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“METODO PARA A FABRICACAO DE UMA COMPOSICAO DE
IMUNOGLOBULINA IgG ENRIQUECIDA”
REFERENCIAS CRUZADAS AOS PEDIDOS
[0001] Este pedido reivindica prioridade ao Pedido de Patente
Provisorio US Série N° 61/602488 depositado em 23 de fevereiro de 2012,
cuja divulgacio € aqui incorporada por referéncia na sua totalidade para todos
os fins.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[0002] Produtos de imunoglobulina de plasma humano foram
utilizados pela primeira vez em 1952 para tratar a deficiéncia imunoldgica.
Inicialmente, a administragdo intramuscular ou subcutinea de isétopo de
imunoglobulina G (IgG) isolado a partir de plasma eram os métodos de
escolha. No entanto, estes métodos ndo permitiram a administracao de
grandes quantidades de IgG necessdrias para um tratamento eficaz de varias
doencas. Assim, os produtos de IgG que podem ser administrados por via
intravenosa, foram desenvolvidos. Geralmente, a imunoglobulina intravenosa
(IVIG) contém a imunoglobina agrupada G (IgG) do plasma de mais de um
milhdo de doadores de sangue. As preparacdes cont€m geralmente mais do
que 95% de IgG nao modificada, que possui fungdes efetoras dependentes de
Fe intactas e apenas quantidades vestigiais de imunoglobulina A (IgA) e
imunoglobulina M (IgM). Tipicamente, IVIGs sdo esterilizadas por filtracao e
o processo de fabricacdo inclui os estigios para inativar e/ou remover virus.
Estes produtos IgG purificados sao utilizados principalmente no tratamento de
trés categorias principais de condi¢cdes médicas: (1) deficiéncias imunes:

agamaglobulinemia ligada ao X, hipogamaglobulinemia (imunodefici€ncias
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primérias), e condicoes de imunidade comprometidas adquiridas
(imunodeficiéncias secundarias), apresentando baixos niveis de anticorpos;
(2) doencas inflamatorias e autoimunes; e (3) infecoes agudas.

[0003] Especificamente, muitas pessoas com imunodeficiéncias
primérias nao tém anticorpos necessarios para resistir a infecdo. Em certos
casos, essas deficiéncias podem ser complementadas pela infusdo de IgG
purificada, comumente através administracdo intravenosa (ou seja, a terapia
de IVIG). Vérias imunodefici€éncias primdrias sdo comumente tratadas na
moda, incluindo Agamaglobulinemia ligada a X (ALX), imunodeficiéncia
comum varidvel (ICV), sindrome de hiper-IgM (HIM), imunodeficiéncia
grave combinada (SCID), e algumas deficiéncias das subclasses de IgG
((Blaese and Winkelstein, J. Patient & Family Handbook for Primary
Immunodeficiency Diseases. Towson, MD: Immune Deficiency Foundation;
2007).

[0004] Embora o tratamento de IgG possa ser muito eficaz para a
gestdo das doencas imunodeficiéncia primdéria, esta terapia é apenas uma
substituicdo tempordria de anticorpos que ndo estdo sendo produzidos no
corpo, em vez de uma cura para a doenca. Assim, os pacientes dependem de
doses repetidas de terapia IgG, geralmente uma vez por més por toda a vida.
Esta terapia coloca uma grande demanda na produgcdo continua de
composi¢des IgG. No entanto, ao contrario de outros produtos bioldgicos que
sdo produzidos via expressao in vitro de vetores de DNA recombinante, IgG €
fracionado a partir de sangue humano e de doagdes de plasma. Assim, o nivel
de IgG comercialmente disponivel € limitado pelo fornecimento disponivel de
doacoes de sangue e de plasma.

[0005] Virios fatores impulsionam a demanda por IgG, incluindo a
aceitacdo de tratamentos de IgG, a identificacdo de indicac¢Oes adicionais para
a terapia de IgG € eficaz e aumentando o diagndstico do paciente e prescricao

IgG. Notadamente, a demanda mundial de IgG mais do que quadruplicou
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entre 1990 e 2009, e continua a aumentar a uma taxa anual entre 7% e 10%
(Robert P., Pharmaceutical Policy and Law, 11 (2009) 359-367). Por
exemplo, a Autoridade Nacional de Sangue Australiana informou que a
demanda por IgG na Austrédlia cresceu de 10,6% para o ano fiscal de 2008-
2009 (Relatorio Anual da Autoridade Nacional de Sangue Australiana 2008-
2009).

[0006] Devido em parte a crescente demanda global e as flutua¢des na
oferta disponivel de produtos de imunoglobulina, vérios paises, incluindo
Australia e Inglaterra, t€m programas de gestdo da demanda implementados
para proteger o abastecimento desses produtos para a mais alta demanda de
pacientes durante periodos de escassez de produtos.

[0007] Tem sido relatado que, em 2007, 26,5 milhdes de litros de
plasma foram fracionados, gerando 75,2 toneladas métricas de 1gG, com um
rendimento de produ¢ido média de 2,8 gramas por litro (Robert P., supra). Este
mesmo relatdrio estima que os rendimentos globais de IgG devem aumentar
para cerca de 3,43 gramas por litro até 2012. No entanto, devido ao continuo
crescimento da demanda global por IgG, projetada entre 7% e 13% ao ano até
2015, melhoria do rendimento IgG total serd necessaria para atender a
demanda global.

[0008] Um numero de métodos de preparacdo de IgG sao utilizados
por fornecedores comerciais de produtos de IgG. Um problema comum com
os métodos atuais de producdo de IgG € a perda substancial de IgG durante o
processo de purificacdo, estima-se que pelo menos 30% a 35% do teor de IgG
total do material de partida. Uma dificuldade consiste em manter a qualidade
de inativacdo viral e remoc¢do de impurezas que podem causar reacoes
adversas, melhorando a eficiéncia do processo para aumentar o rendimento de
IgG. Nos niveis atuais de producdo de IgG, o que pode ser considerado um
pequeno aumento no rendimento € de fato altamente significativo. Por

exemplo, em 2007 os niveis de producdo, um aumento de 2% na efici€ncia,
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igual a um adicional de 56 miligramas por litro, geraria 1,5 toneladas
adicionais de IgG.

[0009] No quarto capitulo de uma série de artigos seminais publicados
sobre a preparagdo e as propriedades das proteinas de soro e plasma, Cohn et
al. (J. Am. Chem. Soc., 1946, 68(3): 459-475) descreveram pela primeira vez
um método para o fracionamento de dlcool de proteinas do plasma (método
6), que permite o isolamento de uma fracdo enriquecida em IgG a partir de
plasma humano. Alguns anos mais tarde, Oncley et al. (J. Am. Chem. Soc.,
1949, 71(2): 541-550) explicou os métodos de Cohn publicando um método
(Método 9) que resultou no isolamento de uma preparagdo de IgG mais pura.
[0010] Estes métodos, enquanto que estabelecem as bases para uma
industria inteira de proteinas do sangue derivadas do plasma, ndo foram
capazes de fornecer Preparacdes de IgG com suficientemente elevado grau de
pureza para o tratamento de varias doencas autoimunes, incluindo a sindrome
de Kawasaki, purpura trombocitopénica imunoldgica, e imunodeficiéncias
priméarias. Como tal, as metodologias adicionais utilizando varias técnicas,
tais como a cromatografia de troca idnica, foram desenvolvidas para
proporcionar formulacdes de pureza de IgG mais elevadas. Hoppe et al
(Munch Med Wochenschr 1967 (34): 1749-1752), Falksveden (Patente Sueca
No. 348942), e Falksveden e Lundblad (Methods of Plasma Protein
Fractionation 1980) foram os primeiros a empregar cromatografia de troca
10nica para esta finalidade.

[0011] Vaéarios métodos modernos para a purificagdo das
imunoglobulinas a partir de plasma empregam um estiagio de precipitagdo,
como precipitacao caprilato (Lebing et al., Vox Sang 2003 (84): 193-201) e
precipitacdo com etanol de Fracdo Cohn (I+) II + III (Tanaka et al. Braz J
Med Biol Res 2000 (33), 37-30) acoplada a cromatografia em coluna. Mais
recentemente, Teschner et al (Vox Sang, 2007 (92): 42-55) descrevem um

método para a producdo de um produto de IgG de 10% em que crio-
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precipitado € removido em primeiro lugar a partir de plasma reunido e, em
seguida, um fracionamento com etanol frio Cohn-Oncley entdo modificado €
executado, seguido por tratamento S/D da cromatografia de permuta
Iintermédia, de ions, de nanofiltracao, e opcionalmente
ultrafiltracdo/diafiltracao.

[0012] Apesar da pureza, seguranga, € rendimento proporcionados por
estes métodos de isolamento de IgG, o rendimento de IgG recuperado a partir
de plasma pode ainda ser melhorado. Por exemplo, Teschner et al. relatam
que os seus métodos resultam num aumento de rendimento de IgG de 65%
(Teschner et al. Supra). Como relatado nas véarias reunides de produtos de
plasma, os rendimentos médios para a preparacao em larga escala de IgG, tal
como da Baxter, CSL Behring, Upfront Technology, Cangene, Prometric
BioTherapeutics e da Cruz Vermelha finlandesa, variam de cerca de 61% a
cerca de 65 % no recipiente final. Embora melhor do que os métodos
anteriormente empregados, esta quantidade de recuperacdo de IgG ainda
representa uma perda de, pelo menos, cerca de um terco do IgG presente na
fracdo de plasma reunido, durante o processo de isolamento.

[0013] Devido a quantidade limitada de plasma disponivel para a
fabricacdo de produtos derivados do plasma, o isolamento de diversas
proteinas de sangue a partir de um conjunto de plasma de partida comum
pode ser conseguido através da integracdo das purificacdes em um unico
quadro. Por exemplo, o IgG € geralmente enriquecido através da formagao de
uma precipitacdo de Fracdo Cohn II + III ou precipitagdo de Kistler-
Nitschmann A, os sobrenadantes correspondentes dos quais sdo entao
utilizados para a fabricacdo de alfa-1-antitripsina (A1PI) e albumina.
Similarmente, varios métodos t€m sido descritos para a fabricacao do Fator H
de subprodutos formados durante a producdo das imunoglobulinas IgG,
incluindo WO 2008/113589 e WO 2011/011753.

[0014] Como tal, existe uma necessidade para métodos melhorados e
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mais eficazes para a fabricacao de produtos terapéuticos de IgG. Além disso,
estes métodos também devem permitir a fabricacdo de produtos derivados de
plasma adicional a partir de uma Unica fonte de plasma. A presente invengao
satisfaz estas e outras necessidades proporcionando métodos de isolamento de
IgG que produzem rendimentos que sao aproximadamente 20 a 25% maior do
que atualmente possivel, assim como composicoes de IgG ali fornecidas. Com
vantagem, os métodos aqui previstos permitem o co-isolamento de outras
proteinas derivadas do plasma terapeuticamente importante, incluindo alfa-1-
antitripsina (A1PI), fator H, proteinas inibidoras inter-alfa (IalP), complexos
de protrombina, fator VII (FVII), Fator VIII (FVIII), antitrombina III (AT
III), fibrinogénio, butirilcolinesterase, e outros.
BREVE SUMARIO DA INVENCAO

[0015] Os métodos atuais para a producdo de IVIG e alfa-1-
antitripsina (A1PI) dependem de varios estagios de precipitacdo de proteina
para separado para imunoglobulina IgG e AI1PI de outros componentes
encontrados no plasma humano. Por exemplo, muitos fabricantes utilizam
uma variacdo do método de Cohn-Oncley 6, no qual trés estagios iniciais de
precipitacdo de alcool sdo utilizados. O primeiro estiagio de precipitacao,
referido como Precipitacdo de Fracdo I, € realizada a um pH elevado (7,2) e
baixa concentracdo de etanol (8-10% v/v) para precipitar proteina, tais como o
fibrinogénio e o Fator XIII de distincia a partir de IgG e AIPI, que
permanecem no sobrenadante. IgG € entdo precipitado a partir da fragdo I
sobrenadante numa segunda reacdo de precipitacdo, referido como uma
precipitacdo de Fracao II + III, realizada a um pH moderado (6,8) e de
elevada concentracdo de etanol (20%-25%). A maior parte do AIPI
permanece no sobrenadante da reagdo de precipitacdo da Fracao II + III, como
¢ subsequentemente separada da albumina numa terceira reagcdo de
precipitacdo inicial, denominada como uma precipitacdao de Fracdo I-IV-1,

realizada a um pH baixo (5,2) e a concentracao de etanol moderado (18%).
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[0016] Infelizmente, uma vez que o método de Cohn-Oncley descrito
acima, bem como o processo de Kistler-Nitschmann compardvel que emprega
quatro precipitacoes iniciais para fracionar IgG e AI1PI, os componentes
individuais separados através de uma série complexa de reacgdes de
precipitacdo, o fracionamento € ineficiente. Uma perda significativa no
rendimento de IgG e A1PI, nestes estdgios iniciais de precipitacdo, pode ser
atribuida a precipitacdo parcial em fracdes nao segmentadas, bem como a
precipitacdo incompleta, nas fracdes segmentadas. Por exemplo, o IgG co-
precipita em certa medida, com o fibrinogénio e o Fator XIII, no precipitado
da Fracdo I e algum IgG ndo € precipitado por precipitagdo da Fragao II + III.
Ap6s clarificacdo de um precipitado da Fracdo II + III, o rendimento de IgG €
tipicamente entre 75% e 85% de IgG presente no conjunto de Cohn. Por
conseguinte, de 15% a 25% do teor de IgG total de material de partida é
perdido apos estas duas etapas de fracionamento.

[0017] A presente divulgacdao melhora a recuperacao de IgG e A1PI
do plasma reunido, removendo a necessidade de multiplos estigios iniciais de
precipitacdo. Em vez disso, os métodos descritos dependem de um unico
estagio inicial de precipitacio que captura todas as proteinas normalmente
precipitadas na Fracdo I, Fracao II + III, e precipitacoes da Fracao IV-1
combinadas. Este estidgio unico de precipitacdo € aqui referido como uma "
precipitacdo de Fracdo I + II + III + IV-1" uma "precipitacao de Fracdo I-IV-
1", ou um "baixo pH inicial, precipitagao de dlcool elevado". Com vantagem,
foi encontrado que a IgG e A1PI pode ser eficientemente extraida da Fragdo
IV-I-1 precipitada sem a utilizacdo de precipitacdes subsequentes proteina.
Além disso, verificou-se que a fragao I-IV-1 precipitada continha quase todo
o teor de AIPI e IgG de plasma de origem, enquanto que a albumina
permanece no sobrenadante. Tomados em conjunto, estas vantagens resultam
num aumento significativo na recuperacdo global destes produtos comerciais

importantes.
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[0018] Como mostrado nos Exemplos, a utilizacdo de um pH baixo,
de alta alcool estagio de precipitacdo (Fragdo I-IV-1 de precipitacdo) como
um estagio inicial na purificacdao de IgG a partir do crio-sobrenadante, permite
a producdo de composicoes de IgG de grau farmacéutico com rendimentos
sem precedentes de 4,3-4,7 g plasma de origem IgG/L. Estes rendimentos
representam um 20% a 25% de aumento aproximado de rendimento em
comparagdao com os processos de fabricacdo do estado da técnica, tais como
as utilizadas para fabricar GAMMAGARD LIQUID® (Baxter International,
Deerfield, IL) a partir do mesmo tipo de plasma.

[0019] Assim, entre outros aspectos, a presente inveng¢ao prevé um
novo processo de fracionamento de plasma, que separa o plasma ou crio-
sobrenadante em um estagio inicial em uma Fragdo I-IV-1 e um precipitado
da Fragdo I-IV-1 de sobrenadante. A Fragdo I-IV-1 precipitada contém quase
todas as imunoglobulinas (por exemplo, IgG, IgA, e IgM) e um inibidor de
elastase de alfa 1 (AIPI), enquanto que o sobrenadante contém
principalmente a albumina.

[0020] Em um aspecto, a presente inven¢ao prevé um método para a
preparacdo de uma composicdo de imunoglobulina enriquecida a partir de um
conjunto de Cohn, o método compreendendo os estigios de: (a) co-
imunoglobulinas precipitadas e alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir de crio-
sobrenadante, num primeiro estigio de precipitacdo, de modo a formar um
primeiro precipitado € um primeiro sobrenadante; (b) solubilizar as
imunoglobulinas do primeiro precipitado, para formar uma primeira
suspensdo que tem uma por¢ao soluvel que compreende imunoglobulinas e
uma porcado insolivel compreendendo A1PI; (¢) separar a por¢do soluvel da
primeira suspensdo a partir da porcdo insoluvel da primeira suspensao; e (d)
recuperar a fracdo soluvel da primeira suspensdo, formando assim uma
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida.

[0021] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o primeiro
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estagio de precipitacdo € um estagio de precipitacao com dlcool.

[0022] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, o estagio de
precipitacdo com alcool compreende a adi¢do de etanol ao crio-sobrenadante
para alcancar uma concentragdo final de entre 20% e 30% de etanol (v/v) a
um pH de 5 a 6.

[0023] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, a
concentragdo final de etanol na primeira etapa de precipitacdo € de 25 + 4%.
Em uma modalidade dos métodos acima descritos, a concentracdo final de
etanol seja de 25 + 3%. Em uma modalidade dos métodos acima descritos, a
concentragdo final de etanol seja de 25 + 2%. Em uma modalidade dos
métodos acima descritos, a concentragdo final de etanol seja de 25 = 1%. Em
uma modalidade dos métodos acima descritos, a concentracao final de etanol
a25%.

[0024] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o pH do
primeiro estdgio de precipitacdo € de 5,5 = 0,4. Em uma modalidade dos
métodos acima descritos, o pH é de 5,5 = 0,3. Em uma modalidade dos
métodos acima descritos, o pH é de 5,5 = 0,2. Em uma modalidade dos
métodos acima descritos, o pH é de 5,5 = 0,1. Em uma modalidade dos
métodos acima descritos, o pH € de 5,5.

[0025] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o pH ¢é
mantido durante todo o periodo do primeiro estagio de precipitacao.

[0026] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o primeiro
estdgio de precipitacio com dlcool compreende a adicdo do dlcool por
pulverizagao.

[0027] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o primeiro
estagio de precipitacdo com alcool compreende a adi¢dao do alcool a um local
adjacente a um impulsor. Numa outra modalidade, o dlcool € introduzido na
solu¢do em mais de um local. Numa modalidade, o 4lcool € introduzido na

solucdo em uma pluralidade de pequenos portos. Numa modalidade
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especifica, os multiplos locais de adi¢do de alcool estdo localizados em ou
perto de uma ou impulsor outro elemento dispersivo. Numa outra modalidade,
0 4lcool € introduzido na solu¢cdo por meio de uma porta do difusor que
compreende uma pluralidade de aberturas. Numa modalidade especifica, uma
ou mais das respectivas aberturas na pluralidade de aberturas na porta difusor
esta localizado no ou proximo a um impulsor, ou outro elemento dispersivo.
[0028] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o primeiro
estagio de precipitacao € realizado a uma temperatura de desde -3°C a - 10°C.
Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o primeiro estigio de
precipitacdo € realizado a uma temperatura desde -5°C a -9°C.

[0029] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o primeiro
precipitado € suspenso com 4 L de 60 L de tampao por kg de precipitado. Em
uma modalidade dos métodos acima descritos, o primeiro precipitado é
suspenso a partir de 8 L de 15 L de tampao por kg de precipitado.

[0030] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, a primeira
suspensdo tem um pH de 4,0 a 5.4. Em uma modalidade dos métodos acima
descritos, a primeira suspensdo tem um pH de 4,7-5,1.

[0031] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, a primeira
suspensdao tem uma condutividade de 0 mS/cm a 4 mS/cm. Em uma
modalidade dos métodos acima descritos, a primeira suspensao tem uma
condutividade de 0,5 mS/cm a 2 mS/cm.

[0032] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o primeiro
precipitado € suspenso num tampao compreendendo acetato e/ou fosfato.
[0033] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, a por¢ao
soluvel da primeira suspensdo € separada da porcdo insolivel da primeira
suspensao, por centrifugacao ou filtracao.

[0034] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, o estagio de
separar a por¢ao soluvel da primeira suspensao a partir da porcao insoluvel da

primeira suspensao compreende: (i) a mistura de didxido de silicio finamente
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dividido (S10,), com a primeira suspensio; e (ii) a separacdo a partir da
suspensdo de Si02.

[0035] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, o diéxido
de silicio finamente dividido (Si0;) tem uma area de superficie média de
desde 350 m*/g a 410 m*/g.

[0036] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, o diéxido
de silicio finamente dividido (S10,) € adicionada a primeira suspensao com
uma concentracdo final de 15 g/kg primeiro precipitado a 80 g/kg primeiro
precipitado.

[0037] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
compreende as etapas de: (a) de precipitacdo de imunoglobulinas a partir de
crio-sobrenadante, em uma primeira etapa de precipitacdo, com entre 24% e
26% de 4lcool com um pH de entre 5,3 € 5,7 e temperatura entre -6°C e - 8°C,
para formar um primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; (b) a
suspensdo do primeiro precipitado, para formar uma primeira suspensao; (c)
tratamento da primeira suspensao com dioxido de silicio finamente dividido
(S10,); (d) separacao da fracdo solivel da primeira suspensdo da fracao
insoluvel da primeira suspensao; e (e) recuperar a fracao soluvel da primeira
suspensdo, formando assim uma composi¢dao de imunoglobulina enriquecida.
[0038] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, a
composicdo de imunoglobulina enriquecida contém pelo menos 90% do teor
de imunoglobulina IgG presente no conjunto Cohn utilizado no estigio (a).
[0039] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, a
composi¢cdo de imunoglobulina enriquecida contém pelo menos 95% do teor
de imunoglobulina IgG presente no conjunto Cohn utilizado no estigio (a).
[0040] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
compreende ainda os estagios de (f) imunoglobulinas precipitadas a partir da
fracdo soluvel da primeira suspensao, em uma segunda etapa de precipitagdo,

para obter um segundo precipitado e um segundo sobrenadante; (g) a segunda
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suspensdo precipitada para formar uma segunda suspensao; e (h) recuperar a
fracdo soluvel da segunda suspensdo, formando assim uma composicdo de
imunoglobulina enriquecida.

[0041] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o segundo
estagio de precipitacdo € um estagio de precipitacao com dlcool.

[0042] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o segundo
estagio de precipitacio com dlcool compreende a adicdo de etanol para a
fracdo soluvel da primeira suspensao para alcancar uma concentragdo final de
entre 22% e etanol a 28% a um pH entre 6,5 ¢ 7,5.

[0043] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o segundo
estagio de precipitacio com dlcool compreende a adicdo do dlcool por
pulverizagao.

[0044] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o segundo
estagio de precipitacdo com alcool compreende a adi¢dao do alcool a um local
adjacente a um impulsor. Numa outra modalidade, o dlcool € introduzido na
solu¢do em mais de um local. Numa modalidade, o dlcool é introduzido na
solucdo em uma pluralidade de pequenos portos. Numa modalidade
especifica, os multiplos locais de adi¢do de alcool estdo localizados em ou
perto de um impulsor, ou outro elemento dispersivo. Numa outra modalidade,
o 4lcool € introduzido na solu¢cdo por meio de uma porta do difusor que
compreende uma pluralidade de aberturas. Numa modalidade especifica, uma
ou mais das respectivas aberturas na pluralidade de aberturas na porta difusor
esta localizado no ou proximo a um impulsor, ou outro elemento dispersivo.
[0045] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o segundo
estagio de precipitacdo € realizado a uma temperatura entre -3°C e -10°C.
[0046] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, a
composicdo de imunoglobulina enriquecida contém pelo menos 90% do teor
de IgG presente no crio-sobrenadante utilizado no estdgio (a).

[0047] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, a
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composi¢do de imunoglobulina enriquecida contém pelo menos 95% do teor
de IgG presente no crio-sobrenadante utilizado no estigio (a).

[0048] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
compreende ainda uma etapa de cromatografia de permuta anidnica de
enriquecimento.

[0049] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
compreende ainda uma etapa de cromatografia de permuta catibnica de
enriquecimento.

[0050] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
compreende ainda um estagio de remocao ou inativagao viral.

[0051] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
compreende um solvente/detergente (S/D), estagio de inativacao viral.

[0052] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
compreende um estagio de nanofiltracao.

[0053] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
compreende um estdgio de incubacdo da composicdo a um pH de 4,0 a 5,0 e
temperatura de 20°C a 40°C durante pelo menos uma semana.

[0054] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, a
composicao final de IgG enriquecido compreende, pelo menos, 98% de IgG.
[0055] Em uma modalidade dos métodos descritos acima, a
composicao final de IgG enriquecido compreende, pelo menos, 99% de IgG.
[0056] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método
produz pelo menos 4 g de IgG por L de crio-sobrenadante usada no estigio
(a).

[0057] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, 0 método
produz, pelo menos, 4,25 g de IgG por L de crio-sobrenadante usada no
estagio (a).

