uma razdo de particula contendo trombina/acido polilatico
de 40 (0,45 como trombina)/100 (p/p). Centrifugagdo foi realizada pelo
método de eletrocentrifuga¢do para obter um corpo moldado de fibra tipo
lamina. A lamina obtida foi esterilizada com um feixe eletronico de 20 kGy.
A lamina obtida foi cortada em um tamanho de 2 cm x 2 cm, e a proteina foi
extraida com 1 mL de salina fisiologica para medir sua atividade e ELISA.
Como um resultado, o valor de medigdo da atividade foi 5,0 U/cm?, e o valor
de medi¢do ELISA foi 3,4 pug/cm®’. Quando as medigdes de atividade e
ELISA foram feitas em uma lamina ndo esterilizada similarmente, o valor de
medigdo de atividade foi 7,5 U/em? e o valor de medi¢do ELISA foi 4,35
pg/cm?. Ou seja, a taxa de retengdo da atividade da ldmina esterilizada foi
73% da lamina ndo esterilizada.

Exemplo 6

[0078] Depois que particulas contendo trombina (adesivo de tecido
Bolheal: Vial 3) foram dispersos em etanol, diclorometano foi adicionado a
dispersdo resultante, e acido polilatico (PL18 de Purac Biomaterials) foi
dissolvido na dispersdo a uma concentragdo de 10% em peso para preparar
uma solugdo de centrifugagdo com uma razdo de particula contendo
trombina/acido polilatico de 70 (0,78 como trombina)/100 (p/p).

Centrifugacdo foi realizada pelo método de eletrocentrifugagdo para obter um
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corpo moldado de fibra tipo lamina. A lamina obtida foi esterilizada com um
feixe eletronico de 20 kGy. A lamina obtida foi cortada em um tamanho de 2
cm x 2 cm, e a proteina foi extraida com 1 mL de salina fisioldgica para medir
sua atividade e ELISA. Como um resultado, o valor de medigdo de atividade
foi 9,575 U/em?, e o valor de medi¢do ELISA foi 7.0 pg/cm® Quando as
medic¢des de atividade e ELISA foram feitas em uma ldmina néo esterilizada
similarmente, o valor de medicdo de atividade foi 11,15 U/cm? e o valor de
medicdo ELISA foi 7,2 ug/cm?. Ou seja, a taxa de retengdo da atividade da
lamina esterilizada foi 86% da lamina ndo esterilizada.

Exemplo 7

[0079] Depois que pos liofilizados de trombina (adesivo de tecido
Bolheal: Vial 3) foram dispersos em etanol, diclorometano foi adicionado a
dispersdo resultante, e acido polilatico (PL18 de Purac Biomaterials) foi
dissolvido na dispersdo a uma concentracdo de 10% em peso para preparar
uma solugdo de centrifugagdo com uma razdo de po liofilizado de trombina
/acido polilatico de 100 (1,1 como trombina)/100 (p/p). Centrifuga¢do foi
realizada pelo método de eletrocentrifugagdo a uma temperatura de 22°C e
uma umidade de ndo mais que 26% para obter um corpo moldado de fibra
tipo 1dmina. O didmetro interno de um bico de jato foi 0,8 mm, a tensdo foi 15
kV, a vazdo da solucdo de centrifugacdo foi 3,0 mL/h, e a distancia do bico de
jato até uma chapa plana foi 25 cm. A lamina obtida foi esterilizada com um
feixe eletronico de 20 kGy. A lamina obtida foi cortada em um tamanho de 2
cm x 2 cm, e a proteina foi extraida com 1 mL de salina fisioldgica para medir
sua atividade e ELISA. Como um resultado, o valor de medicdo de atividade
foi 15 U/cm?, e o valor de medi¢do ELISA foi 11 pg/cm? Quando as
medi¢des de atividade e ELISA foram feitas em uma lamina ndo esterilizada
similarmente, o valor de medigdo de atividade foi 23 U/cm? e o valor de
medi¢do ELISA foi 16 pg/cm?. Ou seja, a taxa de retengdo da atividade da

lamina esterilizada foi 64% da lamina nao esterilizada.
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Exemplo comparativo 4

[0080] Particulas contendo trombina (Bolheal) foram esterilizadas
com um feixe eletronico de 20 kGy. A proteina foi extraida com 1 mL de
salina fisiol6gica para medir sua atividade e ELISA. Como um resultado, o
valor de medigdo de atividade foi 22,5 U/cm? e o valor de medig¢do ELISA foi
11,5 pg/em®. Quando as medigdes de atividade e ELISA foram feitas em
particulas contendo trombina ndo esterilizadas similarmente, o valor de
medi¢do de atividade foi 68,5 U/cm?® e o valor de medi¢do ELISA foi 41,5
ug/em?. Ou seja, a taxa de retengdo da atividade da lamina esterilizada foi
32% da lamina ndo esterilizada.