[0058] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o método

produz, pelo menos, 4,5 g de IgG por L de crio-sobrenadante usada no estiagio
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(a).
[0059] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, a alfa-1-
antitripsina (A1PI) € ainda purificada a partir de uma fracdo insoluvel da
primeira suspensao.
[0060] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o
fibrinogénio € ainda mais purificado a partir de uma fracdo insoluvel da
primeira suspensao
[0061] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, o Fator H é
ainda purificado a partir de uma fracao insoltvel da primeira suspensao.
[0062] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, um alfa-
tripsina inibidor de Inter proteina (Ialp) € ainda purificada a partir de uma
fracdo insoluvel da primeira suspensao.
[0063] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, a fracdo
insoluvel da primeira suspensdo € tratada com didxido de silicio finamente
dividido (SiO,).
[0064] Em uma modalidade dos métodos acima descritos, a albumina
¢ ainda purificada a partir do primeiro sobrenadante.
[0065] Em um aspecto, a presente invengao prevé uma composi¢ao de
imunoglobulina enriquecida preparado por um método de acordo com
qualquer uma das reivindicacoes 1 a 63.
[0066] Em um aspecto, a presente inven¢ao prevé um método para o
tratamento de uma defici€éncia imune, uma doenca inflamatéria, uma doenca
autoimune, ou uma infecdo aguda em um individuo em necessidade do
mesmo, compreendendo o método a administracdo de uma composicdao de
imunoglobulina enriquecida reivindicacdo 64 para o sujeito.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[0067] Figura 1. Diagrama de um sistema de fracionamento de plasma

de acordo com uma modalidade aqui descrita.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
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I. Introducao

[0068] Entre outros aspectos, a presente invencdo prevé um método
mais eficiente para o isolamento de proteinas terapéuticas de plasma reunido.
Os métodos aqui previstos para o fracionamento do plasma reunido
proporciona rendimentos mais elevados de varias proteinas do sangue
terapeuticamente ~ importantes  derivados de  plasma, incluindo
imunoglobulinas e alfa-1-antitripsina (A1PI). Em um aspecto particularmente
importante, a presente inven¢do prevé métodos que aumentam
significativamente o rendimento de imunoglobulina G (IgG), isolado a partir
de plasma, em comparacdo com os métodos do estado da técnica utilizadas
para a fabricacdo de composi¢Oes terapéuticas [gG. Numa modalidade, estes
rendimentos melhorados sdo obtidos através da precipitagdo de
imunoglobulinas e AIP1 partir de uma amostra de plasma de partida (aqui
referido como um "conjunto de Cohn") sob a pH baixo, as condi¢des de
alcool elevado. O estagio de elevada precipitacdo de dlcool, pH baixo resulta
numa captura de massa da composicdo de imunoglobulina a partir do
conjunto de Cohn. Em comparacdo com os processos de fabricacdo do estado
da técnica da imunoglobulina, os métodos aqui previstos reduzem
significativamente a quantidade de imunoglobulina perdida durante o
fracionamento do plasma a montante.

[0069] Os métodos da invencdo reduzem o numero de etapas de
precipitacdo de proteinas necessarias para o isolamento de proteinas a partir
de plasma humano em purezas suficientemente elevada para a administracdo
terap€utica, ao mesmo tempo aumentando o rendimento da recuperagdo de
proteinas do sangue terapeuticamente importantes, tais como a
imunoglobulina G (IgG). Especificamente, os métodos eliminam a
necessidade de um pH inicial elevado, baixa estagio de precipitacdo de alcool,
comumente designado a uma precipitacio de Fracao I, utilizados em

processos de fabricacdo de derivados de regimes de fracionamento de
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Deutsch, Cohn-Oncley, Kistler-Nitschmann. Em vez disso, os métodos aqui
previstos empregam um baixo pH inicial, estagio de precipitacdo elevado de
alcool (aqui referido como precipitacao de Fracdo I-IV-1) que compartimenta
a grandes quantidades de IgG, IgA, IgM, e teor de alfa-1-antitripsina (A1PI)
do plasma no precipitado e a maior parte da albumina no sobrenadante. IgG €
entdo separada de IgA, IgM, e A1PI através de varios meios, o que resulta em
composi¢oes de IgG de alto rendimento. Em comparacdo com os métodos que
empregam uma etapa de precipitacdo da fracao I, a captura de massa de IgG
na etapa de precipitagdo da fracao inicial I-IV-1 aumenta o rendimento final
do processo de fabricacdo, pelo menos, 10 a 25%.

[0070] E.J. Cohn estabeleceu pela primeira vez um método para o
fracionamento de plasma com etanol, em vez de sais, em 1946. Desde essa
altura, tornou-se a precipitacio com etanol o método de escolha para a
fabricacdo em grande escala de produtos derivados do plasma, tais como IgG
e A1PI Tipicamente, estes processos de fabricacdo empregam uma série de
estagios de fracionamento de etanol, proporcionando vérias fracdes brutas de
proteinas derivadas do plasma do sangue, que sdo ainda enriquecidas por
varios procedimentos/técnicas a jusante diferentes.

[0071] Os procedimentos de Cohn foram inicialmente desenvolvidos
para obter albumina de pureza relativamente elevada (95%) por precipitacao
fracionada com alcool. No entanto, foi rapidamente percebido por Oncley et
al., Deutsch et al. e Kistler e Nitschmann que um precipitado de proteina
particular (Fragao II + III) do método de Cohn numero 6 pode ser usado como
um material de partida para a purificacdo de composi¢des de imunoglobulina
altamente enriquecidas. A fim de alcancar a mais alta pureza e seguranga
necessarios para a administracdo intravenosa de composicoes de IgG, varios
estagios de polimento e purificagdo (por exemplo, adsor¢do, em geral ou
todas as técnicas cromatograficas diferentes, fluxo de filtracdo transversal,

etc) foram adicionados a processos de fabricacdo de IgG apds as etapas de
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fracionamento de alcool.

[0072] Tipicamente, Fabricacdo de IgG confia em um precipitado de
Cohn método 6 de Fracdo II + III, ou um Precipitado A de Kistler-
Nitschmann como material de partida para o processamento a jusante. Ambas
as fracdes sdo formadas por um processo de dois estdgios em que: 1i.)
Proteinas, tais como fibrinogénio e Fator XIII sdo removidos por um estigio
de precipitagdo (Precipitacdo de Fragdo I) realizado a um pH elevado (7,2),
com baixa concentracao de etanol (8-10% v/v); e 1i.) IgG € precipitada a partir
da fracdo I sobrenadante a pH 6,8 com 20-25% (v/v) de etanol (Fragao II +
IIT) ou a um pH de 5,85 com 19% de etanol (v/v) de etanol (precipitado A),
enquanto que a albumina e uma porg¢ao significativa do A1PI permanecem no
sobrenadante. No entanto, o uso de uma fracdo II + III precipitada ou
precipitado A como material de partida para a fabricacdo de composicoes de
IgG resulta na perda de IgG em vérias etapas do processo, conforme descrito
acima.

[0073] Para superar estes problemas, os inventores desenvolveram um
estagio inicial de purificacdo, que co-precipita imunoglobulinas e A1PI para
proporcionar um material de partida que contém quase todo o teor de A1PI e
IgG de plasma de origem, enquanto que a albumina permanece no
sobrenadante. Este estigio de fracionamento entra em colapso,
essencialmente, as etapas de precipitacao fracionais I, II e III, e IV-1, tal
como descrito por Oncley et al. (Supra), numa unica reagdo de precipitagdo,
aqui referido como precipitacdo de fracdo I + II + III + IV-1 (ou fragdo I-IV-
1).

[0074] Em um aspecto, a presente inven¢ao preveé um processo para a
fabricacdo de uma composi¢ao de elevado rendimento para a imunoglobulina
intravenosa, subcutanea ou intramuscular usando uma fracdo I-IV-1
precipitada como material de partida. Em vérias modalidades, o método

compreende ainda a separagdo de alfa-1-antitripsina (A1PI) em uma fracdo
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insoluvel de uma suspensao formada durante a extracdo de imunoglobulina da
Fracdo I-IV-1 precipitada. A fracdo insolivel separada pode entdo ser
utilizado como um material de partida para a fabricacdo de uma composi¢ao
de A1PI derivada de plasma.

[0075] Numa modalidade, a presente invencao fornece métodos para a
fabricacdo de uma composicdo terapéutica de uma proteina isolada a partir de
plasma reunido. Em algumas modalidades, estes métodos de fabricagdo
incluem um baixo pH inicial, elevado de dlcool (por exemplo, etanol), o
estagio de precipitacio que aumenta a recuperacdo de vdrias proteinas do
sangue, em comparacdo com os métodos tradicionais. Em algumas
modalidades, os métodos sdao uteis para a fabricacdo de uma ou mais
composi¢oes terapéuticas contendo uma imunoglobulina (por exemplo, 1gG),
albumina, alfa-1-antitripsina (A1PI), butirilcolinesterase, fator H, ou um
inibidor de inter-alfa-tripsina (Ial) proteina isolada a partir de sangue humano,
no plasma, ou um seu derivado.

I1. Definicoes

[0076] Tal como aqui utilizado, o termo "tratamento de IgG" refere-se
geralmente a um método terap€utico de via intravenosa, subcutanea, ou
intramuscular de uma composi¢do de imunoglobulinas IgG de um paciente
para o tratamento de inumeras condi¢des, tais como as deficiéncias imunes,
doencas inflamatorias e doencas autoimunes. As imunoglobulinas IgG sdo
tipicamente reunidas e preparadas a partir de plasma. Anticorpos inteiros ou
fragmentos podem ser utilizados. Imunoglobulinas IgG podem ser formuladas
em concentracdes mais elevadas (por exemplo, superior a 10%) para
administracdo subcutinea, ou formuladas para administracdo intramuscular.
Isto € particularmente comum para preparacoes de IgG de especialidade que
sdo preparadas com titulos maior do que a média de antigenos especificos
(por exemplo, o fator Rho D, toxina pertussis, t€tano, toxina do botulismo,

raiva, etc).
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[0077] Tal como aqui utilizado, "crio-sobrenadante" refere-se ao
sobrenadante criado apds a remoc¢ao do crio-precipitado formado por
descongelacdo de plasma ou de plasma reunido a temperaturas proximas de
zero, por exemplo, a temperaturas abaixo de cerca de 10°C, de preferéncia a
uma temperatura nao superior a cerca de 6°C. No contexto da presente
invencdo, o plasma pode referir-se indiferentemente a plasma recuperado (isto
€, o plasma que foi separado a partir de sangue total ex vivo) ou de plasma de
origem (isto €, o plasma recolhido via plasmaférese). Crio--precipitacdo €
geralmente realizada, por exemplo, por descongelacdao de plasma congelado
reunido anteriormente, que ja foi ensaiado para consideracdes de seguranga e
qualidade, apesar de também poderem ser utilizados no plasma fresco. Apds o
descongelamento completo do plasma congelado a uma temperatura baixa, a
separacdo dos solidos precipitados de crio-sobrenadante do liquido €
executada no frio (por exemplo, < 6°C), por centrifugagdo ou filtracao.

[0078] Tal como aqui utilizado, um "conjunto Cohn" refere-se ao
material de partida usado para o fracionamento de uma amostra de plasma ou
conjunto de amostras de plasma. Conjuntos Cohn podem incluir um ou mais
de plasma completo, crio-sobrenadante, € o crio-sobrenadante que tenha sido
submetido a um estagio de pré-processamento. Em certas modalidades, um
conjunto de Cohn € uma amostra de crio-sobrenadante a partir do qual um ou
mais fator de sangue foram removidos num estdgio de pré-processamento, por
exemplo, por adsorcdo sobre uma fase solida (por exemplo, hidréxido de
aluminio, diéxido de silicio finamente dividido, etc), ou etapa de
cromatografia (por exemplo, de permuta idnica ou cromatografia de afinidade
de heparina). Varias proteinas do sangue, incluindo, mas ndo limitado ao
Atividade de Desvio de Inibidor de Fator Oito (FEIBA), Fator IX-complexa,
Fator VII, complexos de protrombina e/ou antitrombina III, pode ser isolado a
partir da amostra de crio-sobrenadante antes de fracionamento.

[0079] Tal como aqui utilizado, o termo "composi¢ao enriquecido”
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refere-se a uma composicao de proteina isolados a partir de uma amostra de
plasma, em que a pureza da proteina € maior do que a pureza da proteina na
amostra de plasma de partida. Numa modalidade, uma proteina de uma
composi¢ao enriquecida é pelo menos 25% mais pura do que na amostra de
plasma de partida. Em outras modalidades, uma composi¢ao enriquecida é€,
pelo menos, 50%, 75%, 100%, 2 vezes, 3 vezes, 4 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7
vezes, oito vezes, 9 vezes, 10 vezes, ou mais pura do que a amostra de plasma
de partida. Por exemplo, uma composi¢ao de IgG enriquecidas em que 70%
da proteina total é de IgG € de 7 vezes enriquecida quando comparada com
uma amostra de plasma de partida, em que 10% da proteina total € IgG.

[0080] Tal como aqui utilizado, o termo "adicdo difusa" refere-se a
um meio de adicdo de uma substincia para um sistema de liquido de uma
forma deslocalizada. Adicdo difusa pode ser conseguido, por exemplo, por
pulverizacdo ou por nebulizacio de um liquido (por exemplo, o alcool, o
agente modificador de pH, solventes, detergentes, ou outro liquido) para um
sistema de liquido (por exemplo, fracdo de plasma), a introdu¢do de um
liquido dentro de um sistema em multiplos locais, a introdu¢do de um liquido
para um sistema que utiliza uma porta de difusor, a introducdo de um liquido
a ou proximo a um impulsor, ou outro elemento de dispersao ou distribuicao
de um produto quimico presente num estado sdlido através de uma darea
alargada de um sistema liquido.

[0081] Tal como aqui utilizado, o termo "pulveriza¢ao" refere-se a um
meio de entrega de uma substancia liquida em um sistema, por exemplo,
durante um estagio de precipitacio com dlcool, tal como uma etapa de
precipitacdo de Fracdo I-IV-1, sob a forma de goticulas finas ou névoa da
substancia liquida. A pulverizacdo pode ser conseguida por qualquer
dispositivo de pressao, tal como um recipiente (por exemplo, um frasco de
spray), que tem uma cabeca de pulverizacdo ou de uma agulheta e € operado

manualmente ou automaticamente para gerar uma névoa fina de um liquido.
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Tipicamente, a pulverizacido € realizada, enquanto o sistema de recepcdo da
substancia liquida € agitado continuamente ou de outro modo misturados para
assegurar a distribuicao rapida e igual do liquido no interior do sistema.

[0082] Tal como aqui utilizado, o termo "solvente" inclui qualquer
substancia liquida capaz de dissolver ou dispersar um ou mais outras
substancias. Um solvente pode ser inorganico na natureza, tal como a agua,
ou pode ser um liquido organico, tal como etanol, acetona, acetato de metilo,
acetato de etilo, hexano, éter de petroleo, etc Tal como utilizado, o termo
"tratamento com detergente solvente," solvente denota um solvente organico
(por exemplo, fosfato de tri-N-butilo), o qual faz parte da mistura de
detergente solvente utilizado para inativar virus com invoélucro lipidico numa
solucdo.

[0083] Tal como aqui utilizado, o termo "detergente" € utilizado nesta
aplicacdo alternadamente com o termo "agente tensioativo" ou "agente
atuante de superficie." Os surfactantes sdo tipicamente compostos organicos
que sao anfifilicas, isto é, que contém dois grupos hidrofébicos ("cauda") e
grupos hidrofilicos ("cabec¢a"), que tornam surfactantes soliveis em ambos 0s
solventes organicos e 4gua. Um surfactante pode ser classificado pela
presenca de grupos formalmente carregados na sua cabeca. Um tensioativo
ndo-i6nico ndo tem os grupos de carga na sua cabeca, ao estigio que um
agente tensioativo 16nico portador de uma carga liquida na sua cabeca. Um
surfactante zwitteribnico contém uma cabeca com dois grupos com carga
oposta. Alguns exemplos de surfactantes comuns incluem: Anionic (com base
no sulfato, sulfonato ou anions carboxilato): perfluorooctanoato (PFOA ou
PFO), sulfonato de perfluorooctano (PFOS), dodecil sulfato de so6dio (SDS),
sulfato de amonio laurilo, e outros sais de sulfato de alquilo, de laureth sulfato
de sdédio (também conhecido como éter de lauril sulfato de sédio, ou SLES),
alquil benzeno sulfonato; catidnica (baseado em cdations de amonio

quaternario): brometo de cetil trimetil (CTAB) aka hexadecilico trimetil
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amoOnio brometo e outros sais alquiltrimetilamoénio, cloreto de cetilpiridinio
(CPC), polietoxilada amina de sebo (POEA), cloreto de benzalconio (BAC),
cloreto de benzetonio (BZT) ; Os 4cidos gordos de cadeia longa e seus sais,
incluindo o caprilato, o 4cido caprilico, heptanoato, 4cido hexandico, acido
heptandico, acido nandico, dcido decandico e andlogos; Zwitteridnico
(anfotérico): betaina de dodecilo; cocamidopropil betaina; Coco amfo
glicinato; nao 16nico: alquilo poli (6xido de etileno), de alquilfenol de poli
(6xido de etileno), copolimeros de poli (6xido de etileno) e poli (6xido de
propileno) (conhecido comercialmente como poloxdmeros ou poloxaminas),
alquilpoliglucésidos, incluindo octilglucésido, decilo maltdsido, dalcoois
graxos (por exemplo, alcool cetilico e dalcool oleilico), cocamida MEA,
cocamida DEA, polissorbatos (Tween 20, Tween 80, etc), os detergentes
Triton e de 6xido de dimetilamina de dodecilo.

[0084] Por "quantidade ou dose terapeuticamente eficaz" ou
"quantidade suficiente/ou dose eficaz," entende-se uma dose que produz os
efeitos para os quais foi administrada. A dose exata ird depender da finalidade
do tratamento, e serd determindvel por um versado na técnica usando técnicas
conhecidas (ver, por exemplo, Lieberman, Pharmaceutical Dosage Forms
(vols. 1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical
Compounding (1999); Pickar, Dosage Calculations (1999); and Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 20th Edition, 2003, Gennaro, Ed.,
Lippincott, Williams & Wilkins).

[0085] Tal como aqui utilizados, os termos "baixo pH inicial,
precipitacdo de d4lcool elevado" e "Fracdao I-IV-1 de precipitagao”
indiferentemente referem-se a precipitacdo das proteinas a partir de um
conjunto de Cohn a uma concentragao final de alcool (normalmente etanol) de
entre 20% e 30% (v/v) e pH 5,0-6,0. Geralmente, a fragdo resultante I-IV-1
precipitada contém pelo menos 90% do teor de imunoglobulina do conjunto a

partir de Cohn, de preferéncia pelo menos 95%, mais preferencialmente pelo



23/162

menos 98%, mais preferencialmente pelo menos 99% do teor de
imunoglobulina o conjunto de partida Cohn. Numa modalidade preferida, as
imunoglobulinas incluem imunoglobulinas IgG. Numa outra modalidade
preferida, a alfa-l-antitripsina (A1PI) € co-precipitada com as
imunoglobulinas na Fracdo I-IV-1 de precipitacao.

I1I. Fracionamento de Plasma

[0086] Em um aspecto, a presente invengdo fornece métodos para o
fracionamento de proteinas terapé€uticas de plasma reunido empregando um
estagio de precipitacdo inicial, na qual a maior parte da imunoglobulina e de
alfa-1-antitripsina (A1PI) o conteido do plasma inicial € precipitado e a
maioria do teor da albumina do plasma inicial € retida no sobrenadante.
Comecando a partir deste primeiro estagio de precipitacdo, um certo nimero
de proteinas do sangue terapeuticamente importantes pode ser fabricado com
elevados rendimentos de recuperagao.

[0087] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
o fracionamento de proteinas do sangue numa amostra de plasma,
compreendendo o método de precipitacdo de imunoglobulinas e A1PI a partir
do plasma de partida sob um pH baixo, as condi¢des de alcool elevado. Este
baixo pH, elevado alcool estdgio de precipitacdo resulta na formagdo de um
precipitado (aqui referido como uma fracdo I-IV-1 precipitado) e um
sobrenadante (aqui referido como uma fracao I-IV-1 de sobrenadante).

[0088] A Fragao I-IV-1 sobrenadante conterda pelo menos 70%, de
preferéncia pelo menos 80%, mais preferencialmente pelo menos 90% do teor
de proteinas do plasma de partida. Por conseguinte, este sobrenadante pode
ser utilizado como um material de partida para a fabricacio de uma
composi¢ao farmacéutica de albumina.

[0089] A Fracao I-IV-1 precipitada ird conter pelo menos 90%, de
preferéncia pelo menos 95%, mais preferencialmente pelo menos 98%, mais

preferencialmente pelo menos 99% do teor de imunoglobulina do plasma
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inicial. Numa modalidade especifica, a Fracao I-IV-1 precipitada contém pelo
menos 98%, preferencialmente 99% do teor de IgG do plasma inicial. Por
conseguinte, este precipitado pode ser utilizado como um material de partida
para a fabricacdo de composi¢Oes farmacé€uticas de imunoglobulina. Numa
modalidade, a Fracdo I-IV-1 precipitada € utilizado como um material de
partida para a fabricacdo de uma composi¢ao farmacéutica de IgG. Em ainda
outra modalidade, a Fracdo I-IV-1 precipitada € utilizada como um material
de partida para a fabricacdo de uma composi¢dao farmac€utica que contém
imunoglobulina mais do que um subtipo de imunoglobulina.

[0090] Da mesma forma, a Fragcdo I-IV-1 precipitada ird conter pelo
menos 90%, de preferéncia pelo menos 95%, mais preferencialmente pelo
menos 97%, mais preferencialmente pelo menos 98% do teor de AIPI do
plasma inicial. Por conseguinte, este precipitado pode ser utilizado como um
material de partida para a fabricacdo de uma composi¢ao farmacéutica A1PI.
[0091] A Fragdo I-IV-1 precipitada também ird conter, pelo menos,
70%, de preferéncia pelo menos 80%, mais preferencialmente pelo menos
90%, mais preferencialmente pelo menos 95% do teor do Fator H do plasma
inicial. Por conseguinte, este precipitado pode ser utilizado como um material
de partida para a fabricacdo de uma composi¢ao farmacéutica do Fator H.
[0092] A Fragdo I-IV-1 precipitada também ird conter, pelo menos,
70%, de preferéncia pelo menos 80%, mais preferencialmente pelo menos
90%, mais preferencialmente pelo menos 95% de inter-alfa-inibidor (IalP)
contida no plasma de partida. Por conseguinte, este precipitado pode ser
utilizado como um material de partida para a fabricacdo de uma composi¢ao
farmacéutica IalP.

[0093] Em um aspecto, a presente invencdo prevé um método para
separar as imunoglobulinas do AIPI encontrados na Fragio I-IV-1
precipitada. Numa modalidade, o método compreende as imunoglobulinas de

solubilizagdo em uma suspensdo da Fracdo I-IV-1 precipitada, mantendo
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A1PI na porcao insoluvel da suspensdo e, em seguida, separando as partes
soluveis e insoluveis, por exemplo, por filtracdo ou centrifugacdo. Numa
modalidade, a separacdo € auxiliada pelo tratamento da Fracdo I-IV-1 a
suspensdao com didxido de silicio finamente dividido antes de se separar as
partes soluveis e insoluveis. Sem estar limitado pela teoria, o di6xido de
silicio pode-se ligar A1PI que é co-solubilizado com as imunoglobulinas,
aumentando a quantidade de AI1PI particionado na por¢do insolivel da
suspensao.

[0094] Além disso, sabe-se que o Fator H e TaIP didxido de silicio em
particulas ligam-se, sob certas condi¢cdes (ver, WO/2011/011753,
PCT/US2011/45099, e PCT/US2011/038247; as divulgacdes dos quais sdo
aqui expressamente incorporados por referéncia na sua totalidade para todos
os fins). Deste modo, numa modalidade, a presente invencdo prevé um
método para a separacdo de imunoglobulinas a partir de A1PI, o Fator H, e
[alP encontrado numa fragdo I-IV-1 precipitada, compreendendo o método
uma suspensdo Fracdo I-IV-1 precipitada em dgua ou um tampao suficiente
para solubilizar imunoglobulinas baixa condutividade; se tratar a suspensao
com o didxido de silicio; e separar a por¢do soluvel da suspensao a partir da
porcdo insoluvel, em que a por¢do solivel contém imunoglobulinas e a por¢ao
insolavel contém A1PI, o Fator H, e IalP.

[0095] Em uma modalidade dos meios previstos acima, a por¢ao
soluvel em separado da Fragdo I-IV-1 a suspensdo contém pelo menos 80%
do teor de IgG da amostra de plasma de partida. Numa modalidade preferida,
a porcdo soluvel em separado da Fracdo I-IV-1 a suspensdo contém pelo
menos 90% do teor de IgG da amostra de plasma de partida. Numa
modalidade mais preferida, a por¢cdo soluvel em separado da fragdo I-IV-1 a
suspensao contém pelo menos 95% do teor de IgG da amostra de plasma de
partida. Em ainda outras modalidades, a por¢do soluvel da fracdo I-IV-1 a

suspensdo contém pelo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
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88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais
do teor de IgG da amostra de plasma de partida.

[0096] Em uma modalidade dos meios previstos acima, a por¢ao
insoluvel separada da fracdo I-IV-1 a suspensdo contém pelo menos 70% do
teor de A1PI da amostra de plasma de partida. Numa modalidade preferida, a
porcdo insoluvel separada da fracdo I-IV-1 a suspensdo contém pelo menos
80% do teor de A1PI da amostra de plasma de partida. Numa modalidade
mais preferida, a porcdo insoluvel separada da fracdo I-IV-1 a suspensdo
contém pelo menos 90% do teor de A1PI da amostra de plasma de partida.
Numa modalidade mais preferida, a porcao insoluvel separada da fragdo I-IV-
1 a suspensao contém pelo menos 95% do teor de A1PI da amostra de plasma
de partida. Em ainda outras modalidades, a por¢ao insoluvel separada da
fracdo I-IV-1 a suspensdo contém pelo menos 50%, 51%, 52%, 53%, 54%,
55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%,
68%, 69%, 710%, 711%, 12%, 13%, 14%, 15%, 76 %, 17%, 18%, 19%, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais do conteido A1PI da amostra de
plasma de partida.

[0097] As proteinas do sangue fracionadas utilizando a primeira fase
de precipitacdo (por exemplo, massa, Fracdo I-IV-1 de precipitacdo) pode ser
ainda mais enriquecido por meio de processos adequados, por exemplo, (por
exemplo, fracionamento de alcool ou de polietileno-glicol de fracionamento)
(cromatografia de permuta i06nica, métodos cromatograficos precipitacao,
cromatografia de afinidade, cromatografia de imunoafinidade, etc), filtracdo
(ultrafiltracdo/diafiltragcdo, nanofiltracio), ultracentrifugacdo, a preparagdo de
eletroforese, e semelhantes.

A. Preparacao de Crio-sobrenadante

[0098] O material de partida utilizado para a preparacdo de

composi¢oes concentradas IgG geralmente consiste ou recuperado de plasma
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(isto €, o plasma que foi separado a partir de sangue total ex vivo) ou de
plasma de origem (isto €, o plasma recolhido via plasmaférese). O processo de
purificacdo normalmente come¢a com a descongelacdo de plasma congelado
reunido anteriormente, que ja foi ensaiada por consideracdes de seguranca e
qualidade. O descongelamento € tipicamente realizado a uma temperatura ndao
superior a 6°C. Apds o descongelamento completo do plasma congelado a
uma temperatura baixa, a centrifugacdo € realizada a frio (por exemplo, <
6°C) para separar crio-precipitados sélidos do liquido sobrenadante. Em
alternativa, o estagio de separacdo pode ser realizado por filtracio em vez de
centrifugacdo. O sobrenadante liquido (também referida como "crio-
sobrenadante”, depois de proteinas frias insoluveis removidas por
centrifugacdo a partir de plasma fresco descongelado) € entdo processado no
estagio seguinte. Varias medidas adicionais podem ser tomadas neste
momento para o isolamento do fator de oito inibidor atividade extracorpdrea
(FEIBA), Fator IX-complexa, Fator VII, de antitrombina III, complexos de
protrombina, etc

B. Primeiro Evento de Precipitacao - Precipitacao de Fracao I-IV-1

[0099] Numa modalidade, a presente invencao prevé um método para
o fracionamento de proteinas do sangue numa amostra de plasma,
compreendendo o método de precipitacdo de imunoglobulinas e A1PI a partir
do plasma a partir de um primeiro estagio de precipitacdo sob a pH baixo, as
condicoes de dlcool elevado. Este baixo pH, elevado dalcool estigio de
precipitacdo resulta na formacdo de um precipitado (Fracdo I-IV-1
precipitada) e um sobrenadante (Fracdo I-IV-1 de sobrenadante).

[00100] Numa modalidade, o primeiro estigio de precipitacdo ¢é
realizado por mistura de etanol com um conjunto de plasma de partida (o
conjunto de Cohn) para uma concentragcao final de entre 20% e 30% (v/v) a
um pH entre 5,0 e 6,0. Numa modalidade, o etanol é misturado com o

conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3% (v/v). Numa outra
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modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentragdo final de 25 + 2% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol é
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 1%
(v/v). Numa outra modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn
a uma concentracao final de 25% (v/v). Do mesmo modo, numa modalidade,
o primeiro estidgio de precipitagdo é realizado a um pH de 5,5 + 0,5. Numa
outra modalidade, o primeiro estagio de precipitacao € realizado a um pH de
5,5 = 0,4. Numa outra modalidade, o primeiro estdgio de precipitagdo é
realizado a um pH de 5,5 + 0,3. Numa outra modalidade, o primeiro estagio
de precipitacao € realizado a um pH de 5,5 £ 0,2. Numa outra modalidade, o
primeiro estagio de precipitagdo € realizado a um pH de 5,5 + 0,1. Numa
outra modalidade, o primeiro estagio de precipitacao € realizado a um pH de
5,5. Em ainda outras modalidades, a concentrag¢do final de etanol e o pH do
primeiro estdgio de precipitacdao é selecionado a partir de variagdes 1-2166,
como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6
e Tabela 7.

Tabela 1. Combinag¢des de pH e da concentracdo final de etanol util para

baixo pH, precipitacado elevada de dlcool de um conjunto Cohn.

Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH 20-30 21-30 22-30 23-30 24-30 25-30 20-29 21-29
5,0-6,0 Var. 1 Var. 39 Var.77 | Var. 115 | Var. 153 | Var. 191 | Var. 229 | Var. 267
5,1-5,9 Var. 2 Var. 40 Var.78 | Var. 116 | Var. 154 | Var. 192 | Var. 230 | Var. 268
5,2-5.8 Var. 3 Var. 41 Var. 79 Var. 117 | Var. 155 | Var. 193 | Var. 231 | Var. 269
5,3-5,7 Var. 4 Var. 42 Var.80 | Var. 118 | Var. 156 | Var. 194 | Var. 232 | Var. 270
5,4-5,6 Var. 5 Var. 43 Var. 81 | Var. 119 | Var. 157 | Var. 195 | Var. 233 | Var. 271

5,0+0,2 Var. 6 Var. 44 Var. 82 Var. 120 | Var. 158 | Var. 196 | Var. 234 | Var. 272
5,1+0,2 Var. 7 Var. 45 Var. 83 | Var. 121 | Var. 159 | Var. 197 | Var. 235 | Var. 273
52+0,2 Var. 8 Var. 46 Var. 84 | Var. 122 | Var. 160 | Var. 198 | Var. 236 | Var. 274
5,3+0,2 Var. 9 Var. 47 Var. 85 Var. 123 | Var. 161 | Var. 199 | Var. 237 | Var. 275
54+0,2 | Var. 10 Var. 48 Var.86 | Var. 124 | Var. 162 | Var.200 | Var. 238 | Var. 276
55+0,2 | Var. 11 Var. 49 Var. 87 | Var. 125 | Var. 163 | Var.201 | Var. 239 | Var. 277
5,6+0,2 Var. 12 Var. 50 Var. 88 Var. 126 | Var. 164 | Var.202 | Var.240 | Var. 278
5,7+0,2 | Var. 13 Var. 51 Var.89 | Var. 127 | Var. 165 | Var.203 | Var. 241 | Var. 279
58+0,2 | Var. 14 Var. 52 Var.90 | Var. 128 | Var. 166 | Var.204 | Var. 242 | Var. 280
5,9+0,2 Var. 15 Var. 53 Var. 91 Var. 129 | Var. 167 | Var. 205 | Var. 243 | Var. 281
6,0+0,2 | Var. 16 Var. 54 Var.92 | Var. 130 | Var. 168 | Var.206 | Var. 244 | Var. 282
50+0,1 | Var. 17 Var. 55 Var.93 | Var. 131 | Var. 169 | Var.207 | Var. 245 | Var. 283
5,1 +0,1 Var. 18 Var. 56 Var. 94 Var. 132 | Var. 170 | Var.208 | Var.246 | Var. 284
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Concentracao final de Etanol [% (v/v)]
pH 20-30 21-30 22-30 23-30 24-30 25-30 20-29 21-29

52+0,1 Var. 19 Var. 57 Var. 95 Var. 133 | Var. 171 | Var. 209 | Var. 247 | Var. 285
53+0,1 Var. 20 Var. 58 Var.96 | Var. 134 | Var. 172 | Var. 210 | Var. 248 | Var. 286
54 +0,1 Var. 21 Var. 59 Var. 97 Var. 135 | Var. 173 | Var.211 | Var. 249 | Var. 287

55+0,1 Var. 22 Var. 60 Var. 98 Var. 136 | Var. 174 | Var. 212 | Var. 250 | Var. 288
5,6+0,1 Var. 23 Var. 61 Var.99 | Var. 137 | Var. 175 | Var. 213 | Var. 251 | Var. 289
5,7+0,1 Var. 24 Var. 62 Var. 100 | Var. 138 | Var. 176 | Var. 214 | Var. 252 | Var. 290

5,8+0,1 Var. 25 Var. 63 Var. 101 | Var. 139 | Var. 177 | Var. 215 | Var. 253 | Var. 291
59+0,1 Var. 26 Var. 64 Var. 102 | Var. 140 | Var. 178 | Var. 216 | Var. 254 | Var. 292
6,0 +0,1 Var. 27 Var. 65 Var. 103 | Var. 141 | Var. 179 | Var. 217 | Var. 255 | Var. 293

5 Var. 28 Var. 66 | Var.104 | Var. 142 | Var. 180 | Var. 218 | Var. 256 | Var. 294
5,1 Var. 29 Var. 67 Var. 105 | Var. 143 | Var. 181 | Var. 219 | Var. 257 | Var. 295
5,2 Var. 30 Var. 68 Var. 106 | Var. 144 | Var. 182 | Var.220 | Var. 258 | Var. 296
5,3 Var. 31 Var. 69 Var. 107 | Var. 145 | Var. 183 | Var. 221 | Var. 259 | Var. 297
54 Var. 32 Var. 70 Var. 108 | Var. 146 | Var. 184 | Var. 222 | Var. 260 | Var. 298
5,5 Var. 33 Var. 71 Var. 109 | Var. 147 | Var. 185 | Var. 223 | Var. 261 | Var. 299
5,6 Var. 34 Var. 72 Var. 110 | Var. 148 | Var. 186 | Var.224 | Var. 262 | Var. 300
5,7 Var. 35 Var. 73 Var. 111 | Var. 149 | Var. 187 | Var. 225 | Var. 263 | Var. 301
5,8 Var. 36 Var. 74 Var. 112 | Var. 150 | Var. 188 | Var.226 | Var. 264 | Var. 302
5,9 Var. 37 Var. 75 Var. 113 | Var. 151 | Var. 189 | Var. 227 | Var. 265 | Var. 303

6 Var. 38 Var.76 | Var.114 | Var. 152 | Var. 190 | Var. 228 | Var. 266 | Var. 304

Tabela 2: Combinacdes de pH e da concentracdo final de etanol util para

baixo pH, precipitacdo elevada de dlcool de um conjunto Cohn.

Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH 22-29 23-29 24-29 25-29 20-28 21-28 22-28
5,0-6,0 Var. 305 Var. 343 Var. 381 Var. 419 Var. 457 Var. 495 Var. 533

5,1-59 Var. 306 Var. 344 Var. 382 Var. 420 Var. 458 Var. 496 Var. 534

5,2-5,8 Var. 307 Var. 345 Var. 383 Var. 421 Var. 459 Var. 497 Var. 535
5,3-5,7 Var. 308 Var. 346 Var. 384 Var. 422 Var. 460 Var. 498 Var. 536

5,4-5,6 Var. 309 Var. 347 Var. 385 Var. 423 Var. 461 Var. 499 Var. 537

5,0+0,2 Var. 310 Var. 348 Var. 386 Var. 424 Var. 462 Var. 500 Var. 538
5,1+0,2 Var. 311 Var. 349 Var. 387 Var. 425 Var. 463 Var. 501 Var. 539

5,2+0,2 Var. 312 Var. 350 Var. 388 Var. 426 Var. 464 Var. 502 Var. 540

53+0,2 Var. 313 Var. 351 Var. 389 Var. 427 Var. 465 Var. 503 Var. 541
54+0,2 Var. 314 Var. 352 Var. 390 Var. 428 Var. 466 Var. 504 Var. 542

5,5+0,2 Var. 315 Var. 353 Var. 391 Var. 429 Var. 467 Var. 505 Var. 543

5,6£0,2 Var. 316 Var. 354 Var. 392 Var. 430 Var. 468 Var. 506 Var. 544
5,7+£0,2 Var. 317 Var. 355 Var. 393 Var. 431 Var. 469 Var. 507 Var. 545

5,8+0,2 Var. 318 Var. 356 Var. 394 Var. 432 Var. 470 Var. 508 Var. 546

5,9+0,2 Var. 319 Var. 357 Var. 395 Var. 433 Var. 471 Var. 509 Var. 547
6,0+0,2 Var. 320 Var. 358 Var. 396 Var. 434 Var. 472 Var. 510 Var. 548

5,0+0,1 Var. 321 Var. 359 Var. 397 Var. 435 Var. 473 Var. 511 Var. 549

5,1+0,1 Var. 322 Var. 360 Var. 398 Var. 436 Var. 474 Var. 512 Var. 550
52+0,1 Var. 323 Var. 361 Var. 399 Var. 437 Var. 475 Var. 513 Var. 551
5,3+0,1 Var. 324 Var. 362 Var. 400 Var. 438 Var. 476 Var. 514 Var. 552

54+0,1 Var. 325 Var. 363 Var. 401 Var. 439 Var. 477 Var. 515 Var. 553
55+0,1 Var. 326 Var. 364 Var. 402 Var. 440 Var. 478 Var. 516 Var. 554
5,6 +0,1 Var. 327 Var. 365 Var. 403 Var. 441 Var. 479 Var. 517 Var. 555
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Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH 22-29 23-29 24-29 25-29 20-28 21-28 22-28
5,7+0,1 Var. 328 Var. 366 Var. 404 Var. 442 Var. 480 Var. 518 Var. 556
5,8+0,1 Var. 329 Var. 367 Var. 405 Var. 443 Var. 481 Var. 519 Var. 557
5,9+0,1 Var. 330 Var. 368 Var. 406 Var. 444 Var. 482 Var. 520 Var. 558
6,0+0,1 Var. 331 Var. 369 Var. 407 Var. 445 Var. 483 Var. 521 Var. 559

5 Var. 332 Var. 370 Var. 408 Var. 446 Var. 484 Var. 522 Var. 560

5,1 Var. 333 Var. 371 Var. 409 Var. 447 Var. 485 Var. 523 Var. 561

5,2 Var. 334 Var. 372 Var. 410 Var. 448 Var. 486 Var. 524 Var. 562

5,3 Var. 335 Var. 373 Var. 411 Var. 449 Var. 487 Var. 525 Var. 563

5,4 Var. 336 Var. 374 Var. 412 Var. 450 Var. 488 Var. 526 Var. 564

5,5 Var. 337 Var. 375 Var. 413 Var. 451 Var. 489 Var. 527 Var. 565

5,6 Var. 338 Var. 376 Var. 414 Var. 452 Var. 490 Var. 528 Var. 566

5,7 Var. 339 Var. 377 Var. 415 Var. 453 Var. 491 Var. 529 Var. 567

5,8 Var. 340 Var. 378 Var. 416 Var. 454 Var. 492 Var. 530 Var. 568

5,9 Var. 341 Var. 379 Var. 417 Var. 455 Var. 493 Var. 531 Var. 569

6 Var. 342 Var. 380 Var. 418 Var. 456 Var. 494 Var. 532 Var. 570
Tabela 3. Combinagcdes de pH e da concentracdo final de etanol util para

baixo pH, precipitacdo elevada de dlcool de um conjunto Cohn.

Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH 23-28 24-28 25-28 20-27 21-27 22-27 23-27
5,0-6,0 Var. 571 Var. 609 Var. 647 Var. 685 Var. 723 Var. 761 Var. 799
5,1-5,9 Var. 572 Var. 610 Var. 648 Var. 686 Var. 724 Var. 762 Var. 800
5,2-5.8 Var. 573 Var. 611 Var. 649 Var. 687 Var. 725 Var. 763 Var. 801
5,3-5,7 Var. 574 Var. 612 Var. 650 Var. 688 Var. 726 Var. 764 Var. 802
5,4-5,6 Var. 575 Var. 613 Var. 651 Var. 689 Var. 727 Var. 765 Var. 803

5,0+0,2 Var. 576 Var. 614 Var. 652 Var. 690 Var. 728 Var. 766 Var. 804
5,1+0,2 Var. 577 Var. 615 Var. 653 Var. 691 Var. 729 Var. 767 Var. 805
52+0,2 Var. 578 Var. 616 Var. 654 Var. 692 Var. 730 Var. 768 Var. 806
5,3+0,2 Var. 579 Var. 617 Var. 655 Var. 693 Var. 731 Var. 769 Var. 807
54+0,2 Var. 580 Var. 618 Var. 656 Var. 694 Var. 732 Var. 770 Var. 808
5,5+0,2 Var. 581 Var. 619 Var. 657 Var. 695 Var. 733 Var. 771 Var. 809
5,6+0,2 Var. 582 Var. 620 Var. 658 Var. 696 Var. 734 Var. 772 Var. 810
5,7+0,2 Var. 583 Var. 621 Var. 659 Var. 697 Var. 735 Var. 773 Var. 811
5,8+0,2 Var. 584 Var. 622 Var. 660 Var. 698 Var. 736 Var. 774 Var. 812
5,9+0,2 Var. 585 Var. 623 Var. 661 Var. 699 Var. 737 Var. 775 Var. 813
6,0+0,2 Var. 586 Var. 624 Var. 662 Var. 700 Var. 738 Var. 776 Var. 814
5,0+0,1 Var. 587 Var. 625 Var. 663 Var. 701 Var. 739 Var. 777 Var. 815
5,1+0,1 Var. 588 Var. 626 Var. 664 Var. 702 Var. 740 Var. 778 Var. 816
5,2+0,1 Var. 589 Var. 627 Var. 665 Var. 703 Var. 741 Var. 779 Var. 817
5,3+0,1 Var. 590 Var. 628 Var. 666 Var. 704 Var. 742 Var. 780 Var. 818
54+0,1 Var. 591 Var. 629 Var. 667 Var. 705 Var. 743 Var. 781 Var. 819
5,5+0,1 Var. 592 Var. 630 Var. 668 Var. 706 Var. 744 Var. 782 Var. 820
5,6 0,1 Var. 593 Var. 631 Var. 669 Var. 707 Var. 745 Var. 783 Var. 821
5,7+0,1 Var. 594 Var. 632 Var. 670 Var. 708 Var. 746 Var. 784 Var. 822
5,8+0,1 Var. 595 Var. 633 Var. 671 Var. 709 Var. 747 Var. 785 Var. 823
5,9+0,1 Var. 596 Var. 634 Var. 672 Var. 710 Var. 748 Var. 786 Var. 824
6,0+0,1 Var. 597 Var. 635 Var. 673 Var. 711 Var. 749 Var. 787 Var. 825

5 Var. 598 Var. 636 Var. 674 Var. 712 Var. 750 Var. 788 Var. 826
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Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH 23-28 24-28 25-28 20-27 21-27 22-27 23-27
5,1 Var. 599 Var. 637 Var. 675 Var. 713 Var. 751 Var. 789 Var. 827
5,2 Var. 600 Var. 638 Var. 676 Var. 714 Var. 752 Var. 790 Var. 828
5,3 Var. 601 Var. 639 Var. 677 Var. 715 Var. 753 Var. 791 Var. 829
5,4 Var. 602 Var. 640 Var. 678 Var. 716 Var. 754 Var. 792 Var. 830
5,5 Var. 603 Var. 641 Var. 679 Var. 717 Var. 755 Var. 793 Var. 831
5,6 Var. 604 Var. 642 Var. 680 Var. 718 Var. 756 Var. 794 Var. 832
5,7 Var. 605 Var. 643 Var. 681 Var. 719 Var. 757 Var. 795 Var. 833
5,8 Var. 606 Var. 644 Var. 682 Var. 720 Var. 758 Var. 796 Var. 834
5,9 Var. 607 Var. 645 Var. 683 Var. 721 Var. 759 Var. 797 Var. 835
6 Var. 608 Var. 646 Var. 684 Var. 722 Var. 760 Var. 798 Var. 836
Tabela 4. Combinag¢des de pH e da concentracdo final de etanol util para
baixo pH, precipitacado elevada de dlcool de um conjunto Cohn.
Concentracao final de Etanol [% (v/v)]
pH 24-27 25-27 20-26 21-26 22-26 23-26 24-26 25-26
5,0-6,0 | Var.837 | Var.875 | Var.913 | Var.951 | Var. 989 | Var. 1027 | Var. 1065 | Var. 1103
5,1-5,9 Var. 838 | Var. 876 | Var.914 | Var. 952 | Var. 990 | Var. 1028 | Var. 1066 | Var. 1104
5,2-5,8 Var. 839 | Var. 877 | Var.915 | Var. 953 | Var. 991 | Var. 1029 | Var. 1067 | Var. 1105
5,3-5,7 | Var.840 | Var. 878 | Var.916 | Var.954 | Var. 992 | Var. 1030 | Var. 1068 | Var. 1106
5,4-5,6 Var. 841 | Var. 879 | Var.917 | Var. 955 | Var. 993 | Var. 1031 | Var. 1069 | Var. 1107
5,0+0,2 | Var.842 | Var. 880 | Var.918 | Var. 956 | Var. 994 | Var. 1032 | Var. 1070 | Var. 1108
5,1£0,2 | Var.843 | Var. 881 | Var.919 | Var.957 | Var. 995 | Var. 1033 | Var. 1071 | Var. 1109
5,2+0,2 | Var. 844 | Var. 882 | Var.920 | Var. 958 | Var. 996 | Var. 1034 | Var. 1072 | Var. 1110
5,3+0,2 | Var. 845 | Var. 883 | Var.921 | Var. 959 | Var. 997 | Var. 1035 | Var. 1073 | Var. 1111
5,4+0,2 | Var. 846 | Var. 884 | Var.922 | Var.960 | Var. 998 | Var. 1036 | Var. 1074 | Var. 1112
5,5+0,2 | Var. 847 | Var. 885 | Var.923 | Var. 961 | Var. 999 | Var. 1037 | Var. 1075 | Var. 1113
5,6 +0,2 | Var. 848 | Var. 886 | Var.924 | Var. 962 | Var. 1000 | Var. 1038 | Var. 1076 | Var. 1114
5,7+0,2 | Var. 849 | Var. 887 | Var.925 | Var. 963 | Var. 1001 | Var. 1039 | Var. 1077 | Var. 1115
5,8+0,2 | Var. 850 | Var. 888 | Var.926 | Var. 964 | Var. 1002 | Var. 1040 | Var. 1078 | Var. 1116
59+0,2 | Var. 851 | Var. 889 | Var.927 | Var. 965 | Var. 1003 | Var. 1041 | Var. 1079 | Var. 1117
6,0+0,2 | Var.852 | Var.890 | Var. 928 | Var. 966 | Var. 1004 | Var. 1042 | Var. 1080 | Var. 1118
5,0+0,1 | Var.853 | Var. 891 | Var.929 | Var. 967 | Var. 1005 | Var. 1043 | Var. 1081 | Var. 1119
5,1 +0,1 | Var. 854 | Var. 892 | Var.930 | Var. 968 | Var. 1006 | Var. 1044 | Var. 1082 | Var. 1120
5,2+0,1 | Var.855 | Var.893 | Var.931 | Var.969 | Var. 1007 | Var. 1045 | Var. 1083 | Var. 1121
5,3+0,1 | Var.856 | Var.894 | Var.932 | Var.970 | Var. 1008 | Var. 1046 | Var. 1084 | Var. 1122
54+0,1 | Var. 857 | Var. 895 | Var.933 | Var. 971 | Var. 1009 | Var. 1047 | Var. 1085 | Var. 1123
5,5+0,1 | Var.858 | Var.896 | Var.934 | Var.972 | Var. 1010 | Var. 1048 | Var. 1086 | Var. 1124
5,6 £0,1 | Var.859 | Var.897 | Var.935 | Var.973 | Var. 1011 | Var. 1049 | Var. 1087 | Var. 1125
5,7+0,1 | Var. 860 | Var. 898 | Var.936 | Var. 974 | Var. 1012 | Var. 1050 | Var. 1088 | Var. 1126
5,8+0,1 | Var.861 | Var.899 | Var.937 | Var.975 | Var. 1013 | Var. 1051 | Var. 1089 | Var. 1127
5,9+0,1 | Var. 862 | Var.900 | Var.938 | Var.976 | Var. 1014 | Var. 1052 | Var. 1090 | Var. 1128
6,0+0,1 | Var.863 | Var.901 | Var.939 | Var. 977 | Var. 1015 | Var. 1053 | Var. 1091 | Var. 1129
5 Var. 864 | Var.902 | Var.940 | Var. 978 | Var. 1016 | Var. 1054 | Var. 1092 | Var. 1130
5,1 Var. 865 | Var. 903 | Var.941 | Var. 979 | Var. 1017 | Var. 1055 | Var. 1093 | Var. 1131
5,2 Var. 866 | Var. 904 | Var. 942 | Var. 980 | Var. 1018 | Var. 1056 | Var. 1094 | Var. 1132
5,3 Var. 867 | Var. 905 | Var.943 | Var. 981 | Var. 1019 | Var. 1057 | Var. 1095 | Var. 1133
5,4 Var. 868 | Var. 906 | Var.944 | Var. 982 | Var. 1020 | Var. 1058 | Var. 1096 | Var. 1134
5,5 Var. 869 | Var. 907 | Var. 945 | Var. 983 | Var. 1021 | Var. 1059 | Var. 1097 | Var. 1135




32/162

Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH

24-27

25-27

20-26

21-26

22-26

23-26

24-26

25-26

5,6

Var. 870

Var. 908

Var. 946

Var. 984

Var. 1022

Var. 1060

Var. 1098

Var. 1136

5,7

Var. 871

Var. 909

Var. 947

Var. 985

Var. 1023

Var. 1061

Var. 1099

Var. 1137

5.8

Var. 872

Var. 910

Var. 948

Var. 986

Var. 1024

Var. 1062

Var. 1100

Var. 1138

5,9

Var. 873

Var. 911

Var. 949

Var. 987

Var. 1025

Var. 1063

Var. 1101

Var. 1139

6

Var. 874

Var. 912

Var. 950

Var. 988

Var. 1026

Var. 1064

Var. 1102

Var. 1140

Tabela 5. Combinacgdes

de pH e da

concentracdo final de etanol

baixo pH, precipitacdo elevada de dlcool de um conjunto Cohn.