Exemplo 8

[0081] Depois que pos de lipase (derivados de pancreas de porco,
fabricados pela Wako Pure Chemical Industries, Ltd., o mesmo deve se
aplicar a seguir) foram dispersos em etanol, diclorometano foi adicionado a
dispersdo resultante, e um copolimero de acido polilatico-acido glicdlico
(PDLG5010 de Purac Biomaterials) foi dissolvido na dispersdo a uma
concentra¢do de 10% em peso para preparar uma solugdo de centrifugagéo
com uma razio de copolimero de lipase pd/acido polilatico-acido glicdlico de
50/100 (p/p). Centrifugagdo foi realizada pelo método de eletrocentrifugagdo
a uma temperatura de 27°C e uma umidade de ndo mais que 25% para obter
um corpo moldado de fibra tipo ldmina. O didmetro interno de um bico de
jato foi 0,9 mm, a tensdo foi 15 kV, a vazdo da solugdo de centrifugacdo foi
4,0 mL/h, e a distancia do bico de jato até uma chapa plana foi 25 cm. A taxa
de extragdo de lipase da ladmina obtida foi 79%. A lamina obtida foi
esterilizada com um feixe eletronico de 20 kGy. A lamina esterilizada obtida
foi cortada em um tamanho de 1 cm x 1 cm, e lipase foi extraida com 1 mL de
um tampdo de lipase contido em um estojo para medir sua atividade. Como
um resultado, a taxa de recuperagdo de atividade foi 100%.

Exemplo 9
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[0082] Diclorometano foi adicionado a po6s de lipase, ¢ um
copolimero de 4cido polilatico-acido glicolico (PDLGS5010 de Purac
Biomaterials) foi dissolvido na mistura resultante a uma concentra¢do de 10%
em peso para preparar uma solugdo de centrifugacdo com uma razio de po de
lipase/acido polilatico de 50/100 (p/p). Centrifugag¢do foi realizada pelo
método de eletrocentrifuga¢do a uma temperatura de 26°C e uma umidade de
ndo mais que 25% para obter um corpo moldado de fibra tipo ldmina. O
didmetro interno de um bico de jato foi 0,8 mm, a tensdo foi 15 kV, a vazdo
da solugdo de centrifuga¢do foi 4,0 mL/h, e a distancia do bico de jato até
uma chapa plana foi 25 cm. A taxa de extragdo de lipase da lamina obtida foi
63%. A lamina obtida foi esterilizada com um feixe eletronico de 20 kGy. A
lamina esterilizada obtida foi cortada em um tamanho de 1 cm x 1 cm, e
lipase foi extraida com 1 mL de um tampdo de lipase contido em um estojo
para medir sua atividade. Como um resultado, a taxa de recuperagdo de
atividade foi 92%.

Exemplo 10

[0083] Depois que pos de P-glucosidase (derivados de améndoa,
fabricada pela Oriental Yeast Co., Ltd, o mesmo deve se aplicar a seguir)
foram dispersos em etanol, diclorometano foi adicionado a dispersdo
resultante, e um copolimero de 4cido polilatico-acido glicolico (PDLGS010
de Purac Biomaterials) foi dissolvido na dispersdo a uma concentra¢do de
10% em peso para preparar uma solugdo de centrifuga¢do com uma razdo de
copolimero de p6 de B-glucosidase/acido polilatico-4cido glicélico de 38/62
(p/p). Centrifugagdo foi realizada pelo método de eletrocentrifugacdo a uma
temperatura de 27°C e uma umidade de ndo mais que 25% para obter um
corpo moldado de fibra tipo lamina. O didmetro interno de um bico de jato foi
0,9 mm, a tensdo foi 15 kV, a vazdo da solug@o de centrifugacéo foi 4,0 mL/h,
e a distdncia do bico de jato até uma chapa plana foi 25 cm. Depois que a

lamina obtida foi cortada em um tamanho de 2 cm x 2 cm, ela foi esterilizada



ra

com um feixe eletronico de 20 kGy. B-glucosidase foi extraido com 1 mL de
salina fisioldgica para medir sua atividade com Tokyogreen-fGlu. Como um
resultado, a taxa de recuperagdo de atividade foi 92%. Quando a medigdo da
atividade foi feita em uma lamina ndo esterilizada similarmente, a taxa de
recuperagdo de atividade foi 94%. Concluiu-se pelo exposto que a taxa de
reten¢do da atividade do corpo moldado de fibra esterilizado foi 98% do
corpo moldado de fibra ndo esterilizado e que P-glucosidase ndo foi
desativada pela esterilizagdo de feixe eletronico.

Exemplo 11

[0084] Depois que pos de B-glucosidase foram dispersos em etanol,
diclorometano foi adicionado a dispersdo resultante, e um copolimero de
acido polilatico-caprolactona (PLCA8812 de Taki Chemical Co., Ltd.) foi
dissolvido na dispersdo a uma concentra¢do de 10% em peso para preparar
uma solugdo de centrifuga¢do com uma razdo de copolimero de po6 de B-
glucosidase/acido polilatico-caprolactona de 38/62 (p/p). Centrifugacdo foi
realizada pelo método de eletrocentrifugacdo a uma temperatura de 27°C e
uma umidade de ndo mais que 25% para obter um corpo moldado de fibra
tipo ldmina. O didmetro interno de um bico de jato foi 0,9 mm, a tensdo foi 15
kV, a vazdo da solugdo de centrifugagdo foi 3,0 mL/h, e a distancia do bico de
jato até uma chapa plana foi 25 cm. Depois que a ldmina obtida foi cortada
em um tamanho de 2 cm x 2 cm, ela foi esterilizada com um feixe eletronico
de 20 kGy. B-glucosidase foi extraida com 1 mL de salina fisiolégica para
medir sua atividade com Tokyogreen-fGlu. Como um resultado, a taxa de
recuperagdo de atividade foi 81%. Quando a medigdo da atividade foi feita em
uma lamina ndo esterilizada similarmente, a taxa de recuperagdo de atividade
foi 80%. Concluiu-se pelo exposto que a taxa de retengdo da atividade do
corpo moldado de fibra esterilizado foi 101% do corpo moldado de fibra ndo
esterilizado e que B-glucosidase ndo foi desativada pela esterilizagdo de feixe

eletronico.
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Exemplo 12

[0085] Depois que pos de B-glucosidase foram dispersos em etanol,
diclorometano foi adicionado a dispersdo resultante, e acido polilatico (PL18
de Purac Biomaterials) foi dissolvido na dispersdo a uma concentra¢do de
11% em peso para preparar uma solugdo de centrifugagdo com uma razio [3-
glucosidase pd/acido polilatico de 38/62 (p/p). Centrifugacdo foi realizada
pelo método de eletrocentrifugagdo a uma temperatura de 27°C e uma
umidade de ndo mais que 25% para obter um corpo moldado de fibra tipo
lamina. O didmetro interno de um bico de jato foi 0,9 mm, a tensdo foi 15 kV,
a vazio da solugio de centrifugagdo foi 3,0 mL/h, e a distancia do bico de jato
até uma chapa plana foi 25 cm. Depois que a lamina obtida foi cortada em um
tamanho de 2 cm x 2 cm, ela foi esterilizada com um feixe eletronico de 20
kGy. B-glucosidase foi extraida com 1 mL de salina fisiologica para medir sua
atividade com Tokyogreen-BGlu. Como um resultado, a taxa de recuperagido
de atividade foi 62%. Quando a medicdo de atividade foi feita em uma lamina
ndo esterilizada similarmente, a taxa de recuperagdo de atividade foi 71%.
Concluiu-se pelo exposto que a taxa de reten¢do da atividade do corpo
moldado de fibra esterilizado foi 87% do corpo moldado de fibra ndo
esterilizado e que B-glucosidase ndo foi desativada por esterilizagdo de feixe
eletronico.

Exemplo comparativo 5

[0086] Pés de lipase foram esterilizados com um feixe eletronico de
20 kGy. 1 mL de um tamp@o de lipase foi adicionado a 1 mg dos pos para
medir a atividade de lipase. Como um resultado, a taxa de recuperagdo de
atividade foi 74%.

Exemplo comparativo 6

[0087] Pés de PB-glucosidase foram esterilizados com um feixe
eletrdnico de 20 kGy. 2 mg dos pds foram dissolvidos em 1 mL de salina

fisiologica para medir a atividade de B-glucosidase com Tokyogreen-BGlu.
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Como um resultado, a taxa de retengdo de atividade foi 81%.

EFEITO DA INVENCAO

[0088] A composicdo estéril da presente invencdo retém a estrutura e
fun¢do de uma proteina, embora ela seja esterilizada.

VIABILIDADE INDUSTRIAL

[0089] A composigdo estéril da presente invengdo € usada na industria
de fabrica¢do de produtos medicinais que exigem a fungdo e esterilidade de

uma proteina.
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REIVINDICACOES

I. Composicdo estéril esterilizada com radiacdo, que

compreende uma proteina e um poliéster alifatico, caracterizada pelo fato de

que a proteina € selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, enzimas,
proteinas de transporte, proteinas de defesa, proteinas de toxinas, hormdnios
proteicos, fatores de crescimento e misturas dos mesmos; pelo menos parte da
proteina entra no interior do poliéster alifitico como dispersdo de particulas
da proteina ou particulas de uma mistura da proteina e aditivos
farmaceuticamente aceitaveis; € o tamanho das particulas ndo € inferior a 0,01
pm;

e a referida composicdo estéril estd na forma de uma fibra,
pelicula, 1amina, corpo tipo placa, corpo tipo tubo, corpo linear, corpo tipo
bastdo, corpo espumoso e poroso; e a referida composi¢do estéril foi
produzida a partir de uma suspensdo contendo uma solucdo de solvente
organico do poliéster alifatico e as particulas da proteina.

2. Composicao estéril, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o poliéster alifatico € selecionado do grupo que

consiste em 4cido poliglicdlico, 4cido polilatico, policaprolactona,
copolimeros destes e misturas dos mesmos.
3. Composi¢ao estéril, de acordo com a reivindica¢do 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de que € em uma forma de fibra.

4. Composicdo estéril, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de que € produzida por um método de

eletrocentrifugacao.

5. Composicao estéril, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de que € em uma forma de pelicula.

6. Composicao estéril, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de que € produzida por um método de disposicao.
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