util para

Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH

20-25

21-25

22-25

23-25

24-25

20+1

2141

22+1

5,0-6,0

Var. 1141

Var. 1179

Var. 1217

Var. 1255

Var. 1293

Var. 1331

Var. 1369

Var. 1407

5,1-5,9

Var. 1142

Var. 1180

Var. 1218

Var. 1256

Var. 1294

Var. 1332

Var. 1370

Var. 1408

5,2-5,8

Var. 1143

Var. 1181

Var. 1219

Var. 1257

Var. 1295

Var. 1333

Var. 1371

Var. 1409

5,3-5,7

Var. 1144

Var. 1182

Var. 1220

Var. 1258

Var. 1296

Var. 1334

Var. 1372

Var. 1410

5,4-5,6

Var. 1145

Var. 1183

Var. 1221

Var. 1259

Var. 1297

Var. 1335

Var. 1373

Var. 1411

5,0+0,2

Var. 1146

Var. 1184

Var. 1222

Var. 1260

Var. 1298

Var. 1336

Var. 1374

Var. 1412

5,1+0,2

Var. 1147

Var. 1185

Var. 1223

Var. 1261

Var. 1299

Var. 1337

Var. 1375

Var. 1413

52+0,2

Var. 1148

Var. 1186

Var. 1224

Var. 1262

Var. 1300

Var. 1338

Var. 1376

Var. 1414

5,3+0,2

Var. 1149

Var. 1187

Var. 1225

Var. 1263

Var. 1301

Var. 1339

Var. 1377

Var. 1415

54+0,2

Var. 1150

Var. 1188

Var. 1226

Var. 1264

Var. 1302

Var. 1340

Var. 1378

Var. 1416

5,5+0,2

Var. 1151

Var. 1189

Var. 1227

Var. 1265

Var. 1303

Var. 1341

Var. 1379

Var. 1417

5,6 +0,2

Var. 1152

Var. 1190

Var. 1228

Var. 1266

Var. 1304

Var. 1342

Var. 1380

Var. 1418

5,7+0,2

Var. 1153

Var. 1191

Var. 1229

Var. 1267

Var. 1305

Var. 1343

Var. 1381

Var. 1419

5,8+0,2

Var. 1154

Var. 1192

Var. 1230

Var. 1268

Var. 1306

Var. 1344

Var. 1382

Var. 1420

5,9+0,2

Var. 1155

Var. 1193

Var. 1231

Var. 1269

Var. 1307

Var. 1345

Var. 1383

Var. 1421

6,0+0,2

Var. 1156

Var. 1194

Var. 1232

Var. 1270

Var. 1308

Var. 1346

Var. 1384

Var. 1422

5,0+0,1

Var. 1157

Var. 1195

Var. 1233

Var. 1271

Var. 1309

Var. 1347

Var. 1385

Var. 1423

5,1+£0,1

Var. 1158

Var. 1196

Var. 1234

Var. 1272

Var. 1310

Var. 1348

Var. 1386

Var. 1424

5,2+0,1

Var. 1159

Var. 1197

Var. 1235

Var. 1273

Var. 1311

Var. 1349

Var. 1387

Var. 1425

5,3+0,1

Var. 1160

Var. 1198

Var. 1236

Var. 1274

Var. 1312

Var. 1350

Var. 1388

Var. 1426

54+0,1

Var. 1161

Var. 1199

Var. 1237

Var. 1275

Var. 1313

Var. 1351

Var. 1389

Var. 1427

5,5+0,1

Var. 1162

Var. 1200

Var. 1238

Var. 1276

Var. 1314

Var. 1352

Var. 1390

Var. 1428

5,6 +0,1

Var. 1163

Var. 1201

Var. 1239

Var. 1277

Var. 1315

Var. 1353

Var. 1391

Var. 1429

5,7+0,1

. 1164

. 1202

Var. 1240

Var. 1278

Var. 1316

. 1354

. 1392

Var. 1430

5,8+0,1

. 1165

. 1203

Var. 1241

Var. 1279

Var. 1317

. 1355

. 1393

Var. 1431

59+0,1

. 1166

. 1204

Var. 1242

Var. 1280

Var. 1318

. 1356

. 1394

Var. 1432

6,0+0,1

. 1167

. 1205

Var. 1243

Var. 1281

Var. 1319

. 1357

. 1395

Var. 1433

. 1168

. 1206

Var. 1244

Var. 1282

Var. 1320

. 1358

. 1396

Var. 1434

5,1

. 1169

. 1207

Var. 1245

Var. 1283

Var. 1321

. 1359

. 1397

Var. 1435

5,2

. 1170

. 1208

Var. 1246

Var. 1284

Var. 1322

. 1360

. 1398

Var. 1436

5,3

L1171

. 1209

Var. 1247

Var. 1285

Var. 1323

. 1361

. 1399

Var. 1437

5,4

L1172

. 1210

Var. 1248

Var. 1286

Var. 1324

. 1362

. 1400

Var. 1438

5,5

. 1173

L1211

Var. 1249

Var. 1287

Var. 1325

. 1363

. 1401

Var. 1439

5,6

. 1174

. 1212

Var. 1250

Var. 1288

Var. 1326

. 1364

. 1402

Var. 1440

5,7

L1175

. 1213

Var. 1251

Var. 1289

Var. 1327

. 1365

. 1403

Var. 1441

5,8

. 1176

. 1214

Var. 1252

Var. 1290

Var. 1328

. 1366

. 1404

Var. 1442

5,9

L1177

. 1215

Var. 1253

Var. 1291

Var. 1329

. 1367

. 1405

Var. 1443

. 1178

. 1216

Var. 1254

Var. 1292

Var. 1330

. 1368

. 1406

Var. 1444
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Tabela 6. combina¢gdes de pH e da concentracdo final de etanol util para

baixo pH, precipitacado elevada de dlcool de um conjunto Cohn.

Concentracao final de Etanol [% (v/v)]
25+1 26 + 1 27 +1

pH 231 24 +1 28 +1 291 30+1

Var. 1711
Var. 1712
Var. 1713

5,0-6,0
5,1-5,9
5,2-5,8

. 1445
. 1446
. 1447

. 1483
. 1484
. 1485

Var. 1521 | Var. 1559 | Var. 1597
Var. 1522 | Var. 1560 | Var. 1598
Var. 1523 | Var. 1561 | Var. 1599

. 1635
. 1636
. 1637

. 1673
. 1674
. 1675

5,3-5,7
5,4-5,6
5,0+0,2

. 1448
. 1449
. 1450

. 1486
. 1487
. 1488

Var. 1524 | Var. 1562 | Var. 1600
Var. 1525 | Var. 1563 | Var. 1601
Var. 1526 | Var. 1564 | Var. 1602

. 1638
. 1639
. 1640

. 1676
. 1677
. 1678

Var. 1714
Var. 1715
Var. 1716

5,1+0,2
5,2+0,2
5,3+0,2

. 1451
. 1452
. 1453

. 1489
. 1490
. 1491

Var. 1527 | Var. 1565 | Var. 1603
Var. 1528 | Var. 1566 | Var. 1604
Var. 1529 | Var. 1567 | Var. 1605

. 1641
. 1642
. 1643

. 1679
. 1680
. 1681

Var. 1717
Var. 1718
Var. 1719

54+0,2
5,5+0,2
5,6 0,2

. 1454
. 1455
. 1456

. 1492
. 1493
. 1494

Var. 1530 | Var. 1568 | Var. 1606
Var. 1531 | Var. 1569 | Var. 1607
Var. 1532 | Var. 1570 | Var. 1608

. 1644
. 1645
. 1646

. 1682
. 1683
. 1684

Var. 1720
Var. 1721
Var. 1722

5,7+0,2
5,8+0,2
5,9+0,2

. 1457
. 1458
. 1459

. 1495
. 1496
. 1497

Var. 1533 | Var. 1571 | Var. 1609
Var. 1534 | Var. 1572 | Var. 1610
Var. 1535 | Var. 1573 | Var. 1611

. 1647
. 1648
. 1649

. 1685
. 1686
. 1687

Var. 1723
Var. 1724
Var. 1725

6,0+0,2
5,0+0,1
5,1+0,1

. 1460
. 1461
. 1462

. 1498
. 1499
. 1500

Var. 1536 | Var. 1574 | Var. 1612
Var. 1537 | Var. 1575 | Var. 1613
Var. 1538 | Var. 1576 | Var. 1614

. 1650
. 1651
. 1652

. 1688
. 1689
. 1690

Var. 1726
Var. 1727
Var. 1728

. 1463
. 1464
. 1465

. 1501
. 1502
. 1503

Var. 1539 | Var. 1577 | Var. 1615
Var. 1540 | Var. 1578 | Var. 1616
Var. 1541 | Var. 1579 | Var. 1617

. 1653
. 1654
. 1655

. 1691
. 1692
. 1693

Var. 1729
Var. 1730
Var. 1731

5,2+0,1
5,3+0,1
54+0,1

5,5+0,1
5,6 +0,1
5,7+0,1

. 1466
. 1467
. 1468

. 1504
. 1505
. 1506

Var. 1542 | Var. 1580 | Var. 1618
Var. 1543 | Var. 1581 | Var. 1619
Var. 1544 | Var. 1582 | Var. 1620

. 1656
. 1657
. 1658

. 1694
. 1695
. 1696

Var. 1732
Var. 1733
Var. 1734

5,8+0,1
5,9+0,1
6,0+0,1 . 1471

. 1469
. 1470

. 1507
. 1508
. 1509

Var. 1545 | Var. 1583 | Var. 1621
Var. 1546 | Var. 1584 | Var. 1622
Var. 1547 | Var. 1585 | Var. 1623

. 1659
. 1660
. 1661

. 1697
. 1698
. 1699

Var. 1735
Var. 1736
Var. 1737

5 Var. 1472
5,1 . 1473
5,2 . 1474

. 1510
L1511
. 1512

Var. 1548 | Var. 1586 | Var. 1624
Var. 1549 | Var. 1587 | Var. 1625
Var. 1550 | Var. 1588 | Var. 1626

. 1662
. 1663
. 1664

. 1700
. 1701
. 1702

Var. 1738
Var. 1739
Var. 1740

5,3 . 1475
5,4 . 1476
5,5 . 1477

. 1513
. 1514
. 1515

Var. 1551 | Var. 1589 | Var. 1627
Var. 1552 | Var. 1590 | Var. 1628
Var. 1553 | Var. 1591 | Var. 1629

. 1665
. 1666
. 1667

. 1703
. 1704
. 1705

Var. 1741
Var. 1742
Var. 1743

5,6 . 1478
5,7 . 1479
5,8 . 1480

. 1516
. 1517
. 1518

Var. 1554 | Var. 1592 | Var. 1630
Var. 1555 | Var. 1593 | Var. 1631
Var. 1556 | Var. 1594 | Var. 1632

. 1668
. 1669
. 1670

. 1706
. 1707
. 1708

Var. 1744
Var. 1745
Var. 1746

5.9 . 1481
6 Var. 1482

. 1519
. 1520

Var. 1557 | Var. 1595 | Var. 1633
Var. 1558 | Var. 1596 | Var. 1634

. 1671
. 1672

. 1709
. 1710

Var. 1747
Var. 1748

Tabela 7. Combinacdes de pH e da concentracdo final de etanol util para

baixo pH, precipitacdo elevada de dlcool de um conjunto Cohn.

Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH 20 21 22 23 24 25 26 27
5,0-6,0 | Var. 1749 | Var. 1787 | Var. 1825 | Var. 1863 | Var. 1901 | Var. 1939 | Var. 1977 | Var. 2015
5,1-5,9 | Var. 1750 | Var. 1788 | Var. 1826 | Var. 1864 | Var. 1902 | Var. 1940 | Var. 1978 | Var. 2016
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Concentracao final de Etanol [% (v/v)]

pH 20 21 22 23 24 25 26 27

5,2-5,8 | Var. 1751 | Var. 1789 | Var. 1827 | Var. 1865 | Var. 1903 | Var. 1941 | Var. 1979 | Var. 2017

5,3-5,7 | Var. 1752 | Var. 1790 | Var. 1828 | Var. 1866 | Var. 1904 | Var. 1942 | Var. 1980 | Var. 2018

5,4-5,6 | Var. 1753 | Var. 1791 | Var. 1829 | Var. 1867 | Var. 1905 | Var. 1943 | Var. 1981 | Var. 2019

5,0+£0,2 | Var. 1754 | Var. 1792 | Var. 1830 | Var. 1868 | Var. 1906 | Var. 1944 | Var. 1982 | Var. 2020

5,1+£0,2 | Var. 1755 | Var. 1793 | Var. 1831 | Var. 1869 | Var. 1907 | Var. 1945 | Var. 1983 | Var. 2021

5,2+0,2 | Var. 1756 | Var. 1794 | Var. 1832 | Var. 1870 | Var. 1908 | Var. 1946 | Var. 1984 | Var. 2022

5,3+0,2 | Var. 1757 | Var. 1795 | Var. 1833 | Var. 1871 | Var. 1909 | Var. 1947 | Var. 1985 | Var. 2023
5,4+0,2 | Var. 1758 | Var. 1796 | Var. 1834 | Var. 1872 | Var. 1910 | Var. 1948 | Var. 1986 | Var. 2024
5,5+0,2 | Var. 1759 | Var. 1797 | Var. 1835 | Var. 1873 | Var. 1911 | Var. 1949 | Var. 1987 | Var. 2025

5,6 +0,2 | Var. 1760 | Var. 1798 | Var. 1836 | Var. 1874 | Var. 1912 | Var. 1950 | Var. 1988 | Var. 2026
5,7+0,2 | Var. 1761 | Var. 1799 | Var. 1837 | Var. 1875 | Var. 1913 | Var. 1951 | Var. 1989 | Var. 2027
5,8+0,2 | Var. 1762 | Var. 1800 | Var. 1838 | Var. 1876 | Var. 1914 | Var. 1952 | Var. 1990 | Var. 2028

5,9+0,2 | Var. 1763 | Var. 1801 | Var. 1839 | Var. 1877 | Var. 1915 | Var. 1953 | Var. 1991 | Var. 2029
6,0+0,2 | Var. 1764 | Var. 1802 | Var. 1840 | Var. 1878 | Var. 1916 | Var. 1954 | Var. 1992 | Var. 2030
5,0+0,1 | Var. 1765 | Var. 1803 | Var. 1841 | Var. 1879 | Var. 1917 | Var. 1955 | Var. 1993 | Var. 2031

5,1 +£0,1 | Var. 1766 | Var. 1804 | Var. 1842 | Var. 1880 | Var. 1918 | Var. 1956 | Var. 1994 | Var. 2032
5,2+0,1 | Var. 1767 | Var. 1805 | Var. 1843 | Var. 1881 | Var. 1919 | Var. 1957 | Var. 1995 | Var. 2033
5,3+0,1 | Var. 1768 | Var. 1806 | Var. 1844 | Var. 1882 | Var. 1920 | Var. 1958 | Var. 1996 | Var. 2034

5,4+0,1 | Var. 1769 | Var. 1807 | Var. 1845 | Var. 1883 | Var. 1921 | Var. 1959 | Var. 1997 | Var. 2035
5,5+0,1 | Var. 1770 | Var. 1808 | Var. 1846 | Var. 1884 | Var. 1922 | Var. 1960 | Var. 1998 | Var. 2036
5,6 0,1 | Var. 1771 | Var. 1809 | Var. 1847 | Var. 1885 | Var. 1923 | Var. 1961 | Var. 1999 | Var. 2037

5,7+0,1 | Var. 1772 | Var. 1810 | Var. 1848 | Var. 1886 | Var. 1924 | Var. 1962 | Var. 2000 | Var. 2038
5,8+0,1 | Var. 1773 | Var. 1811 | Var. 1849 | Var. 1887 | Var. 1925 | Var. 1963 | Var. 2001 | Var. 2039
5,9+0,1 | Var. 1774 | Var. 1812 | Var. 1850 | Var. 1888 | Var. 1926 | Var. 1964 | Var. 2002 | Var. 2040

6,0+0,1 | Var. 1775 | Var. 1813 | Var. 1851 | Var. 1889 | Var. 1927 | Var. 1965 | Var. 2003 | Var. 2041
5 Var. 1776 | Var. 1814 | Var. 1852 | Var. 1890 | Var. 1928 | Var. 1966 | Var. 2004 | Var. 2042
5,1 Var. 1777 | Var. 1815 | Var. 1853 | Var. 1891 | Var. 1929 | Var. 1967 | Var. 2005 | Var. 2043

5.2 Var. 1778 | Var. 1816 | Var. 1854 | Var. 1892 | Var. 1930 | Var. 1968 | Var. 2006 | Var. 2044
5,3 Var. 1779 | Var. 1817 | Var. 1855 | Var. 1893 | Var. 1931 | Var. 1969 | Var. 2007 | Var. 2045
5,4 Var. 1780 | Var. 1818 | Var. 1856 | Var. 1894 | Var. 1932 | Var. 1970 | Var. 2008 | Var. 2046

5,5 Var. 1781 | Var. 1819 | Var. 1857 | Var. 1895 | Var. 1933 | Var. 1971 | Var. 2009 | Var. 2047
5,6 Var. 1782 | Var. 1820 | Var. 1858 | Var. 1896 | Var. 1934 | Var. 1972 | Var. 2010 | Var. 2048
5,7 Var. 1783 | Var. 1821 | Var. 1859 | Var. 1897 | Var. 1935 | Var. 1973 | Var. 2011 | Var. 2049

5,8 Var. 1784 | Var. 1822 | Var. 1860 | Var. 1898 | Var. 1936 | Var. 1974 | Var. 2012 | Var. 2050
5,9 Var. 1785 | Var. 1823 | Var. 1861 | Var. 1899 | Var. 1937 | Var. 1975 | Var. 2013 | Var. 2051
6 Var. 1786 | Var. 1824 | Var. 1862 | Var. 1900 | Var. 1938 | Var. 1976 | Var. 2014 | Var. 2052

Tabela 8. Combinagcdes de pH e da concentracdo final de etanol util para

baixo pH, precipitacdo elevada de dlcool de um conjunto Cohn.

Concentracio final de Etanol [% (v/v)]
pH 28 29 30

5,0-6,0 Var. 2053 Var. 2091 Var. 2129
5,1-5,9 Var. 2054 Var. 2092 Var. 2130
5,2-5,8 Var. 2055 Var. 2093 Var. 2131

5,3-5,7 Var. 2056 Var. 2094 Var. 2132

5,4-5,6 Var. 2057 Var. 2095 Var. 2133
5,0+0,2 Var. 2058 Var. 2096 Var. 2134

5,1+0,2 Var. 2059 Var. 2097 Var. 2135




35/162

Concentracio final de Etanol [% (v/V)]

pH 28 29 30

52+0,2 Var. 2060 Var. 2098 Var. 2136

5,3+0,2 Var. 2061 Var. 2099 Var. 2137

54+0,2 Var. 2062 Var. 2100 Var. 2138

5,5+0,2 Var. 2063 Var. 2101 Var. 2139

5,6 +0,2 Var. 2064 Var. 2102 Var. 2140

5,7+0,2 Var. 2065 Var. 2103 Var. 2141

58+02 Var. 2066 Var. 2104 Var. 2142
59+0,2 Var. 2067 Var. 2105 Var. 2143

6,0+0,2 Var. 2068 Var. 2106 Var. 2144

5,0+0,1 Var. 2069 Var. 2107 Var. 2145
5,1 +0,1 Var. 2070 Var. 2108 Var. 2146

5,2+0,1 Var. 2071 Var. 2109 Var. 2147

5,3+0,1 Var. 2072 Var. 2110 Var. 2148
54 +0,1 Var. 2073 Var. 2111 Var. 2149

5,5+0,1 Var. 2074 Var. 2112 Var. 2150

5,6+0,1 Var. 2075 Var. 2113 Var. 2151
5,7+0,1 Var. 2076 Var. 2114 Var. 2152

5,8+0,1 Var. 2077 Var. 2115 Var. 2153

59+0,1 Var. 2078 Var. 2116 Var. 2154
6,0+0,1 Var. 2079 Var. 2117 Var. 2155

5 Var. 2080 Var. 2118 Var. 2156
5,1 Var. 2081 Var. 2119 Var. 2157
5,2 Var. 2082 Var. 2120 Var. 2158
5,3 Var. 2083 Var. 2121 Var. 2159
54 Var. 2084 Var. 2122 Var. 2160
5,5 Var. 2085 Var. 2123 Var. 2161
5,6 Var. 2086 Var. 2124 Var. 2162
5,7 Var. 2087 Var. 2125 Var. 2163
5,8 Var. 2088 Var. 2126 Var. 2164
5,9 Var. 2089 Var. 2127 Var. 2165

6 Var. 2090 Var. 2128 Var. 2166

[00101] Deste modo, numa modalidade, a presente invengdao prevé um

método para o fracionamento de proteinas do sangue numa amostra de
plasma, o método compreendendo os estagios de: AIPI e precipitantes
imunoglobulinas em um primeiro estdgio de precipitacdo pela adicdo de
etanol a um conjunto Cohn para uma concentracao final de entre 20% e 30% a
um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro e um primeiro precipitado
sobrenadante; separando o primeiro precipitado do primeiro sobrenadante; em
que o primeiro sobrenadante contém pelo menos 75% do teor de proteinas
séricas o conjunto Cohn. Numa modalidade, o etanol é misturado com o

conjunto de Cohn a uma concentragao final de 25 + 3% (v/v).
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[00102] Em uma modalidade dos métodos aqui previstos, pelo menos,
90% do teor de imunoglobulina do conjunto de Cohn € precipitado na reacao
inicial de precipitacdo. Numa modalidade preferida, pelo menos 95% do teor
de imunoglobulina do conjunto a partir de Cohn € precipitado na reagdo
inicial de precipitagdo. Numa modalidade mais preferida, pelo menos 99% do
teor de imunoglobulina do conjunto a partir de Cohn € precipitado na reagao
inicial de precipitacdo. Em certas modalidades, pelo menos, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais do teor de imunoglobulina
do conjunto de partida Cohn € precipitado a reacdo de precipitagdo inicial.
Numa modalidade mais especifica, o teor de imunoglobulina do conjunto de
partida Cohn refere-se ao teor de IgG, IgA e IgM a partir do conjunto de
Cohn. Numa modalidade especifica, o teor de imunoglobulina do conjunto de
partida Cohn refere-se ao teor de IgG a partir do conjunto de Cohn.

[00103] Em uma modalidade dos métodos aqui previstos, pelo menos,
80% do teor de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir do conjunto de Cohn é
precipitado na reacdo inicial de precipitacio. Numa modalidade preferida,
pelo menos 90% do teor de A1PI a partir do conjunto de Cohn € precipitado
na reacao inicial de precipitacdo. Numa modalidade mais preferida, pelo
menos 95% do teor de AIPI a partir do conjunto de Cohn € precipitado na
reacdo inicial de precipitacdo. Em certas modalidades, pelo menos, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais do teor de AIPI a partir do
conjunto de Cohn € precipitado na reacao inicial de precipitacao.

[00104] Em uma modalidade dos métodos aqui previstos, pelo menos,
70% do teor de fator H para o conjunto a partir de Cohn € precipitado na
reacdo inicial de precipitacio. Numa modalidade preferida, pelo menos 80%
do teor de fator H para o conjunto a partir de Cohn € precipitado na reagdo
inicial de precipitacdo. Numa modalidade preferida, pelo menos 90% do teor

de fator H para o conjunto a partir de Cohn € precipitado na reacdo inicial de
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precipitacdo. Numa modalidade mais preferida, pelo menos 95% do teor de
fator H para o conjunto a partir de Cohn é precipitado na reacao inicial de
precipitacdo. Em certas modalidades, pelo menos, 70%, 71%, 72%, 73%,
14%, 15%, 716%, T1%, 18%, 19%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou
mais do teor de fator H para o conjunto a partir de Cohn € precipitado na
reacao inicial de precipitagao.

[00105] Em uma modalidade dos métodos aqui previstos, pelo menos,
70% do teor de inter-alfa-inibidor (IalP) do conjunto de partida Cohn €
precipitado na reacdo inicial de precipitacio. Numa modalidade preferida,
pelo menos 80% do teor de IaIP do conjunto a partir de Cohn € precipitado na
reacdo inicial de precipitacdo. Numa modalidade preferida, pelo menos 90%
do teor de IaIP do conjunto a partir de Cohn € precipitado na reagao inicial de
precipitacdo. Numa modalidade mais preferida, pelo menos 95% do teor de
[alP do conjunto a partir de Cohn € precipitado na reagdo inicial de
precipitacdo. Em certas modalidades, pelo menos, 70%, 71%, 72%, 73%,
14%, 15%, 716%, T7%, 18%, 19%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou
mais do [aIP conteiudo do conjunto a partir de Cohn é precipitado na reagdo
inicial de precipitacao.

[00106] Deste modo, numa modalidade, a presente invengdo prevé um
método para o fracionamento de proteinas do sangue em uma associacdo de
Cohn, o método compreendendo os estagios de: imunoglobulinas precipitam,
A1PI, o Fator H, e [aIP num primeiro estagio de precipitacdo pela adi¢do de
etanol a um conjunto Cohn a uma concentragdo final de entre 20% e 30% a
um pH 5,0-6,0 de modo a formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; separando o primeiro precipitado do primeiro sobrenadante; em
que o primeiro precipitado contém 1i.) pelo menos 95%, de preferéncia pelo

menos 97%, mais preferencialmente pelo menos 99% do teor de IgG do
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conjunto a partir de Cohn, ii.) pelo menos 90%, de preferéncia pelo menos
95%, mais de preferéncia pelo menos 97% do teor de A1PI a partir do
conjunto de Cohn, iii.) pelo menos 80%, de preferéncia pelo menos 90%,
mais preferencialmente pelo menos 95% do teor de fator H para o conjunto a
partir Cohn, e iv.) pelo menos 80%, de preferéncia pelo menos 90%, mais
preferencialmente pelo menos 95% do teor de IalP do conjunto a partir de
Cohn, e ainda em que o primeiro sobrenadante contém pelo menos 70%, de
preferéncia pelo menos 80%, mais preferencialmente pelo menos 90 % do
teor de proteinas séricas o conjunto Cohn. Numa modalidade, o primeiro
estagio de precipitacao € realizado por mistura de etanol com um conjunto de
plasma de partida (o conjunto de Cohn) para uma concentracdo final de entre
22% e 28% (v/v) a um pH entre 5,0 e 6,0. Numa modalidade, o etanol €
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa outra modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn
a uma concentracao final de 25 + 2% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol
¢ misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 £+ 1%
(v/v). Numa outra modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn
a uma concentracao final de 25% (v/v). Do mesmo modo, numa modalidade,
o primeiro estigio de precipitagdo é realizado a um pH de 5,5 + 0,5. Numa
outra modalidade, o primeiro estagio de precipitacao € realizado a um pH de
5,5 = 0,4. Numa outra modalidade, o primeiro estdgio de precipitagdo é
realizado a um pH de 5,5 + 0,3. Numa outra modalidade, o primeiro estagio
de precipitacao € realizado a um pH de 5,5 £ 0,2. Numa outra modalidade, o
primeiro estagio de precipitagdo € realizado a um pH de 5,5 + 0,1. Numa
outra modalidade, o primeiro estagio de precipitacao € realizado a um pH de
5,5. Em ainda outras modalidades, a concentrag¢do final de etanol e o pH do
primeiro estagio de precipitacdo € selecionado a partir de variagdes 1-2166,
como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e
Tabela 7.
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IV. Preparacao de Composicoes de imunoglobulina

[00107] Geralmente, a preparacdo de imunoglobulina de acordo com a
presente inven¢ao pode ser preparada a partir de qualquer material de plasma
de partida adequado, por exemplo, plasma ou recuperado de plasma de
origem. Num exemplo tipico, o sangue ou plasma € recolhido de dadores
sauddveis. Normalmente, o sangue € recolhido a partir da mesma espécie de
animal como o objeto para o qual a preparacdo de imunoglobulina serd
administrada (normalmente referido como "homdlogas" imunoglobulinas). O
plasma de origem recuperado ou pode ou pode ndo ser crio-precipitado para
proporcionar um crio-sobrenadante. Para além disso, o plasma ou o crio-
sobrenadante também podem ser tratados para remover um ou mais fator
sanguineo, por adsor¢ao, a cromatografia de troca i0nica, ou outro método de
cromatografia. As imunoglobulinas sdo em seguida precipitadas a partir do
plasma ou de material de crio-sobrenadante, referido como um "conjunto de
Cohn," em baixo pH, elevadas condi¢des de adlcool para formar uma fracdo I-
IV-1 precipitado.

[00108] As 1munoglobulinas podem ser ainda mais enriquecidas da
Fracdo I-IV-1 precipitado por procedimentos adequados, por exemplo,
precipitacdo (fracionamento de dlcool ou de polietileno-glicol de
fracionamento), métodos cromatograficos (por exemplo, cromatografia de
troca 10nica, cromatografia de afinidade, cromatografia de imunoafinidade,
etc), filtracdo (ultrafiltracdo/diafiltracao, nanofiltracdo), ultracentrifugagao, a
preparacdo de eletroforese, e semelhantes. (Ver, por exemplo, Cohn et al., J.
Am. Chem. Soc. 68:459-75 (1946); Oncley et al., J. Am. Chem. Soc. 71:541-
50 (1949); Barundern et al., Vox Sang. 7:157-74 (1962); Koblet et al., Vox
Sang. 13:93-102 (1967); Patentes N° US 5122373 e 5177194
PCT/US2010/036470 e PCT/US2011/038247; cujas divulgacdes sao aqui
incorporadas por referéncia na sua totalidade para todos os fins).

A. Processamento a montante
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[00109] Entre outros aspectos, a presente invencao fornece métodos
para o fracionamento de proteinas presentes no plasma reunido pela execugao
de um estdgio de precipitacdo inicial que precipita a maior parte do teor de
imunoglobulina e de alfa-1-antitripsina de plasma de partida. Para aumentar
ainda mais a pureza das proteinas individuais de plasma (por exemplo, IgG,
A1PI, o Fator H, IalIP, etc) encontrada no precipitado e sobrenadante do
primeiro estdgio de precipitacdo, estas composi¢cOoes podem  ser
adicionalmente enriquecidas por fracionamento (por exemplo, por
precipitacdo com dalcool, precipitacio com PEG, salting out, etc),
cromatografia, filtracdo, ou qualquer outro método. Embora a utilizagcdo
destas varias técnicas para o enriquecimento de uma proteina derivada de
plasma possa ser realizada em qualquer ordem, em uma modalidade
particular, o primeiro precipitado e/ou do sobrenadante é fracionado em
primeiro lugar (por exemplo, por precipitacdo com etanol) e, em seguida,
enriquecido utilizando cromatografica e/ou técnicas de filtragdo. No contexto
da presente invencdo, a reacdo de precipitacdo inicial e subsequente
fracionamento sdo agregados, referido como "estidgios de processamento a
montante", enquanto que os estigios cromatograficos e de filtracdo sdo
agregados, referido como "estigios de processamento a jusante”.

1. Precipitaciao de Imunoglobulina em Massa

[00110] Como aqui descrito, os inventores descobriram um método
aperfeicoado para o plasma humano de fracionamento, a fim de purificar as
proteinas do sangue terapeuticamente benéficos, tais como imunoglobulinas,
alfa-1-antitripsina (A1PI), o fator H, proteinas inter-alfa-(Inibidor IalP),
albumina, fibrinogénio, etc Este método incorpora um estidgio inicial de
purificacdo no qual a maior parte da imunoglobulina, A1PI, o fator H, IalP, e
teor em fibrinogénio do conjunto a partir de Cohn (isto €, o sangue, o plasma,
e/ou pré-tratada de plasma) é precipitado e a maioria do teor de albumina a

partir do conjunto de Cohn permanece no sobrenadante. De um modo
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vantajoso, os inventores desenvolveram um método para separar as
imunoglobulinas de A1PI, o fator H, e IaIP por extracao das imunoglobulinas,
mas nao as outras proteinas, a partir do precipitado inicial. Em particular, os
inventores verificaram que o tratamento de uma suspensdao do precipitado
inicial com diéxido de silicio finamente dividido (S10,), melhora a reten¢do
de A1PI, o fator H, e IalP na fracdo insoltivel. Sem estar limitado pela teoria,
os inventores acreditam que, sob certas condi¢des, o fator H, A1PI e IalP, que
podem ser inicialmente extraidos a partir do precipitado, ligam-se ao di6xido
de silicio finamente dividido, o qual € subsequentemente removido com a
porcao insoluvel da suspensdo. Separacao do sobrenadante resultante (isto €, a
fracdo soluvel da suspensdo) fornece uma solucdo enriquecida contendo a
maior parte do teor de imunoglobulina da Fragdo Cohn partida.

[00111] Em um aspecto, a presente inven¢ao prevé um método para a
preparacao de uma composicdo de imunoglobulina enriquecida a partir de um
conjunto de Cohn, o método compreendendo os estigios de: co-precipitaciao
de imunoglobulinas e de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir de um conjunto de
Cohn, numa primeira precipitagdo o estagio, para formar um primeiro € um
primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para
formar uma primeira suspensdo; removendo a A1PI a partir da suspensao; e
recuperar a fracdo soluvel da primeira suspensdo, formando assim uma
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida. Em geral, entende-se qualquer
substancia quimica para a precipitacdo de imunoglobulinas e A1PI pode ser
utilizado, incluindo, mas nao limitadas a, precipitacdo com dalcool (por
exemplo, utilizando-se etanol ou metanol), precipitacdo utilizando polimeros
soluveis em agua (por exemplo, PEG ou dextrana), e para as trocas salinas
(por exemplo, utilizando fosfato de amodnio, sulfato de amodnio, citrato de
sodio, etc). Numa modalidade preferida, a precipitacdo € precipitacdo com
alcool, precipitacdo, de preferéncia etanol. Numa modalidade, a composicao

de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢ao de IgG.
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[00112] Numa modalidade, o primeiro estigio de precipitacdo ¢é
realizado por mistura de etanol com o conjunto de Cohn a uma concentragao
final de entre 20% e 30% (v/v) a um pH entre 5,0 e 6,0. Numa modalidade, o
etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 +
3% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de
Cohn a uma concentracao final de 25 + 2% (v/v). Numa outra modalidade, o
etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 +
1% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de
Cohn a uma concentragdo final de 25% (v/v). Do mesmo modo, numa
modalidade, o primeiro estdgio de precipitacao € realizado a um pH de 5,5 +
0,5. Numa outra modalidade, o primeiro estdgio de precipitacao € realizado a
um pH de 5,5 + 0,4. Numa outra modalidade, o primeiro estigio de
precipitacdo € realizado a um pH de 5,5 + 0,3. Numa outra modalidade, o
primeiro estagio de precipitagdo € realizado a um pH de 5,5 + 0,2. Numa
outra modalidade, o primeiro estagio de precipitacao € realizado a um pH de
5,5 = 0,1. Numa outra modalidade, o primeiro estdgio de precipitagdo é
realizado a um pH de 5,5. Em ainda outras modalidades, a concentragao final
de etanol e o pH do primeiro estadgio de precipitacao € selecionado a partir de
variagoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4,
Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade, a composi¢ao de
imunoglobulina enriquecida € uma composicao de IgG.

[00113] Os métodos aqui previstos proporcionam rendimentos
significativamente mais elevados de recuperacdio de imunoglobulina no
produto final enriquecido devido a precipitacao de uma parte do conteudo do
conjunto de imunoglobulina a partir de Cohn inicial na reacdo de precipitagdo,
em comparagdo com o estado da técnica dos processos de purificagdo que se
baseiam nos estdgios iniciais de baixo teor alcodlico de precipitacao (ou seja,
Fracdo I precipitacao).

[00114] Deste modo, numa modalidade dos métodos aqui previstos,
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pelo menos, 90% do teor de imunoglobulina do conjunto a partir de Cohn é
precipitado na reacdo inicial de precipitacio. Numa modalidade preferida,
pelo menos 95% do teor de imunoglobulina do conjunto a partir de Cohn é
precipitado na reacdo inicial de precipitacdio. Numa modalidade mais
preferida, pelo menos 99% do teor de imunoglobulina do conjunto a partir de
Cohn € precipitado na reacdo inicial de precipitacdo. Em certas modalidades,
pelo menos, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou
mais do teor de imunoglobulina do conjunto de partida Cohn € precipitado a
reacdo de precipitacdo inicial. Numa modalidade especifica, o teor de
imunoglobulina do conjunto de partida Cohn refere-se ao teor de IgG a partir
do conjunto de Cohn.

[00115] Tal como mostrado nos exemplos aqui previstos, a utilizagdo
de um baixo pH inicial, estagio de precipitacdo elevado de dlcool (isto €,
fracdo I-IV-1) resulta na precipitacdo a precipitagdo de pelo menos 99% do
teor de IgG do conjunto a partir de Cohn. Deste modo, numa modalidade, a
presente invenc¢ao preveé um método para a preparacao de uma composi¢do de
imunoglobulina enriquecida, compreendendo o método os estagios de:
precipitacdo a partir de 99% a 100% do teor de IgG a partir de um conjunto de
Cohn em um primeiro estidgio de precipitacdo pela adicdo de etanol para a
Cohn conjunto para uma concentracdo final de entre 20% e 30% a um pH de
5,0-6,0, para formar um primeiro e um primeiro precipitado sobrenadante;
separando o primeiro precipitado do primeiro sobrenadante; e recuperacdo de
IgG a partir do primeiro precipitado, formando assim uma composicdao de
imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do
primeiro precipitado € ainda enriquecida. Em certas modalidades, a
concentragdo final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estigio
de precipitagdo € selecionado a partir de variacoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa

modalidade, a composi¢do de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢cdo
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de IgG. Numa modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de Cohn a
uma concentracao final de 25 £ 3% (v/v).

[00116] Tal como evidenciado pelos dados apresentados na Tabela 15
e Tabela 31, maior do que 97% do teor de alfa-1-antitripsina (A1PI) de um
conjunto Cohn também € precipitado por um baixo pH inicial, etapa de
precipitacdo elevado de alcool. Deste modo, numa modalidade, a presente
invencdo prevé um método para a preparacdo de uma composi¢ao de
imunoglobulina enriquecida, compreendendo o método os estagios de:
precipitacdo a partir de 95% a 100% de IgG e o contetido a partir de um
conjunto de A1PI Cohn num primeiro estigio de precipitacdo pela adi¢do de
etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre 20% e 30%
a um pH 5,0-6,0 de modo a formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; removendo a AI1PI a partir da suspensdo; e recuperar a fracao
soluvel da primeira suspensdo, formando assim uma composicdo de
imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol € misturado com o
conjunto de Cohn a uma concentracdao final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro precipitado € ainda
enriquecida. Numa outra modalidade, A1PI removida a partir da suspensao €
ainda enriquecido. Em certas modalidades, a concentragdo final de etanol e o
pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade preferida, de 99%
a 100% do teor de IgG do conjunto de Cohn € precipitado no primeiro estagio
de precipitacdio. Numa modalidade, a composicio de imunoglobulina
enriquecida é uma composic¢do de IgG.

[00117] Além disso, verificou-se que mais de 90% do teor de albumina
de um conjunto de Cohn nao € precipitado por um baixo pH inicial, estagio de

precipitacdo elevado de dlcool (Tabela 33), e pode, assim, ser recuperados a
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partir do sobrenadante. Deste modo, numa modalidade, a presente invencgao
prevé um método para a preparagdo de uma composicao de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estdgios de: precipitacao a partir de
95% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num
primeiro estiagio de precipitacdo pela adicdo de etanol para o conjunto Cohn
para uma concentracao final de entre 20% a 30% a um pH 5,0-6,0 de modo a
formar um primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o
primeiro precipitado para formar uma primeira suspensdo; removendo a A1PI
a partir da suspensao; e recuperar a fracao solivel da primeira suspensao, em
que a partir de 80% a 100% do teor de proteinas séricas o conjunto Cohn esta
presente no sobrenadante da primeira, formando assim uma composicdo de
imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol € misturado com o
conjunto de Cohn a uma concentracdao final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro precipitado € ainda
enriquecida. Numa outra modalidade, A1PI removida a partir da suspensao €
ainda enriquecido. Em ainda outra modalidade, a albumina encontrada no
primeiro sobrenadante € enriquecida. Numa modalidade preferida, de 99% a
100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no primeiro estagio de
precipitacdo. Em certas modalidades, a concentracdo final de etanol e o pH
utilizado no pH baixo, alto dlcool estdgio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade, a composi¢ao de
imunoglobulina enriquecida € uma composicao de IgG.

2. Extracao e separacao de imunoglobulinas

[00118] Em comparacdo com uma Fra¢do Cohn II + III precipitado ou
Kistler-Nitschmann precipitar, o precipitado inicial formado pelos métodos
aqui fornecidos contém niveis substancialmente mais elevados de proteinas
que nao imunoglobulina, incluindo A1PI e fibrinogénio. Por exemplo, como

mostrado na Tabela 30, cerca de 100% do teor em fibrinogénio do conjunto a
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partir de Cohn € co-precipitado com imunoglobulinas de um baixo pH inicial,
precipitacdo reacao de dlcool elevado. Isto estd em contraste com os esquemas
de purificacdo de Cohn-Oncley e Kistler-Nitschmann, no qual a maior parte
do fibrinogénio € removido num estagio de precipitacdo baixo dlcool inicial
(Fragao I precipitacdo). Da mesma forma, como se mostra na Tabela 15 e
Tabela 31, maior do que 97% do teor de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir do
conjunto de Cohn € co-precipitado com imunoglobulinas de um baixo pH
inicial, precipitacdo reacao de dlcool elevado. Em contraste, a maior parte dos
A1PI ndo estd co-precipitadas com as imunoglobulinas nos esquemas de
purificacio de Cohn-Oncley e Kistler-Nitschmann. Em vez disso, Al1PI
encontra-se na Fragdo II + III de sobrenadante ou sobrenadante A.

[00119] Por conseguinte, a fim de proporcionar composi¢Oes
farmacéuticas grau de imunoglobulina, os contaminantes tais como A1PI e o
fibrinogé€nio presente no precipitado inicial necessidade de ser removido a
partir da composi¢do de imunoglobulina. Isto pode ser conseguido, por
exemplo, por fracionamento do primeiro precipitado (por exemplo, por
precipitacdo diferencial com 4dlcool, polimeros hidrofilicos nao-idnicos, ou
salting-out), metodologias cromatogréficas, ou metodologias de filtracdo.
[00120] Numa modalidade, o primeiro precipitado € suspenso em agua
para injecao (WFI) ou um tampao de for¢a i6nica baixa adequada para extrair
as 1munoglobulinas a partir do precipitado. Em certas modalidades, a
suspensdo € entdo tratada com dioxido de silicio finamente dividido (S10,), e
a por¢ao soluvel da suspensdo contendo as imunoglobulinas € separada da
porcdo insoluvel da suspensdo que contém a maior parte do AlPI e
fibrinogénio.

[00121] Solugdes adequadas para a extragdo do primeiro precipitado
terdo geralmente um pH entre 4,0 e 5,5. Em certas modalidades, a solugdo
tenha um pH entre 4,5 e 5,0, em outras modalidades, a solu¢cdo de extracao,

terd um pH de cerca de 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1,



477162

5,2, 5,3, 5,4 ou 5,5. Numa modalidade preferida, o pH do tampao de extragdo
¢ de 4,7 £ 0,1. Numa outra modalidade preferida, o pH do tampao de extragcdo
¢ de 4,8 + 0,1. Numa outra modalidade preferida, o pH do tampao de extragcdo
¢ de 4,9 = 0,1. Em geral, estes requisitos podem ser satisfeitos de pH usando
um agente tamponante selecionado a partir de, por exemplo, acetato, citrato,
fosfato monobasico, fosfato dibasico, suas misturas, e semelhantes.
Concentragdes de tampao adequados variam tipicamente entre 5 ¢ 100 mM,
oude 10 a 50 mM, ou 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95 ou 100 mm de agente de tamponamento.

[00122] O tampdo de extragdo terd de preferéncia uma condutividade
de 0,5 mS/cm a 2,0 mS/cm. Por exemplo, em certas modalidades, a
condutividade do tampao de extracdo vai ser de 0,5 £ 0,1 mS/cm ou de 0,6 +
0,1,0,7+0,1,0,8 +0,1,09+0,1,1,0+0,1, 1,1 £0,1,1,2+0,1,1,3+0,1, 1,4
+0,1,1,5+£0,1,1,6 £0,1,1,7+0,1, 1,8 £0,1, 1,9 £ 0,1, ou 2,0 £ 0,1 mS/cm.
Um versado na técnica saberd como gerar tampoes de extracdo possuindo
uma condutividade adequada. Em uma modalidade particular, o tampao de
extracdo contém 5 mM de fosfato de s6dio monobdsico e acetato de S mM, a
um pH de 4,8 £ 0,2 e condutividade de 0,7-0,9 mS/cm.

[00123] Numa modalidade, o diéxido de silicio finamente dividido é
misturado com a fracdo I-IV-1 de suspensdo antes da filtracdo. Numa
modalidade, este estagio de pré-tratamento compreende a adi¢dao de particulas
de dioxido de silica finamente dividido (por exemplo, silica, Aerosil®),
seguido por um periodo de 40 a 80 minutos de incubacdo, durante o qual a
suspensdo € continuamente misturada. Em certas modalidades, o periodo de
incubacdo serd entre cerca de 50 minutos e cerca de 70 minutos, ou cerca de
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 ou mais minutos. Geralmente,
o tratamento serd realizado a temperatura entre 0°C e 10°C, ou entre 2°C e
8°C. Em certas modalidades, o tratamento pode ser realizado a cerca de 0°C,

1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C, ou 10°C. Em uma modalidade
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particular, o tratamento € realizado a temperatura entre 2°C e 10°C. Numa
modalidade preferida, o tratamento é realizado entre 5°C e 10°C.

[00124] Numa modalidade, a silica é adicionada a uma concentragdo
de entre 20 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado e 100 g/kg de fracao I-IV-1
precipitado. Numa outra modalidade, a silica é adicionada a uma
concentragao de entre 30 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado e 80 g/kg Fragao I-
IV-1 precipitado. Em certas modalidades, a silica pode ser adicionada a uma
concentragdo de cerca de 20 g/kg de fracao I-IV-1 precipitado, ou cerca de 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, ou 100 g/kg de fracao I-
IV-1 precipitado. Numa modalidade especifica, a silica (por exemplo, Aerosil
380 ou equivalente) € adicionado a fracdo I-IV-1 de suspensdo para uma
concentragao final de 40 + 20 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado. Numa outra
modalidade especifica, a silica é adicionada a fragao I-IV-1 de suspensdo para
uma concentracao final de 40 + 10 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado. A
mistura realiza-se a 2°C a 8°C durante pelo menos 50 a 70 minutos.

[00125] Em certas modalidades, SiO, € adicionado a uma composi¢ao
de imunoglobulina para uma concentracdo de 0,01 g/g de proteina total de 10
g/g de proteina total. Numa outra modalidade, SiO, € adicionado a uma
composi¢cado de imunoglobulina para uma concentragdo de 0,01 g/g de
proteina total de 5 g/g de proteina total. Numa outra modalidade, SiO, é
adicionado a uma composi¢do de imunoglobulina para uma concentracdo de
0,02 g/g de proteina total de 4 g/g de proteina total. Numa modalidade, SiO, é
adicionado a uma concentracdo final de pelo menos 0,1 g por grama de
proteina total. Numa outra modalidade especifica, a silica é adicionada a uma
concentracao de, pelo menos, 0,2 g por grama de proteina total. Numa outra
modalidade especifica, a silica é adicionada a uma concentracdo de pelo
menos 0,25 g por grama de proteina total. Em outras modalidades especificas,
a silica € adicionada a uma concentracdo de pelo menos 1 g por grama de

proteina total. Numa outra modalidade especifica, a silica é adicionada a uma
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concentracdo de pelo menos 2 g por grama de proteina total. Numa outra
modalidade especifica, a silica é adicionada a uma concentracdo de, pelo
menos, 2,5 g por grama de proteina total. Em ainda outras modalidades
especificas, o dioxido de silicio finamente dividido é adicionado a uma
concentracao de pelo menos 0,01 g/g de proteina total ou, pelo menos, 0,02 g,
0,03 g, 0,04 g, 0,05 g, 0,06 g, 0,07 g, 0,08 g, 0,09 g, 0,1 g,0,2 ¢g,0,3 2,04 g,
0,5¢,06¢,0,7¢g,08¢g,09¢g,10g,15¢g,20¢g,2,5¢,3,0g,3,5g,4,0g,4,5
g50¢g,55¢,60¢g,65¢,70¢g,75¢,80¢g,85¢g,90¢g, 95¢g, 10,0 gou
mais por grama de proteina total.

[00126] Deste modo, numa modalidade, a presente invengdao prevé um
método para a preparacdio de uma composicdo de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estdgios de: precipitacao a partir de
95% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num
primeiro estiagio de precipitacdo pela adicdo de etanol para o conjunto Cohn
para uma concentracao final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo a
formar um primeiro e um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o
primeiro precipitado para formar uma primeira suspensao; tratar o primeiro
suspensdao com diéxido de silicio finamente dividido; e separar a porcao
soluvel da suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensdo, em que a
porcdo soluvel da suspensdo contém imunoglobulinas e a por¢ao insoluvel da
suspensdo contém A1PI, fibrinogé€nio, fator H, e IaIP, formando assim uma
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol €
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro precipitado €
ainda enriquecida. Numa outra modalidade, AIPI removida a partir da
suspensdo € ainda enriquecido. Em certas modalidades, a concentracdo final
de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo €
selecionado a partir de variagdes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2,

Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade
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preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto de Cohn € precipitado
no primeiro estagio de precipitagcdo. Numa modalidade especifica, as porcoes
soluveis e insoluveis da primeira suspensao sdo separados por filtracdo. Numa
modalidade, a composi¢do de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢cao
de IgG.

[00127] Além disso, verificou-se que mais de 90% do teor de albumina
de um conjunto de Cohn nao € precipitado por um baixo pH inicial, estagio de
precipitacdo elevado de dlcool (Tabela 33), e pode, assim, ser recuperados a
partir do sobrenadante. Deste modo, numa modalidade, a presente invencgao
prevé um método para a preparagdo de uma composicao de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estiagios de: precipitacao a partir de
95% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num
primeiro estagio de precipitacdo pela adicdo de etanol para o conjunto Cohn
para uma concentracao final de entre 20% a 30% a um pH 5,0-6,0 de modo a
formar um primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o
primeiro precipitado para formar uma primeira suspensao; tratar o primeiro
suspensdao com diéxido de silicio finamente dividido; e separar a porcao
soluvel da suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensdo, em que a
porcdo soluvel da suspensdo contém imunoglobulinas e a por¢ao insoluvel da
suspensdo contém A1PI, fibrinogénio, fator H, e IaIP, e ainda em que a partir
de 80% de 100% do teor de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente
no sobrenadante da primeira, formando assim uma composicdo de
imunoglobulina enriquecida.. Numa modalidade, o etanol € misturado com o
conjunto de Cohn a uma concentracdao final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG presente na porcdo solivel da suspensio € ainda
enriquecida. Numa outra modalidade, presente A1PI na por¢ao insoluvel da
suspensdao € ainda enriquecido. Numa outra modalidade, o fibrinogénio
presente na por¢do insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Numa outra

modalidade, o Fator H presente na porcao insoluvel da suspensdo € ainda
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enriquecido. Numa outra modalidade, IalP presente na por¢ao insoluvel da
suspensdao € ainda enriquecido. Em ainda outra modalidade, a albumina
encontrada no primeiro sobrenadante € enriquecida. Numa modalidade
preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no
primeiro estagio de precipitacdo. Em certas modalidades, a concentracao final
de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo €
selecionado a partir de variagdes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2,
Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade
especifica, as partes soliveis e insoliveis da primeira suspensao sao
separados por filtracdo. Numa modalidade, a composi¢ao de imunoglobulina
enriquecida é uma composic¢do de IgG.

3. Fracionamento

[00128] Numa modalidade, as imunoglobulinas recuperadas a partir da
porcdo soluvel da primeira suspensdo (suspensdo da pasta de I-IV-1) sdo
ainda mais enriquecida por fracionamento. Geralmente, pode ser usado
qualquer método de fracionamento (por exemplo, o dlcool ou a precipitacdo
do polimero, as trocas salinas, etc). Numa modalidade preferida, as
imunoglobulinas sdo ainda mais enriquecidas por fracionamento da por¢ao
soluvel da primeira suspensdo, por precipitacdio com etanol. Numa
modalidade, as imunoglobulinas sdo enriquecidas por meio da adicdo de
etanol para a por¢cao soluvel da primeira suspensdo com uma concentragao
final e pH adequado para precipitar as imunoglobulinas, enquanto, pelo
menos, um contaminante ndo € precipitado. Numa outra modalidade, as
imunoglobulinas sdo enriquecidas pela adicdo de etanol para a por¢do soluvel
da primeira suspensdo com uma concentracdao final e pH adequado para
precipitar pelo menos um contaminante, enquanto as imunoglobulinas nao sao
precipitadas.

[00129] Fracionamento adicional do material recuperado do baixo pH

inicial, precipitacdo elevada de alcool etapa € opcional. Em certas
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modalidades, a composi¢cdo de imunoglobulina recuperado do baixo pH
inicial, etapa de precipitacdo elevado de dalcool pode ser adicionalmente
enriquecido com um ou mais dos vdrios estagios de processamento a jusante
aqui descritos. Em outras modalidades, a composi¢ao recuperada do baixo pH
inicial, etapa de precipitacdo elevado de dlcool pode ser ainda processada por
meio da utilizacdo de uma ou mais etapas adicionais de precipitacio. Em
certas modalidades, um estagio de precipitacdo adicional de imunoglobulina
pode ser utilizado para concentrar uma composi¢dao de imunoglobulina,
preparar uma imunoglobulina para o armazenamento, e/ou preparar uma
composi¢ao de imunoglobulina para o transporte.

[00130] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdao de uma composicdo de imunoglobulina enriquecida a partir de
um conjunto de Cohn, o método compreendendo os estdgios de: co-
precipitacdo de imunoglobulinas e de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir de um
conjunto de Cohn, numa primeira precipitacdo o estdgio, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensao; remoc¢ao de A1PI a partir da
suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da primeira suspensao de um
segundo estagio de precipitagdo, de modo a formar um segundo precipitado
contendo imunoglobulinas € um segundo sobrenadante que compreende pelo
menos um contaminante; e recuperar as imunoglobulinas a partir do segundo
precipitado, formando assim uma composi¢cdao de imunoglobulina enriquecida.
Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado € ainda
enriquecida. Numa outra modalidade, A1PI removido da primeira suspensao €
ainda enriquecido. Em certas modalidades, a concentracdo final de etanol e
pH utilizados no primeiro estdgio de precipitacdo € selecionado a partir de
variagoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4,
Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade, a composi¢ao de

imunoglobulina enriquecida € uma composicao de IgG.
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[00131] Numa modalidade exemplar, o segundo estigio de
precipitacdo € realizado por mistura de etanol para a porcdo soluvel da
segunda suspensao (por exemplo, um filtrado ou sobrenadante da suspensao
formada apds filtracdo ou centrifugacdo) a uma concentra¢ao final de entre
22% e 28% (v/v) a um pH entre 6,5 ¢ 7,5. Numa modalidade, o etanol é
adicionado a uma concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa outra
modalidade, o etanol € adicionado a uma concentracdo final de 25 £ 2% (v/v).
Numa outra modalidade, o etanol € adicionado a uma concentrac¢ao final de
25 = 1% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol é adicionado a uma
concentragdo final de 25% (v/v). Do mesmo modo, numa modalidade, o
segundo estagio de precipitagdo é realizado a um pH de 7,0 = 0,5. Numa outra
modalidade, o segundo estigio de precipitacdo € realizado a um pH de 7,0 +
0,4. Numa outra modalidade, o segundo estagio de precipitacdo € realizado a
um pH de 7,0 £ 0,3. Numa outra modalidade, o segundo estidgio de
precipitacdo € realizado a um pH de 7,0 + 0,2. Numa outra modalidade, o
segundo estagio de precipitacao € realizado a um pH de 7,0 £ 0,1. Numa outra
modalidade, o segundo estagio de precipitacdo € realizado a um pH de 7,0.
Numa modalidade particular, o segundo estagio de precipitacdo € realizado
utilizando uma concentracado final de etanol de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0
+0,3.

[00132] Numa modalidade preferida, a primeira fracdo solivel ou de
suspensdao dos mesmos, € tratado com um detergente antes de se realizar o
segundo estagio de precipitacio. Numa modalidade, a primeira fracdo soluvel
ou de suspensdo do mesmo € ainda tratado com citrato antes de se realizar o
segundo estdgio de precipitagio. Em uma modalidade particular, o
polisorbato-80 € adicionada a primeira fracdo soluvel ou de suspensdo do
mesmo e a composicdo foi incubada durante pelo menos 30 minutos. Numa
outra modalidade particular, citrato de sédio di-hidrato é posteriormente

adicionada a primeira fracdo soluvel ou de suspensio do mesmo e a
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composi¢ao foi incubada durante pelo menos 30 minutos adicionais. Numa
modalidade, o polisorbato-80 € adicionada a uma concentragdo final de cerca
de 0,2% (p/v). Numa modalidade, o citrato de sodio di-hidratado € entdo
misturado na solucdo a uma concentracdo final de cerca de 8 g/LL. Em uma
modalidade particular, as incubacdes sdo realizadas a uma temperatura entre
cerca de 2 e 8°C, com agitacdo continua de.

[00133] Em uma modalidade particular, o método compreende os
estagios de: precipitacdo a partir de 99% a 100% do teor de IgG a partir de um
conjunto de plasma de Cohn em um primeiro estidgio de precipitacao pela
adicdo de etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre
20% e 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro
precipitado sobrenadante; separando o primeiro precipitado do primeiro
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da primeira suspensao de um
segundo estagio de precipitagdo, de modo a formar um segundo precipitado
contendo imunoglobulinas € um segundo sobrenadante que compreende pelo
menos um contaminante; e recuperar as imunoglobulinas a partir do segundo
precipitado, formando assim uma composi¢cdao de imunoglobulina enriquecida.
Numa modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentracao final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a
partir do segundo precipitado é ainda enriquecida. Em certas modalidades, a
concentracdo final de etanol e pH utilizados no primeiro estigio de
precipitacdo € selecionado a partir de variacdoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na
Numa modalidade, a composi¢cdo de imunoglobulina enriquecida é uma
composi¢ao de IgG.

[00134] Numa modalidade especifica, o método compreende os
estagios de: precipitacdo a partir de 99% a 100% do teor de IgG a partir de um

conjunto de plasma de Cohn em um primeiro estidgio de precipitacao pela
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adicdo de etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre
20% e 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro
precipitado sobrenadante; separando o primeiro precipitado do primeiro
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da primeira suspensao de um
segundo estagio de precipitacdo por mistura de etanol a primeira suspensao
com uma concentracdo final de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0 + 0,3, para
formar um segundo precipitado contendo imunoglobulinas € um segundo
sobrenadante que compreende pelo menos um contaminante; € recuperar as
imunoglobulinas a partir do segundo precipitado, formando assim uma
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol €
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado €
ainda enriquecida. Em certas modalidades, a concentraciao final de etanol e
pH utilizados no primeiro estdgio de precipitacdo € selecionado a partir de
variagoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4,
Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade, a composi¢ao de
imunoglobulina enriquecida € uma composicado de IgG.

[00135] Numa modalidade, o método compreende os estigios de:
precipitacdo a partir de 95% a 100% de IgG e o contetido a partir de um
conjunto de AI1PI Cohn num primeiro estigio de precipitacdo pela adi¢do de
etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre 20% e 30%
a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; remog¢ao de A1PI a partir da suspensao; recuperar a fracao soluvel
da primeira suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da primeira
suspensdo de um segundo estdgio de precipitacdo, de modo a formar um
segundo precipitado contendo imunoglobulinas e um segundo sobrenadante

que compreende pelo menos um contaminante; € recuperar as
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imunoglobulinas a partir do segundo precipitado, formando assim uma
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol €
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado €
ainda enriquecida. Numa modalidade, A1PI separada da primeira suspensao €
enriquecido. Em certas modalidades, a concentracdo final de etanol e pH
utilizados no primeiro estigio de precipitacdo € selecionado a partir de
variagoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4,
Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade preferida, entre 99% e
100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no primeiro estagio de
precipitacdo. Numa modalidade, a composi¢cio de imunoglobulina
enriquecida é uma composic¢do de IgG.

[00136] Numa modalidade especifica, o método compreende os
estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e o conteudo a partir
de um conjunto de AIPI Cohn num primeiro estdgio de precipitagdo pela
adicdo de etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre
20% e 30 % a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro
precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar
uma primeira suspensdo; remocao de A1PI a partir da suspensao; recuperar a
fracdo soluvel da primeira suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir
da primeira suspensdo de um segundo estagio de precipitacdo por mistura de
etanol a primeira suspensao com uma concentragao final de 25 + 3% (v/v) a
um pH de 7,0 £ 0,3, para formar um segundo precipitado contendo
imunoglobulinas e um segundo sobrenadante que compreende pelo menos um
contaminante; e recuperar as imunoglobulinas a partir do segundo precipitado,
formando assim uma composi¢cdo de imunoglobulina enriquecida. Numa
modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a

partir do segundo precipitado € ainda enriquecida. Numa modalidade, A1PI
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separada da primeira suspensdo € enriquecido. Em certas modalidades, a
concentracdo final de etanol e pH utilizados no primeiro estigio de
precipitacdo € selecionado a partir de variacdoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na
Numa modalidade preferida, entre 99% e 100% do teor de IgG do conjunto
Cohn € precipitado no primeiro estagio de precipitagdo. Numa modalidade, a
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢ao de IgG.

[00137] Numa outra modalidade, o método compreende os estigios de:
precipitagdo a partir de 99% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um
conjunto de A1PI Cohn num primeiro estigio de precipitacdo pela adi¢do de
etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre 20% e 30%
a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; removendo a AI1PI a partir da suspensdo; recuperar a porcao
soluvel da primeira suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da
porcdo soluvel da primeira suspensdao de um segundo estagio de precipitacao,
de modo a formar um segundo precipitado contendo imunoglobulinas € um
segundo sobrenadante que compreende pelo menos um contaminante; e
recuperar as imunoglobulinas a partir do segundo precipitado, em que a partir
de 80% a 100% do teor de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no
sobrenadante da primeira, formando assim uma composicdo de
imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol € misturado com o
conjunto de Cohn a uma concentracdao final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado € ainda
enriquecida. Numa modalidade, A1PI separada da primeira suspensdo €
enriquecido. Numa outra modalidade, a albumina presente no primeiro
sobrenadante € enriquecida. Em certas modalidades, a concentragcdo final de
etanol e pH utilizados no primeiro estdgio de precipitacdo € selecionado a

partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3,
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Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade preferida,
entre 99% e 100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no primeiro
estagio de precipitacdo. Numa modalidade preferida, entre 90% e 100% do
teor de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no primeiro
sobrenadante. Numa modalidade, a composicio de imunoglobulina
enriquecida é uma composic¢do de IgG.

[00138] Numa outra modalidade, o método compreende os estigios de:
precipitacdo a partir de 99% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um
conjunto de A1PI Cohn num primeiro estigio de precipitacdo pela adi¢do de
etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre 20% e 30%
a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; removendo a AI1PI a partir da suspensdo; recuperar a porcao
soluvel da primeira suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da
porcdo soluvel da primeira suspensdao de um segundo estagio de precipitagdao
com etanol por mistura com a por¢do soluvel da primeira suspensao com uma
concentragdo final de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0 + 0,3, para formar um
segundo precipitado contendo imunoglobulinas e um segundo sobrenadante
que compreende pelo menos um contaminante; € recuperar as
imunoglobulinas a partir do segundo precipitado, em que a partir de 80% a
100% do teor de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no
sobrenadante da primeira, formando assim uma composicdo de
imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol € misturado com o
conjunto de Cohn a uma concentracdao final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado € ainda
enriquecida. Numa modalidade, AI1PI separada da primeira suspensdo €
enriquecido. Numa outra modalidade, a albumina presente no primeiro
sobrenadante € enriquecida. Em certas modalidades, a concentragcdo final de

etanol e pH utilizados no primeiro estdgio de precipitacdo € selecionado a
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partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade preferida,
entre 99% e 100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no primeiro
estagio de precipitacdo. Numa modalidade preferida, entre 90% e 100% do
teor de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no primeiro
sobrenadante. Numa modalidade, a composicio de imunoglobulina
enriquecida é uma composic¢do de IgG.

[00139] Numa modalidade, a presente invencao prevé um método para
a preparacio de uma composicio de imunoglobulina enriquecida,
compreendendo o método os estdgios de: precipitacao a partir de 95% a 100%
de IgG e o contetdo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro
estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentragdo final de entre 20% e 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém imunoglobulinas e a por¢ao insoluvel da suspensdo
contém AI1PI, fibrinogénio, fator H, e IalP, recuperar a porcdo solivel da
primeira suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da por¢ao soluvel
da primeira suspensdo de um segundo estagio de precipitacdo, de modo a
formar um segundo precipitado contendo imunoglobulinas € um segundo
sobrenadante que compreende pelo menos um contaminante; € recuperar as
imunoglobulinas a partir do segundo precipitado, formando assim uma
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol €
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro precipitado €
ainda enriquecida. Numa outra modalidade, AIPI removida a partir da

suspensdo € ainda enriquecido. Em certas modalidades, a concentracdo final
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de etanol e pH utilizados no primeiro estagio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade preferida, a
partir de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no
primeiro estagio de precipitacdo. Numa modalidade especifica, as porcoes
soluveis e insoluveis da primeira suspensao sdo separados por filtracdo. Numa
modalidade, a composi¢do de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢cdo
de IgG.

[00140] Numa modalidade especifica, a presente inven¢dao prevé um
método para a preparacdio de uma composicdo de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estagios de: precipitacao a partir de
95% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num
primeiro estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para o conjunto de
Cohn a uma concentragao final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo
a formar um primeiro e um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o
primeiro precipitado para formar uma primeira suspensao; tratar o primeiro
suspensdao com diéxido de silicio finamente dividido; e separar a porcao
soluvel da suspensdo a partir da por¢cao insoluvel da suspensdo, em que a
porcdo soluvel da suspensdo contém imunoglobulinas e a por¢ao insoluvel da
suspensdo contém AI1PI, fibrinogénio, fator H, e IalP, recuperar a porcao
soluvel da primeira suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da
porcdo soluvel da primeira suspensdao de um segundo estagio de precipitagao
com etanol por mistura com a por¢do soluvel da primeira suspensao com uma
concentragao final de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0 + 0,3, para formar um
segundo precipitado contendo imunoglobulinas e um segundo sobrenadante
que compreende pelo menos um contaminante; € recuperar as
imunoglobulinas a partir do segundo precipitado, formando assim uma
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol €

misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
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(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro precipitado €
ainda enriquecida. Numa outra modalidade, AIPI removida a partir da
suspensdo € ainda enriquecida. Em certas modalidades, a concentracdo final
de etanol e pH utilizados no primeiro estagio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade preferida, a
partir de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no
primeiro estagio de precipitacdo. Numa modalidade especifica, as porcoes
soluveis e insoluveis da primeira suspensao sdo separados por filtracdo. Numa
modalidade, a composi¢do de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢cao
de IgG.

[00141] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacio de uma composicio de imunoglobulina enriquecida,
compreendendo o método os estdgios de: precipitacao a partir de 95% a 100%
de IgG e o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro
estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentracdo final de entre 20% a 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém imunoglobulinas € a por¢ao insoluvel da suspensdo
contém AI1PI, fibrinogénio, fator H, e IalP; imunoglobulinas precipitadas a
partir da por¢ao soluvel da primeira suspensdo de um segundo estigio de
precipitacdo, de modo a formar um segundo precipitado contendo
imunoglobulinas e um segundo sobrenadante que compreende pelo menos um
contaminante; e recuperar as imunoglobulinas a partir do segundo precipitado,
em que a partir de 80% a 100% do teor de proteinas séricas o conjunto Cohn

estd presente no sobrenadante da primeira, formando assim uma composi¢ao
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de imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol € misturado com
o conjunto de Cohn a uma concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG presente na porcdao solivel da suspensdo € ainda
enriquecida. Numa outra modalidade, presente A1PI na por¢ao insoluvel da
suspensdao € ainda enriquecido. Numa outra modalidade, o fibrinogénio
presente na por¢do insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Numa outra
modalidade, o Fator H presente na porcao insoluvel da suspensdo € ainda
enriquecido. Numa outra modalidade, IalP presente na por¢ao insoluvel da
suspensdao € ainda enriquecido. Em ainda outra modalidade, a albumina
encontrada no primeiro sobrenadante € enriquecida. Numa modalidade
preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no
primeiro estagio de precipitacdo. Em certas modalidades, a concentracao final
de etanol e pH utilizados no primeiro estagio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade especifica, as
porcdes soluveis e insoliveis da primeira suspensdo sdao separados por
filtracdo. Numa modalidade, a composicdao de imunoglobulina enriquecida €
uma composicao de IgG.

[00142] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacio de uma composicio de imunoglobulina enriquecida,
compreendendo o método os estdgios de: precipitacao a partir de 95% a 100%
de IgG e o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro
estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentracdo final de entre 20% a 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel

da suspensdo contém imunoglobulinas e a porc¢do insoluvel da suspensdo
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contém AI1PI, fibrinogénio, fator H, e IalP; imunoglobulinas precipitadas a
partir da porcao soluvel da primeira suspensdo de um segundo estigio de
precipitacdo com etanol por mistura com a por¢ao soluvel da primeira
suspensdo com uma concentracdo final de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0 £+
0,3, para formar um segundo precipitado contendo imunoglobulinas € um
segundo sobrenadante que compreende pelo menos um contaminante; e
recuperar as imunoglobulinas a partir do segundo precipitado, em que a partir
de 80% a 100% do teor de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no
sobrenadante da primeira, formando assim uma composicdo de
imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol € misturado com o
conjunto de Cohn a uma concentracdao final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG presente na porcdo solivel da suspensdo € ainda
enriquecida. Numa outra modalidade, presente A1PI na por¢ao insoluvel da
suspensdao € ainda enriquecido. Numa outra modalidade, o fibrinogénio
presente na por¢do insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Numa outra
modalidade, o Fator H presente na porcao insoluvel da suspensdo € ainda
enriquecido. Numa outra modalidade, IalP presente na por¢ao insoluvel da
suspensdao € ainda enriquecido. Em ainda outra modalidade, a albumina
encontrada no primeiro sobrenadante € enriquecida. Numa modalidade
preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no
primeiro estagio de precipitacdo. Em certas modalidades, a concentracao final
de etanol e pH utilizados no primeiro estagio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade especifica, as
porcdes soluveis e insoliveis da primeira suspensdo sao separados por
filtracdo. Numa modalidade, a composicdao de imunoglobulina enriquecida €
uma composicao de IgG.

[00143] Numa modalidade, as imunoglobulinas sdo recuperadas a

partir do segundo precipitado por suspensdo do precipitado com um tampao
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de extracdo frio. Por exemplo, o segundo precipitado € suspenso em uma
propor¢ao de 1 parte de precipitado de 2-15 partes de 4dgua para injecao
(WFI), ou tampao de baixa condutividade. Numa modalidade preferida, o
segundo precipitado suspenso em uma propor¢ao de 1 parte para precipitar 4-
5 partes, preferivelmente 3,5 partes, WFI. Numa modalidade, a etapa de
suspensao € realizada a uma temperatura entre 0°C e 8°C. Numa modalidade,
o valor final de pH da soluc¢ao é ajustado para 4,5-5,6, de preferéncia para 5,2
+ 0,2. Numa modalidade, este ajustamento do pH € realizado com dacido
acético. Numa modalidade, a condutividade da suspensdo é aumentada para
entre 2,5 ¢ 6,0 mS/cm, para aumentar a solubilidade das imunoglobulinas.
Numa modalidade, a condutibilidade € aumentada pela adi¢do de cloreto de
sodio.

[00144] Solugdes adequadas para a extracdo do segundo precipitado
incluir WFI e buffers de baixa condutividade. Numa modalidade, um tampao
de baixo condutividade tem uma condutividade de menos do que cerca de 10
mS/cm. Em outras modalidades, o tampdo de baixa condutividade tem uma
condutividade inferior a cerca de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, ou 1 mS/cm. Numa
modalidade preferida, o tampdao de baixa condutividade tem uma
condutividade de menos do que cerca de 6 mS/cm. Numa outra modalidade
preferida, o tampao de baixa condutividade tem uma condutividade de menos
do que cerca de 4 mS/cm. Numa outra modalidade preferida, o tampao de
baixa condutividade tem uma condutividade de menos do que cerca de 2
mS/cm.

[00145] Numa modalidade, a por¢ao soluvel da suspensio, contendo
imunoglobulinas, € separada da porcdo insoluvel. Numa modalidade, isto €
feito pela filtragem da suspensdo com um filtro de profundidade com um
tamanho nominal de poro de 0,1 um e 0,4 um. Numa modalidade, o tamanho
nominal de poro do filtro de profundidade € de 0,2 um (por exemplo, o filtro

Cuno VRO06 ou equivalente). Numa modalidade, o filtro € lavado com WFI ou
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um tampdo adequado, apds filtracdo para se recuperar imunoglobulina
adicional e o pos-lavagem adicionado ao filtrado. Numa modalidade
preferida, o pos-lavagem do filtro € realizada utilizando uma solugdo de
cloreto de s6dio com uma condutividade de entre cerca de 2,5 e cerca de 6,0
mS/cm. Numa outra modalidade, a segunda suspensdo € centrifugada para
recuperar a por¢ao soluavel.

B. Processamento a Jusante

[00146] Fracdes de imunoglobulina obtida apds fracionamento usando
um estdgio de precipitacdo inicial que precipita imunoglobulinas e alfa-1-
antitripsina (A1PI), mas nd3o a albumina, pode ser ainda mais enriquecido de
acordo com métodos bem conhecidos na técnica, incluindo, sem limitacao:
cromatografia (por exemplo, de permuta anidnica cromatografia,
cromatografia de troca catiOnica, cromatografia de interagdo hidrofébica
(HIC), cromatografia de hidroxiapatite (HAP), Proteina A cromatografia de
afinidade, cromatografia de imunoafinidade, cromatografia de exclusao de
tamanho, etc); filtracdo (por exemplo, a ultrafiltracdo e/ou diafiltracdo); e uma
ou mais etapas de redugdo de virus (por exemplo, nanofiltracdo, tratamento
com solvente e detergente, irradiacdo UV, tratamento pelo calor, a baixa de
pH de incubagio, etc).

[00147] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdao de uma composicdo de imunoglobulina enriquecida a partir de
um conjunto de Cohn que inclui um baixo pH inicial, estagio de precipitacdo
elevado de dlcool e, pelo menos, um estigio de processamento a jusante (por
exemplo, cromatografia). Em certas modalidades, o método compreende
ainda um segundo estagio de precipitacao, antes da, pelo menos, um estagio
de processamento a jusante (por exemplo, uma etapa de precipitacao PptG). A
segunda precipitacdo € opcional, como uma suspensdo de baixo pH inicial,
precipitado elevado de dlcool pode ser utilizado diretamente para a

purificacao a jusante.
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[00148] Numa modalidade, as imunoglobulinas presentes em uma
composi¢ao derivada de plasma preparado utilizando um baixo pH inicial,
etapa de precipitacdo elevado de dlcool sdo ainda mais enriquecidas por
realizar pelo menos uma etapa de cromatografia. Numa modalidade, o estigio
cromatografico € selecionado a partir de cromatografia de permuta de anions,
cromatografia de troca catiOnica, cromatografia de interagdo hidrofébica
(HIC), cromatografia de hidroxiapatite (HAP), Proteina A cromatografia de
afinidade, cromatografia de imuno-afinidade, e cromatografia por exclusiao de
tamanho. Em wuma modalidade particular, as imunoglobulinas sao
enriquecidas realizando cromatografia de troca aniOnica. Numa outra
modalidade, as imunoglobulinas sdo enriquecidas realizando cromatografia de
permuta catidonica. Numa modalidade especifica, as imunoglobulinas sdo
ainda mais enriquecidas por executar tanto a cromatografia de permuta
catidnica e aniOnica.

[00149] Numa modalidade particular, a presente invencdo prevé um
método para a preparacio de uma composicdo de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estdgios de: precipitacao a partir de
95% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num
primeiro estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para o conjunto de
Cohn a uma concentragao final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo
a formar um primeiro e um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o
primeiro precipitado para formar uma primeira suspensao; tratar o primeiro
suspensdao com diéxido de silicio finamente dividido; e separar a porcao
soluvel da suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensdo, em que a
porcao soluvel da suspensdo contém imunoglobulinas e a por¢ao insoluvel da
suspensdo contém A1PI, fibrinogénio, fator H, e IaIP, as imunoglobulinas de
ligacdo para uma troca de cations resina; eluicdo das imunoglobulinas a partir
da troca de cations para formar um eluato de permuta catidnica; fazer contatar

o fluido de permuta de citions com uma resina de troca anidnica; e recuperar
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as imunoglobulinas que ndao se ligam a resina, formando assim uma
composi¢ao de imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol €
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir da etapa de cromatografia
de permuta anidnica € enriquecida. Numa outra modalidade, A1PI removida a
partir da suspensdo € ainda enriquecido. Em certas modalidades, a
concentragao final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estigio
de precipitagdo € selecionado a partir de variacoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa
modalidade preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto de Cohn é
precipitado no primeiro estiagio de precipitacio. Numa outra modalidade,
entre 80% e 100%, de preferéncia entre 90% e 100%, do teor de proteinas
séricas o conjunto Cohn estd presente no primeiro sobrenadante. Numa
modalidade especifica, as por¢des soluveis e insoluveis da primeira suspensao
sdo separados por filtracdo. Numa modalidade, o método compreende ainda,
pelo menos, um estagio de reducdo de virus/inativagdo. Numa modalidade
preferida, o método compreende ainda, pelo menos, dois estigios de
reducdo/inativagdo viral. Numa modalidade mais preferida, o método
compreende ainda, pelo menos trés etapas de reducdo/inativacdo viral. Numa
modalidade, a composi¢do de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢cdo
de IgG.

[00150] Numa modalidade particular, a presente invencdo prevé um
método para a preparacdio de uma composicdo de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estagios de: precipitacao a partir de
95% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num
primeiro estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para o conjunto de
Cohn a uma concentragao final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo
a formar um primeiro e um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o

primeiro precipitado para formar uma primeira suspensao; tratar o primeiro
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suspensdao com diéxido de silicio finamente dividido; e separar a porcao
soluvel da suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensdo, em que a
porcao soluvel da suspensdo contém imunoglobulinas e a por¢ao insoluvel da
suspensdo contém AI1PI, fibrinogénio, fator H, e IalP, recuperar a porcao
soluvel da primeira suspensdo; imunoglobulinas precipitadas a partir da
porcdo soluvel da primeira suspensdo de um segundo estagio de precipitacao
com etanol por mistura com a por¢do soluvel da primeira suspensao com uma
concentracdo final de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0 + 0,3, para formar um
segundo precipitado contendo imunoglobulinas e um segundo sobrenadante
que compreende pelo menos um contaminante; recuperar as imunoglobulinas
a partir do segundo precipitado; ligacdo das imunoglobulinas a uma resina de
permuta cationica; eluicdo das imunoglobulinas a partir da troca de cations
para formar um eluato de permuta catidnica; fazer contatar o fluido de
permuta de cations com uma resina de troca aniOnica; € recuperar as
imunoglobulinas que ndo se ligam a resina, formando assim uma composi¢ao
de imunoglobulina enriquecida. Numa modalidade, o etanol € misturado com
o conjunto de Cohn a uma concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG recuperada a partir da etapa de cromatografia de permuta
anionica € enriquecida. Numa outra modalidade, A1PI removida a partir da
suspensdo € ainda enriquecido. Em certas modalidades, a concentracdo final
de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo €
selecionado a partir de variagdes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2,
Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade
preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto de Cohn € precipitado
no primeiro estagio de precipitacdo. Numa outra modalidade, entre 80% e
100%, de preferéncia entre 90% e 100%, do teor de proteinas séricas o
conjunto Cohn estd presente no primeiro sobrenadante. Numa modalidade
especifica, as porcdes soluveis e insoluveis da primeira suspensao sao

separados por filtracdo. Numa modalidade, o método compreende ainda, pelo
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menos, um estagio de reducdo de virus/inativacdo. Numa modalidade
preferida, o método compreende ainda, pelo menos, dois estigios de
reducdo/inativagdo viral. Numa modalidade mais preferida, o método
compreende ainda, pelo menos trés etapas de reducdo/inativacdo viral. Numa
modalidade, a composi¢do de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢cao
de IgG.

[00151] Numa modalidade particular, a presente invencdo prevé um
método para a preparacio de uma composicdo de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estidgios de: AIPI e precipitantes
imunoglobulinas de um conjunto de Cohn em um pH baixo, de alta alcool
etapa de precipitagdo; separar as imunoglobulinas precipitadas e AIlPI;
enriquecer a composicdo de imunoglobulina realizando cromatografia de
permuta catidnica; e enriquecer ainda mais a composi¢ao de imunoglobulina
através da realizacdo de cromatografia de permuta anidnica. Numa
modalidade, a concentracao final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto
alcool estagio de precipitacdo € selecionado a partir de variacdes 1-2166,
como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e
Tabela 7. Numa modalidade, o método compreende ainda, pelo menos, um
estagio de reducdo de virus/inativacdo. Numa modalidade preferida, o método
compreende ainda, pelo menos, dois estdgios de reducao/inativacdo viral.
Numa modalidade mais preferida, o método compreende ainda, pelo menos
trés etapas de reducdo/inativacdo viral. Numa modalidade, a composicdo de
imunoglobulina enriquecida € uma composicao de IgG.

[00152] Numa outra modalidade particular, a presente invengdo preve
um método para a preparacdo de uma composi¢cdo de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estidgios de: AIPI e precipitantes
imunoglobulinas de um conjunto de Cohn em um pH baixo, de alta alcool
etapa de precipitagdo; separar as imunoglobulinas precipitadas e AI1PI;

precipitar as imunoglobulinas separadas em um segundo estdgio de
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precipitacdo; enriquecer a composi¢do de imunoglobulina realizando
cromatografia de permuta catidnica; e enriquecer ainda mais a composicao de
imunoglobulina através da realizacdo de cromatografia de permuta anidnica.
Numa modalidade, a concentracdo final de etanol e o pH utilizado no pH
baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo € selecionado a partir de variacoes
1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5,
Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade, o método compreende ainda, pelo
menos, um estagio de reducdo de virus/inativacdo. Numa modalidade
preferida, o método compreende ainda, pelo menos, dois estigios de
reducdo/inativagdo viral. Numa modalidade mais preferida, o método
compreende ainda, pelo menos trés etapas de reducdo/inativacdo viral. Numa
modalidade, a composi¢do de imunoglobulina enriquecida € uma composi¢cao
de IgG.

[00153] Numa outra modalidade particular, a presente invengdo preve
um método para a preparacdo de uma composi¢cdo de imunoglobulina
enriquecida, compreendendo o método os estidgios de: AIPI e precipitantes
imunoglobulinas de um conjunto de Cohn em um pH baixo, de alta alcool
etapa de precipitagdo; separar as imunoglobulinas precipitadas e AI1PI;
precipitar as imunoglobulinas separadas em um segundo estdgio de
precipitacdo; tratar a composi¢cdo de imunoglobulina com um solvente e
detergente para inativar virus; enriquecer a composi¢ao de imunoglobulina
realizando cromatografia de permuta catidnica; enriquecer ainda mais a
composi¢cao de imunoglobulina através da realizacdo de cromatografia de
troca anidnica; e nanofiltrando a composi¢dao de imunoglobulina para remover
virus. Numa modalidade, a concentracdo final de etanol e o pH utilizado no
pH baixo, alto alcool estigio de precipitacdo € selecionado a partir de
variagoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4,
Tabela 5, Tabela 6 , e Tabela 7. Numa modalidade, o método compreende

ainda a  composicdo de  imunoglobulina  concentragio  por
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ultrafiltracdo/diafiltracdo a uma concentracdo final de proteina de cerca de 5
g/ a 25 g/1. Numa modalidade particular, a concentracao final da composi¢ao
de imunoglobulina enriquecida € 5 + 1% (p/v). Numa outra modalidade
particular, a concentragao final da composi¢ao de imunoglobulina enriquecida
¢ de 10 = 1% (p/v). Numa outra modalidade particular, a concentracdo final
da composicdo de imunoglobulina enriquecida € de 15 + 1% (p/v). Numa
outra modalidade particular, a concentracdo final da composicdo de
imunoglobulina enriquecida é 20 = 2% (p/v). Numa outra modalidade
particular, a concentragao final da composi¢ao de imunoglobulina enriquecida
€ 25 = 2% (p/v). Numa modalidade, a composi¢cdo de imunoglobulina
enriquecida é uma composic¢do de IgG.

C. Enriquecimento Exemplar de IgG de Precipitado da Fracao I-1V-1

1. Extracao Precipitado da Fracao I-IV-1 O

[00154] A fim de solubilizar o teor de IgG de precipitado da Fracao I-
IV-1, um tampao de extragdo a frio € utilizado para re-suspender o precipitado
IT + III fracionamento numa propor¢ao tipica de precipitado de 1 parte para 15
partes de tampao de extracdo. Outras razoes de re-suspensao adequado podem
ser utilizadas, por exemplo, de 1: 8 a 1:30, ou 1:10 - 1:20, ou 1:12 - 1:18, ou
1:13-1:17, ou 1:14-1:16. Em certas modalidades, a propor¢ao de re-suspensao
pode ser de 1: 8, 1: 9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18,
1:19, 1:20, 1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1: 30, ou mais
elevada.

[00155] Solugdes adequadas para a extragdo do primeiro precipitado
terdo geralmente um pH entre 4,0 e 5,5. Em certas modalidades, a solugdo
tenha um pH entre 4,5 e 5,0, em outras modalidades, a solu¢cdo de extracao,
terda um pH de cerca de 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1,
5,2, 5,3, 5,4 ou 5,5. Numa modalidade preferida, o pH do tampao de extragdo
¢ de 4,7 £ 0,1. Numa outra modalidade preferida, o pH do tampao de extragcao

¢ de 4,8 + 0,1. Numa outra modalidade preferida, o pH do tampao de extragcdo
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¢ de 4,9 = 0,1. Em geral, estes requisitos podem ser satisfeitos de pH usando
um agente tamponante selecionado a partir de, por exemplo, acetato, citrato,
fosfato monobasico, fosfato dibasico, suas misturas, e semelhantes.
Concentragdes de tampao adequados variam tipicamente entre 5 ¢ 100 mM,
oude 10 a 50 mM, ou 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95 ou 100 mm de agente de tamponamento.

[00156] O tampdo de extragdo terd de preferéncia uma condutividade
de 0,5 mS/cm a 2,0 mS/cm. Por exemplo, em certas modalidades, a
condutividade do tampao de extracao vai ser de 0,5 £ 0,1 mS/cm, ou de cerca
de 0,6 £0,1,0,7+0,1,0,8 +0,1,09+0,1,1,0+0,1, 1,1 £0,1, 1,2+ 0,1, 1,3
+0,1,14+0,1,1,5+0,1,16 0,1, 1,7+0,1, 1,8 0,1, 1,9 £ 0,1, ou 2,0 +
0,1 mS/cm. Um versado na técnica saberd como gerar tampoes de extracao
possuindo uma condutividade adequada.

[00157] Numa modalidade exemplar, a Fracdo I-IV-1 precipitado é
extraido com um tampao de pasta de propor¢do de 1:15 utilizando um tampao
de extracdo contendo 5 mM de fosfato de s6dio monobdsico e acetato de 5
mM, a pH de que € ajustado para 4,8 + 0,2 com dacido acético. Numa
modalidade, o pH da solucdo é mantido a um pH de 4,8 + 0,3 para a duracdo
do processo de extracdo. Numa modalidade especifica, o pH da solucdo €
mantido a um pH de 4,8 £+ 0,2 para a duracdo do processo de extracao.

[00158] Em geral, a extracdo € realizada a uma temperatura entre 0°C e
10°C, ou entre 2°C e 8°C. Em certas modalidades, a extracdo pode ser
realizadaa 0°C £ 1,1+ 1°C,2+£1°C,3+1°C,4 £ 1°C, 5+ 1°C,de 6 = 1°C, 7
+ 1°C, 8 £ 1°C, 9 £ 1°C ou 10 £ 1°C. Em uma modalidade particular, a
extracdo € efetuada entre 2°C e 10°C. Tipicamente, o processo de extragao ira
prosseguir durante entre 60 e 300 minutos, ou de entre 120 e 240 minutos, ou
de entre 150 e 210 minutos, enquanto a suspensao € agitada continuamente.

Em certas modalidades, o processo de extragdo ird prosseguir durante cerca de

60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210,



737162

220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300 minutos, ou mais. Numa
modalidade preferida, o processo de extracdo ird prosseguir durante pelo
menos 160 minutos com agitacdo continua.

2. Tratamento de Dioéxido de Silicio (SiO,)

[00159] Em comparacdo com Cohn-Oncley e Kistler-Nitschmann
purificacdes, os precipitados contendo imunoglobulina iniciais formados
pelos métodos aqui fornecidos contém niveis significativamente mais
elevados de proteinas que ndo imunoglobulina, incluindo AIPI, o
fibrinogénio, o fator H, e [alP. Sabe-se que o Fator H e IalP pode ser ligado
por e subsequentemente eluido de didxido de silicio finamente dividido (ver,
WO 2011/011753 e PCT/US2011/045099, cujas divulgacdes sdao ambos
expressamente incorporados por referéncia na sua totalidade para todos fins).
De um modo vantajoso, verificou-se que a inclusdo de um estigio de
tratamento de Si10,, apoOs extracdo de precipitado da Fracdo I-IV-1 e antes da
filtracdo da Fracdo auxiliares de suspensdo, da separacdo de AIlPI, o
fibrinogénio, o fator H, e IaIP I-IV-1 para o filtro insolivel formado durante a
filtracdo da fracdo I-IV-1 de suspensao.

[00160] Deste modo, numa modalidade, o dioxido de silicio finamente
dividido € misturado com a fracdo I-IV-1 de suspensdo antes da filtracao.
Numa modalidade, este estdgio de pré-tratamento compreende a adi¢do de
particulas de dioxido de silica finamente dividido (por exemplo, silica,
Aerosil), seguido por um periodo de 40 a 80 minutos de incuba¢ao, durante o
qual a suspensdo € continuamente misturada. Em certas modalidades, o
periodo de incubacgdo serd entre cerca de 50 minutos e cerca de 70 minutos,
ou cerca de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 ou mais minutos.
Geralmente, o tratamento serd realizado a temperatura entre 0°C e 10°C, ou
entre 2°C e 8°C. Em certas modalidades, o tratamento pode ser realizado a
cerca de 0°C, 1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C, ou 10°C. Em uma

modalidade particular, o tratamento € realizado a temperatura entre 2°C e
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10°C. Numa modalidade preferida, o tratamento € realizado entre 5°C e 10°C.
[00161] Em certas modalidades, a silica é adicionada a uma
concentracdo de entre 20 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado e 100 g/kg de
precipitado da Fracdo I-IV-1. Em certas modalidades, a silica pode ser
adicionada a uma concentracdo de cerca de 20 g/kg de fracdo I-IV-1
precipitado, ou cerca de 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, ou 100 g/kg de fragdo I-IV-1 precipitado. Numa modalidade especifica, a
silica (por exemplo, Aerosil 380 ou equivalente) € adicionado a fragao I-IV-1
de suspensdo para uma concentracao final de 40 + 10 g/kg de fragcdo I-IV-1
precipitado. A mistura realiza-se a 2°C a 8°C durante pelo menos 50 a 70
minutos.

[00162] Em certas modalidades, SiO, € adicionado a uma composi¢ao
de IgG a uma concentragao de 0,01 g/g de proteina total de 10 g/g de proteina
total. Numa outra modalidade, SiO, € adicionado a uma composi¢do de IgG a
uma concentragdo de 0,01 g/g de proteina total de 5 g/g de proteina total.
Numa outra modalidade, SiO, € adicionado a uma composi¢ao de IgG a uma
concentracao de 0,02 g/g de proteina total de 4 g/g de proteina total. Numa
modalidade, SiO, € adicionado a uma concentracao final de pelo menos 0,1 g
por grama de proteina total. Numa outra modalidade especifica, a silica é
adicionada a uma concentracdo de, pelo menos, 0,2 g por grama de proteina
total. Numa outra modalidade especifica, a silica € adicionada a uma
concentracdo de pelo menos 0,25 g por grama de proteina total. Em outras
modalidades especificas, a silica € adicionada a uma concentracdo de pelo
menos 1 g por grama de proteina total. Numa outra modalidade especifica, a
silica € adicionada a uma concentracdo de pelo menos 2 g por grama de
proteina total. Numa outra modalidade especifica, a silica é adicionada a uma
concentracdo de, pelo menos, 2,5 g por grama de proteina total. Em ainda
outras modalidades especificas, o dioxido de silicio finamente dividido €

adicionado a uma concentracdao de pelo menos 0,01 g/g de proteina total ou,
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pelo menos, 0,02 g, 0,03 g, 0,04 g, 0,05 g, 0,06 g, 0,07 g, 0,08 g, 0,09 g, 0,1 g,
0,2¢,03¢,04¢,05¢,06¢g,0,7g,08¢g,09¢,10¢g,1,5g,2,0g,2,5¢g,3,0
g35g40g,45¢,50¢g,55¢g,60¢g,65¢,70¢g,75¢,80¢g,85¢g,90g,
9,5 g, 10,0 g ou mais por grama de proteina total.

3. Filtracao de Suspensao da Fracao I-IV-1

[00163] De modo a separar a por¢ao soluvel da fracao I-IV-1 a partir
de imunoglobulinas de suspensdo contendo a por¢do insolivel contendo
fibrinogénio, A1PI, o Fator H, e IalP, a suspensao ¢é filtrada, tipicamente por
meio da filtracdo de profundidade. Filtros de profundidade que pode ser
empregue nos métodos aqui previstos incluem, metdlico, vidro, ceramica,
organicos (tais como terra de diatoméceas) filtros de profundidade, e outros
semelhantes. Exemplos de filtros adequados incluem, sem limitacdo, Cuno
50SA, Cuno 90SA, e filtros Cuno VR06 (3M). Em alternativa, o estdgio de
separacao pode ser realizado por centrifugacdo, em vez de filtragdo.

[00164] Em certas modalidades, um auxiliar de filtracdo, por exemplo
Celpure C300 (Minerais Avancados) ou de Hyflo Super-Cel (World
Minerais), € adicionado a suspensdo depois do tratamento de dioxido de
silica, para facilitar a filtracdo de profundidade. Auxiliar de filtracdo €
adicionado a uma concentracao final de 0,1 kg/kg de precipitado da Fragao I-
IV-1 a 1,0 kg/kg de precipitado da Fragdo I-IV-1, ou de 0,2 kg/kg Fragao I-
IV-1 a 0,8 kg precipitado/kg de precipitado da Fracdo I-IV-1, ou a partir de
0,3 kg/kg de precipitado da Fracdo I-IV-1 a 0,7 kg/kg de precipitado da
Fracdo I-IV-1. Em outras modalidades, um auxiliar de filtracdo pode ser
adicionado a uma concentracao final de 0,1 kg/kg de precipitado da Fragao I-
IV-1 a 0,7 kg/kg de precipitado da Fracao I-IV-1, ou a partir de 0,2 kg/kg de
precipitado da Fracdo I-IV-1 a 0,6 kg/kg de precipitado da fracdo I-IV-1, ou
de cerca de 0,3 kg/kg de precipitado da fracdo I-IV-1 a cerca de 0,05 kg/kg de
precipitado da Fracdo I-IV-1. Em certas modalidades, o auxiliar de filtracdo

serd adicionado a uma concentracdo final de cerca de 0,01 Kg/Kg de
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precipitado da Fracdo I-IV-1, ou cerca de 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07,
0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0.4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, ou 1,0 kg/kg de precipitado
da Fragao I-IV-1.

[00165] A fim de minimizar a perda de imunoglobulinas durante a
filtracao, o filtro formado deve ser lavado com pelo menos um volume morto,
de preferéncia, pelo menos, dois volumes mortos, mais preferencialmente,
pelo menos trés volumes mortos, de tampdo de suspensdo ou um tampao
semelhante a0 mesmo, o qual ndo é suficiente para solubilizar as proteinas
ndo imunoglobulinas presentes no bolo de filtracdo. Numa modalidade, o bolo
de filtracao e filtro sdo lavados de pds com pelo menos 3,0 volumes mortos de
tampao. Numa outra modalidade, o bolo de filtracdo e filtro sdo pds lavados
com, pelo menos, 3,6 volumes mortos de tampao. Numa outra modalidade, o
bolo de filtracao e filtro sdo pds lavados com, pelo menos, 50% do volume de
suspensdao foi filtrada, utilizando um tampao adequado. Numa outra
modalidade, o bolo de filtracao e filtro sao pds lavados com, pelo menos, 75%
do volume de suspensao foi filtrada, utilizando um tampao adequado. Numa
outra modalidade, o bolo de filtracdo e filtro sdo pos lavados com, pelo
menos, 100% do volume de suspensdo foi filtrada, utilizando um tampao
adequado. Normalmente, ndo mais do que 200% do volume de suspensdo
filtrada deve ser usado para lavar o filtro e filtro.

[00166] Numa modalidade especifica, o tampao de lavagem € o tampao
de dissolu¢do que contém de 90 a 150 mL de 4cido acético glacial por 1000 L.
Em uma modalidade, o pH do tampao de extracdo de pds-lavagem se situa
entre cerca de 4,6 e cerca de 5,3. Numa modalidade preferida, o pH do
tampao de lavagem pds-se entre cerca de 4,7 e cerca de 5,2. Numa outra
modalidade preferida, o pH do tampao de lavagem pds-se entre cerca de 4,8 e
cerca de 5,1. Em ainda outra modalidade preferida, o pH do tampdo de
lavagem pos-se entre cerca de 4,9 e cerca de 5,0.

4. Tratamento Detergente
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[00167] Para remover os contaminantes adicionais a partir da fracdo I-
IV-1 filtrado, a amostra é em seguida submetida a um tratamento com
detergente. Os métodos para o tratamento de detergente de fracdes de plasma
derivadas sdo bem conhecidos na técnica. Geralmente, qualquer padrdao de
tratamento de detergente ndo-idnico pode ser utilizado em conjunto com os
métodos aqui fornecidos. Por exemplo, um protocolo exemplar para um
tratamento com detergente € fornecido abaixo.

[00168] Polisorbato-80 € adicionada a Fragdo I-IV-1 filtrado, a uma
concentragdo final de cerca de 0,2% (p/v) com agitacdo, € a amostra €
incubada durante pelo menos 30 minutos a uma temperatura entre cerca de 2 e
8°C. Citrato de sddio di-hidratado € entdo misturado na solu¢do a uma
concentracdao final de cerca de 8 g/LL e a amostra € incubada durante um
periodo adicional de 30 minutos, com o continuo de agitacdo a uma
temperatura entre cerca de 2 e 8°C.

[00169] Em certas modalidades, qualquer detergente ndo 10nico
adequado pode ser utilizado. Exemplos de detergentes nao-idnicos adequados
incluem, sem limitagdo, octilglucésido, Digitonina, C12ES8, Lubrol, Triton X-
100, Nonidet P-40, Tween-20 (ou seja, polissorbato-20), Tween-80 (ou seja, o
polisorbato-80), um poli-alquilo (6xido de etileno), um detergente Brij, um
alquilfenol de poli (6xido de etileno), um poloxamero, octilglucosido,
maltosido decil, e semelhantes.

[00170] Numa modalidade, uma melhoria no processo € realizada
através da adi¢ao dos reagentes detergentes (por exemplo, polissorbato 80 e
citrato de sédio di-hidratado) por adicdo difusa. A adi¢do destes reagentes
difusa minimiza as flutuac¢des locais da concentracdo do alcool e do pH, em
comparagdo com adi¢do a um ponto de entrada unico. Numa modalidade, a
adicao difusa compreende a pulverizacdo, em vez disso fluente. Numa outra
modalidade, a adi¢ao difusa compreende a adi¢do de um reagente a partir de

multiplas portas. Numa modalidade, a adicdo difusa compreende a adi¢do de
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um reagente a partir de uma porta de difusor. Em certas modalidades, pelo
menos, uma porta utilizada para introduzir um reagente para o sistema esta
localizada em ou perto de um impulsor, ou outro elemento dispersivo. Em
outras modalidades, os reagentes de detergente podem ser adicionados como
solidos a Fracgdo II + III de modificacao filtrado enquanto a amostra estd a ser
misturada para assegurar a distribuicdo rdpida dos aditivos. Em certos
enquadramentos, € preferivel adicionar os reagentes sélidos por aspersao dos
solidos através de uma area de superficie deslocalizada do filtrado tal que
sobreconcentracao local ndo ocorrer, tal como na adi¢do fluente.

5. Segundo Evento de Precipitacao - Precipitaciao G

[00171] A fim de remover as impurezas residuais, uma segunda
precipitagdo € realizada a um pH de 6,5 a 7,5 utilizando 25% de dlcool.
Resumidamente, a fracdo I-IV-1 de extragdo € ajustada para um pH de 6,5 a
7,5, preferencialmente 6,8-7,2, mais preferencialmente 6,9-7,1, mais
preferencialmente 7,0, com uma solucdo de modificador de pH adequado (por
exemplo, hidréxido de sédio ou acido acético). Alcool frio é entdo adicionado
a solugdo para uma concentragdo final de cerca de 25% (v/v) e a mistura é
incubada com agitacdo a entre cerca de -6°C a cerca de -10°C durante pelo
menos 1 hora para formar uma segunda precipitar (ou seja, precipitar G). Em
uma modalidade, a mistura € incubada por pelo menos 2 horas, ou, pelo
menos, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24 ou mais horas. Numa modalidade preferida, a mistura € incubada durante,
pelo menos, 2 horas. Numa modalidade mais preferida, a mistura é incubada
durante, pelo menos, 4 horas. Numa modalidade ainda mais preferida, a
mistura € incubada durante, pelo menos, 8 horas.

[00172] Em certas modalidades, uma percentagem mais elevada de IgG
pode ser precipitado a partir da extra¢do I-IV-1, ajustando o pH da solugdo,
durante e/ou apds a adi¢ao de alcool para a reacdo de precipitagdo. Da mesma

forma, devido as flutuacbes no pH da solucdo durante o processo de
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precipitacdo, o pH da mistura de reacdo pode ser monitorado e/ou ajustado ao
longo da totalidade do periodo de incuba¢do. Numa outra modalidade, a
melhoria no rendimento de IgG € obtida pela adicdo do élcool a precipitacdo
e/ou a solugdo usada para ajustar o pH da mistura por adicdo difusa do agente
de modificacio do dlcool ou de pH. A adicdo destes reagentes difusa
minimiza as flutuacdes locais da concentracdo do dlcool e do pH, em
comparagdo com adi¢do a um ponto de entrada unico. Numa modalidade, a
adicao difusa compreende a pulverizacdo, em vez disso fluente. Numa outra
modalidade, a adi¢do difusa compreende a adi¢do de um reagente a partir de
multiplas portas. Numa modalidade, a adicdo difusa compreende a adi¢do de
um reagente a partir de uma porta de difusor. Em certas modalidades, pelo
menos, uma porta utilizada para introduzir um reagente para o sistema esta
localizada em ou perto de um impulsor, ou outro elemento dispersivo.

6. Suspensao e Filtracao de precipitado G (PPT G)

[00173] A fim de solubilizar o teor de IgG do precipitado G, um
tampao de extracdo a frio € utilizado para re-suspender a PptG. Em resumo, o
G precipitado € dissolvido numa propor¢do de 1 parte de precipitado a 2-5
partes de dgua para injecao (WFI), ou tampao de baixa condutividade. Numa
modalidade preferida, o precipitado € dissolvido G numa propor¢ao de 1 parte
de precipitado 1-15 partes, de preferéncia 3,5 partes, WFI. A etapa de
suspensdo € tipicamente realizada a uma temperatura entre 0°C e 8°C para se
obter um valor AUyg3,0 de 40 a 95 O pH final da solucdo, a qual € agitada
durante pelo menos 2 horas, em seguida, € ajustada para 4,5-5,6, de
preferéncia para 5,2 + 0,2. Numa modalidade, este ajustamento do pH ¢é
realizado com 4cido acético. Para aumentar a solubilidade de IgG, a
condutividade da suspensdo é aumentada para entre 2,5 ¢ 6,0 mS/cm. Numa
modalidade, a condutibilidade € aumentada pela adi¢do de cloreto de sodio.
[00174] Solu¢des adequadas para a extragdo de precipitado G incluem

WFI e buffers de baixa condutividade. Numa modalidade, um tampao de
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baixo condutividade tem uma condutividade de menos do que cerca de 10
mS/cm. Em outras modalidades, o tampao de baixa condutividade tem uma
condutividade inferior a cerca de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, ou 1 mS/cm. Numa
modalidade preferida, o tampdo de baixa condutividade tem uma
condutividade de menos do que cerca de 6 mS/cm. Numa outra modalidade
preferida, o tampao de baixa condutividade tem uma condutividade de menos
do que cerca de 4 mS/cm. Numa outra modalidade preferida, o tampao de
baixa condutividade tem uma condutividade de menos do que cerca de 2
mS/cm.

[00175] A solugdo suspensa PptG € entdo filtrada com um filtro de
profundidade apropriada tendo um tamanho nominal de poro de entre 0,1 um
e 0,4 um, a fim de remover quaisquer particulas ndo dissolvidas. Numa
modalidade, o tamanho nominal de poro do filtro de profundidade é de cerca
de 0,2 um (por exemplo, o filtro Cuno VRO06 ou equivalente). Numa outra
modalidade, a solu¢do € centrifugada suspenso PptG para recuperar um
sobrenadante clarificado. O filtro é lavado com WFI ou um tampao adequado,
apos filtragao para se recuperar IgG adicional e o pds-lavagem adicionado ao
filtrado. Numa modalidade preferida, o pods-lavagem do filtro € realizada
utilizando uma solugdo de cloreto de s6dio com uma condutividade de entre
cerca de 2,5 e cerca de 6,0 mS/cm.

7. Tratamento com solvente e detergente (S/D)

[00176] A fim de inativar varios contaminantes virais presentes em
produtos derivados do plasma, o filtrado € clarificado PptG proxima
submetido a um detergente solvente (S/D) de tratamento. Os métodos para o
tratamento de detergente de fracoes de plasma derivadas sdo bem conhecidos
na especialidade (para uma revisao ver, Pelletier JP et al, Best Pract Res Clin
Haematol. 2006;19(1):205-42). Geralmente, qualquer padrdo de tratamento
S/D pode ser utilizado em conjunto com os métodos aqui fornecidos. Por

exemplo, um protocolo exemplar para um tratamento S/D € fornecida abaixo.
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[00177] Triton X-100, Tween-20, e tri (n-butil) fosfato (TNBP) sao
adicionados ao filtrado PptG clarificada em concentracdes finais de cerca de
1,0%, 0,3% e 0,3%, respectivamente. A mistura € entdo agitada a uma
temperatura entre 18°C e 25°C durante pelo menos uma hora.

[00178] Numa modalidade, os reagentes de S/D (por exemplo, Triton
X-100, Tween 20, TNBP e) sdao adicionados por adi¢do difusa. Numa
modalidade especifica, os reagentes S/D sdo adicionados por pulverizacao em
vez de através da adi¢cdo fluente. Numa outra modalidade, os reagentes de
detergente sdo adicionados como sélidos a filtrado PptG clarificada, a qual
estd a ser misturada para assegurar a distribuicdo rapida dos componentes do
S/D. Em certos enquadramentos, € preferivel adicionar os reagentes solidos
por aspersdo dos sdlidos através de uma area de superficie deslocalizada do
filtrado tal que sobreconcentracdo local ndo ocorrer, tal como na adi¢do
fluente.

8. Cromatografia de Troca Ionica

[00179] A fim de purificar adicionalmente e concentrar IgG, de
permuta cationica e/ou cromatografia de troca anidnica pode ser empregue.
Os métodos para a purificacio e concentracdio de IgG utilizando
cromatografia de permuta idnica sdo bem conhecidos na técnica. Por
exemplo, a patente US No. 5.886.154 descreve um método no qual uma
Fracdo II + III precipitado € extraido a um pH baixo (entre cerca de 3,8 € 4,5),
seguindo-se a precipitacdo da IgG usando 4cido caprilico, e finalmente
aplicacao de dois estagios de cromatografia de troca de anions. A Patente US
N° 6.069.236 descreve um esquema de purificacdo cromatografica de IgG,
que niao dependem de precipitacdo de dalcool. Publicacio PCT N° WO
2005/073252 descreve um método de purificacdo que envolve a extracdo de
IgG de um Fracdo II + III de precipitado, o tratamento com acido caprilico,
tratamento com PEG, e um tnico estigio de cromatografia de troca aniOnica.

A Patente US N° 7.186.410 descreve um método de purificacdo que envolve a
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extracao de IgG de um Fracdo I + II + III ou fragdo II precipitado seguido por
um unico estdgio de permuta anidnica realizada a um pH alcalino. A Patente
US No. 7.553.938 descreve um método que envolve a extracdo de uma fracdo
I + II + IIT ou fragdo II + III de precipitado, o tratamento caprilato, € um ou
dois estigios de cromatografia de troca aniOnica. A Patente US N° 6.093.324
descreve um método de purificacdo que compreende a utilizacdo de uma
resina de troca anibnica macroporosa operada a um pH entre cerca de 6,0 e
cerca de 6,6. A Patente US N° 6.835.379 descreve um método de purificagdo
que se baseia em cromatografia de permuta cationica na auséncia de alcool
fracionamento. As descricdes das publicacdes anteriores sao aqui
incorporadas por referéncia na sua totalidade para todos os fins

[00180] Numa modalidade, a S/D tratada PptG filtrado pode ser
submetida a cromatografia de permuta catidnica tanto e cromatografia de
permuta anidnica. Por exemplo, numa modalidade, a S/D tratada PptG filtrado
¢ contatado por uma resina de permuta cationica sob condi¢cdes adequadas
para a IgG liga-se a resina. Os reagentes S/D pode entdo ser lavado para longe
da IgG adsorvido, a qual € subsequentemente eluida da resina com um tampao
de eluicdo adequado. Desta forma, o estdgio de cromatografia de permuta de
cations pode ser utilizado para remover os reagentes de S/D a partir da
preparagdo, concentrar a solu¢dao contendo IgG, e/ou remocdo de impurezas a
partir da composicao.

[00181] Numa modalidade, a IgG € eluida a partir da resina de permuta
cationica utilizando um tampao de eluicio com um pH entre cerca de 8,0 e
9,0. Em certas modalidades, o tampao de eluicdo de pH pode ter um pH entre
cerca de 8,2 e cerca de 8,8, ou entre cerca de 8,4 e cerca de 8,6, ou um pH de
cerca de 8,0, 8,1, 8,2, 8,3, 84, 8,5, 8,6, 8,7, 838, 8,9, ou 9,0. Numa
modalidade preferida, o pH do tampao de eluicdo é de cerca de 8,5 + 0,1.
[00182] Da mesma forma, a cromatografia de troca anidnica pode ser

usada para reduzir as impurezas na composi¢ao de IgG. Numa modalidade, a
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cromatografia de permuta de anions € realizada em condi¢des de solugdo, em
que uma ou mais impurezas se ligam a resina de permuta anidnica, mas IgG
ndo. Numa modalidade especifica, a cromatografia de permuta de anions é
realizada em condicdes ligeiramente 4cidas, isto €, a um pH entre 5,0 e 7,0, de
preferéncia entre 5,5 e 6,5, a uma forca idnica baixa adequada para a ligacdo
de contaminantes, mas nao IgG para a resina de troca anidnica.

[00183] Numa modalidade especifica, o eluato da coluna de permuta
cationica pode ser ajustado para um pH mais baixo, por exemplo, entre cerca
de 5,5 e cerca de 6,5, e dilui-se com um tampao apropriado de tal modo que a
condutividade da solucdo € reduzida. Em certas modalidades, o pH do eluato
de permuta catidnica pode ser ajustado para um pH entre cerca de 5,7 e cerca
de 6,7, ou entre cerca de 5,9 e cerca de 6,5, ou um pH de cerca de 35,5, 5,6,
5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, ou 6.7. Numa modalidade
preferida, o pH do produto de elui¢do € ajustado at€ um pH de cerca de 6,4 +
0,1. O eluato é em seguida carregado numa coluna de troca anidnica, a qual se
liga a vérios contaminantes encontrados na preparagdo. O fluxo através da
coluna, que contém a fracdo de IgG, € recolhido durante o carregamento da
coluna e a lavagem. Em certas modalidades, as taxas de estdgios
cromatograficos de ions da presente inven¢ao podem ser realizadas em modo
de coluna, o modo de lote, ou por uma combinacdo dos dois. Numa
modalidade, a solu¢do utilizada para ajustar o pH da composicdo de IgG antes
da cromatografia de permuta de anions € adicionada por adi¢do difusa. Numa
modalidade especifica, a solu¢do € adicionada por pulverizacdo, em vez de
através da adicao fluente.

9. Nanofiltracao

[00184] A fim de reduzir a carga viral de uma composi¢ao de IgG aqui
proporcionada, a composi¢ao pode ser nanofiltrado usando um dispositivo de
nanofiltracio adequado. Em certas modalidades, o dispositivo de

nanofiltracdo terdo uma dimensiao média de poro entre cerca de 15 nm e cerca
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de 200 nm. Exemplos de nanofiltros adequados para este uso incluem, sem
limitacdao, DVD, DV 50, DV 20 (Pall), Viresolve NFP, Viresolve NFR
(Millipore), Planova 15N, 20N, 35N, 75N e (Planova). Numa modalidade
especifica, o nanofiltro pode ter um tamanho de poro médio de entre cerca de
15 nm e cerca de 72 nm, ou entre cerca de 19 nm e cerca de 35 nm, ou de
cerca de 15 nm, 19 nm, 35 nm, ou 72 nm. Numa modalidade preferida, o
nanofiltro terdo um tamanho médio de poro de cerca de 35 nm, tal como um
filtro Planova 35N de Asahi ou seu equivalente. Numa modalidade particular,
a composi¢ao de IgG recuperada a partir da etapa de permuta de anions €
nanofiltrado usando um nanofiltro tendo um tamanho de poro entre 30 nm e
40 nm, de preferéncia de 35 £ 2 nm. Numa outra modalidade preferida, o
nanofiltro terdo um tamanho médio de poro de cerca de 19 ou 20 nm, tal
como um filtro Planova 20N de Asahi (19 + 2 nm) ou um seu equivalente.
Numa modalidade particular, a composicao de IgG recuperada a partir da
etapa de permuta de anions € nanofiltrado usando um nanofiltro tendo um
tamanho de poro entre os 15 nm e 25 nm, de preferéncia de 19 + 2 nm.

10. Ultra/Diafiltracao (UF/DF)

[00185] A ultrafiltracdo/diafiltracdo pode ser realizada para concentrar
a composicdo de IgG em qualquer etapa durante o processo de purificacdo.
Numa modalidade, o nanofiltrado € concentrado por UF/DF. Numa
modalidade, o nanofiltrado pode ser concentrado por ultrafiltracao até uma
concentracdo de proteina de entre cerca de 2% e cerca de 10% (p/v). Em
certas modalidades, a ultrafiltracdo € levada a cabo em uma tela de canal
aberto € a membrana de ultrafiltracdo tem um peso molecular nominal de
corte (NMWCO) de menos do que cerca de 100 kDa, ou inferior a cerca de
90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, ou menos kDa. Numa modalidade preferida, a
membrana de ultrafiltragdo tem um NMWCO de ndo mais do que 50 kDa.
[00186] Numa modalidade, uma membrana de canal aberto é usada

com um especificamente concebido de pds-lavagem e formulacdo perto do
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fim do processo de producao, para tornar as composi¢oes de IgG resultantes
cerca de duas vezes mais elevada na concentragdo de proteina (200 mg/ml)
em comparacdo com o estado da técnica IVIGs (por exemplo,
GAMMAGARD® LIQUID, 10% IgG) sem afetar a estabilidade de producgao
e armazenamento. Com a maior parte da ultrafiltracdo comerciais disponiveis
membranas de uma concentracdo de 200 mg/mL de IgG ndo pode ser
alcancado sem grandes perdas de proteina. Estas membranas sao bloqueadas
cedo e, portanto, adequado de pds-lavagem € dificil de conseguir. Portanto, as
configuracdes de canal aberto de membrana t€m que ser utilizadas. Mesmo
com membranas de canal aberto, um procedimento de pds-lavagem
especificamente concebido tem que ser usada para obter a concentracdo
necessdria, sem perda significativa da proteina (perda inferior a 2%). Ainda
mais surpreendente € o facto de que a maior concentra¢ao de proteina de 200
mg/mL ndo reduz a capacidade de inativacdo de virus de uma etapa de
armazenamento de baixo pH.

[00187] Ap6s a conclusdo do estagio de ultrafiltragdo, o concentrado
pode ser ainda mais concentrado por meio de diafiltragdo contra uma solugao
adequada para a administracdo intravenosa ou intramuscular. Em certas
modalidades, a solu¢do de diafiltracdo pode compreender um agente de
estabilizacdo e/ou de tamponamento. Numa modalidade preferida, o agente de
estabilizacdo e de tamponamento € glicina, numa concentracdo apropriada,
por exemplo, entre cerca de 0,20 M e cerca de 0,30 M ou entre cerca de 0,22
M e cerca de 0,28 M ou entre cerca de 0,24 M e cerca de 0,26 M, ou pelo uma
concentragao de 0,20 + 0,01 M, 0,21 £ 0,01 M, 0,22 £ 0,01 M, 0,23 + 0,01 M,
0,24 £ 0,01 M, 0,25 £ 0,01 M, 0,26 = 0,01 M, 0,27 £ 0,01 M, 0,28 = 0,01 M,
0,29 £ 0,01 M, ou 0,3 £ 0,01 M. Numa modalidade preferida, o tampao de
diafiltracdo contém 0,25 + 0,01 M de glicina.

[00188] Normalmente, o volume minimo para troca diafiltrado € pelo

menos cerca de tr€s vezes o volume de concentrado de origem ou, pelo
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menos, cerca de 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou mais vezes o volume concentrado original.
A solucdo de IgG pode ser concentrada até uma concentragdo final de
proteina compreendida entre cerca de 5% e cerca de 25% (p/v), ou entre cerca
de 6% e cerca de 18% (p/v), ou entre cerca de 7% e cerca de 16% (p/v), ou
entre cerca de 8% e cerca de 14% (p/v), ou entre cerca de 9% e cerca de 12%,
ou a uma concentracao final de cerca de 5% ou 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%,
12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25
% ou mais elevada. Numa modalidade, uma concentragdo final de proteina de
pelo menos cerca de 23% € alcancada sem a adi¢ao da fracdo de pds-lavagem
para a solugdo concentrada. Numa outra modalidade, uma concentragdo final
de proteina de pelo menos cerca de 24% € alcancada sem a adi¢dao da fracdo
de pos-lavagem para a solu¢do concentrada. Numa outra modalidade, uma
concentragao final de proteina de pelo menos cerca de 24% € alcancada sem a
adicdo da fracdo de pods-lavagem para a solugdo concentrada. Numa
modalidade, o pH da solu¢ao serd 4,6-5,1 apds diafiltracao.

[00189] Numa modalidade exemplar, o pH da composi¢cdo de IgG é
ajustada para cerca de 4,5 antes da ultrafiltracdo. A solug¢io € concentrada até
uma concentracao de proteina de 5 + 2% p/v por meio de ultrafiltracdo. A
membrana de UF tem um peso molecular nominal de corte (NMWCO) de
50.000 Daltons ou menos (por exemplo, Millipore Pellicon Poliéter sulfona de
membrana). O concentrado € entdo diafiltrado contra dez volumes de solu¢do
de 0,25 M de glicina, pH 4,5 £+ 0,2. Durante toda a operacdo de ultra-
diafiltracdo a solu¢do € mantida a uma temperatura de entre cerca de 2°C a
cerca de 8°C. Ap0s diafiltracdo, a solu¢ao € concentrada até uma concentracao
de proteina de pelo menos 11% (p/v).

11. Formulacao

[00190] Ap0s a conclusdo do estigio de diafiltracao, a concentracao de
proteina da solu¢do € ajustado com o tampao de diafiltracdo até uma

concentragao final de entre cerca de 5% e cerca de 20% (p/v), ou entre cerca
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de 6% e cerca de 18% (p/v), ou entre cerca de 7% e cerca de 16% (p/v), ou
entre cerca de 8% e cerca de 14% (p/v), ou entre cerca de 9% e cerca de 12%,
ou a uma concentracao final de cerca de 5% ou 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%,
12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, ou
25%. Numa modalidade, a concentracdo final de proteina da solugdo esta
entre cerca de 9% e cerca de 11%, mais preferivelmente cerca de 10%.
[00191] A solucdo a granel € ainda formulada esterilizada por filtracao
através de um filtro de membrana com um tamanho absoluto de poro de nédo
mais do que cerca de 0,22 micron, por exemplo, cerca de 0,2 micron. Em
seguida, a solucdo € assepticamente dispensada em recipientes finais para o
fecho, com amostras colhidas para andlise.

[00192] Numa modalidade, a composi¢do de IgG € ainda ajustado para
uma concentracdo de 10,2 + 0,2% (p/v) com tampdo de diafiltracdo. Numa
outra modalidade, a composi¢ao de IgG € ajustada para uma concentragio de
15 = 1% (p/v). Numa outra modalidade, a composi¢ao de IgG € ajustada para
uma concentra¢ao de 20 + 1% (p/v). Numa outra modalidade, a composi¢ao
de IgG € ajustada para uma concentracdo de 25 + 1% (p/v). O pH ¢é ajustado
para cerca de 4,4 a cerca de 4,9, se necessario. Finalmente, a solugdo é
esterilizada por filtragdo e incubadas durante trés semanas, ou cerca de 30°C.
D. Imunoglobulina G (IgG)

[00193] Em um aspecto, a presente inven¢do prevé um método para a
preparacdo de um G (IgG) de imunoglobulina composi¢ao enriquecida a partir
de um conjunto de Cohn, o método compreendendo os estagios de: co-
precipitacdo de IgG e de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir de um conjunto de
Cohn, num primeiro estagio de precipitacdo, de modo a formar um primeiro e
um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado
para formar uma primeira suspensdo; removendo a AIPI a partir da
suspensao; e recuperar a fragao soluvel da primeira suspensao contendo IgG,

formando assim uma composi¢ao de IgG enriquecido. Em geral, entende-se
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qualquer substancia quimica para a precipitacdo de imunoglobulinas e A1PI
pode ser utilizado, incluindo, mas ndo limitadas a, precipitagdo com dalcool
(por exemplo, utilizando-se etanol ou metanol), precipitacdo utilizando
polimeros soltiveis em dgua (por exemplo, PEG ou dextrana), e para as trocas
salinas (por exemplo, utilizando fosfato de amonio, sulfato de amonio, citrato
de sodio, etc). Numa modalidade preferida, a precipitagao € precipitagdo com
alcool, precipitacdo, de preferéncia etanol.

[00194] Numa modalidade, a presente invencao prevé um método para
a preparacdo de um G (IgG) de imunoglobulina composi¢do enriquecida por
precipitacdo de IgG a partir do crio-sobrenadante em um pH baixo, de alta
alcool etapa de precipitacio. Numa modalidade especifica, o método
compreende os estagios de: a precipitacdo de IgG a partir de crio-
sobrenadante um primeiro estagio de precipitagdo pela adicdo de etanol ao
crio-sobrenadante para uma concentracdo final de entre 20% e 30% a um pH
de 5,0 a 6,0 de modo a formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; separando o primeiro precipitado do primeiro sobrenadante; e
recuperacao de IgG a partir do primeiro precipitado, formando assim uma
composi¢ao enriquecida em IgG. Numa modalidade, o etanol € misturado
com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro precipitado € ainda
enriquecida.

[00195] Numa modalidade, o método compreende os estigios de: a
precipitacdo de IgG a partir de crio-sobrenadante um primeiro estigio de
precipitacdo pela adicdo de etanol ao crio-sobrenadante para uma
concentracdo final de pH e selecionado a partir de variagdes 1-2166, como
listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela
7 para formar um primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante;
separando o primeiro precipitado do primeiro sobrenadante; e recuperacdo de

IgG a partir do primeiro precipitado, formando assim uma composi¢ao
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enriquecida em IgG. Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro
precipitado € ainda enriquecida.

[00196] Numa modalidade, o primeiro estagio de precipitacdo €
realizado por mistura de etanol com o conjunto de Cohn a uma concentragdo
final de entre 20% e 30% (v/v) a um pH entre 5,0 e 6,0. Numa modalidade, o
etanol € misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 +
3% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de
Cohn a uma concentracao final de 25 + 2% (v/v). Numa outra modalidade, o
etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 +
1% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de
Cohn a uma concentragdo final de 25% (v/v). Do mesmo modo, numa
modalidade, o primeiro estdgio de precipitacao é realizado a um pH de 5,5 +
0,5. Numa outra modalidade, o primeiro estdgio de precipitacao € realizado a
um pH de 5,5 + 0,4. Numa outra modalidade, o primeiro estigio de
precipitacdo € realizado a um pH de 5,5 + 0,3. Numa outra modalidade, o
primeiro estagio de precipitagdo € realizado a um pH de 5,5 + 0,2. Numa
outra modalidade, o primeiro estagio de precipitacao € realizado a um pH de
5,5 = 0,1. Numa outra modalidade, o primeiro estdgio de precipitagdo é
realizado a um pH de 5,5. Em ainda outras modalidades, a concentragao final
de etanol e o pH do primeiro estadgio de precipitacao € selecionado a partir de
variagoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4,
Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7.

[00197] Os métodos aqui previstos proporcionam rendimentos
significativamente mais elevados de recuperacdo de IgG no produto final
enriquecido devido a precipitagdo de uma parte do contetido do conjunto de
imunoglobulina a partir de Cohn inicial na reacdo de precipitacdo, em
comparagdo com o estado da técnica dos processos de purificacdo que se
baseiam nos estdgios iniciais de baixo teor alcodlico de precipitacao (ou seja,

Fracdo I precipitacao).
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[00198] Deste modo, numa modalidade dos métodos aqui previstos,
pelo menos, 90% do teor de IgG do conjunto a partir de Cohn € precipitado na
reacdo inicial de precipitagdo. Numa modalidade preferida, pelo menos 95%
do teor de IgG do conjunto a partir de Cohn € precipitado na reagdo inicial de
precipitacdo. Numa modalidade mais preferida, pelo menos 99% do teor de
IgG do conjunto a partir de Cohn € precipitado na reacdo inicial de
precipitacdo. Em certas modalidades, pelo menos, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais do teor de IgG a partir do conjunto
de Cohn € precipitado a reagdo de precipitacao inicial.

[00199] Tal como mostrado nos exemplos aqui previstos, a utilizacao
de um baixo pH inicial, estagio de precipitacdo elevado de dlcool (isto €,
fracdo I-IV-1) resulta na precipitacdo a precipitagdo de pelo menos 99% do
teor de IgG do conjunto a partir de Cohn. Deste modo, numa modalidade, a
presente invencao prevé um método para a preparacdo de uma composi¢cao
enriquecida em IgG, o método compreendendo os estagios de: precipitagao a
partir de 99% a 100% do teor de IgG a partir de um conjunto de Cohn em um
primeiro estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para o conjunto de
Cohn a uma concentragao final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo
a formar um primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; separando o
primeiro precipitado do primeiro sobrenadante; e recuperacdo de IgG a partir
do primeiro precipitado, formando assim uma composi¢ao de imunoglobulina
enriquecida. Numa modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de Cohn
a uma concentragdo final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG
recuperada a partir do primeiro precipitado € ainda enriquecida. Em certas
modalidades, a concentragdo final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto
alcool estagio de precipitacdo € selecionado a partir de variacdes 1-2166,
como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e
Tabela 7.

[00200] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
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a preparacdo de uma composicdo enriquecida em IgG, o método
compreendendo os estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e
o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro estagio de
precipitacdo pela adicdo de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentragdo final de entre 20% e 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensao; removendo a A1PI a partir
da suspensao; e recuperar a fracdo soluvel da primeira suspensao, formando
assim uma composicdo enriquecida em IgG. Numa modalidade, o etanol €
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro precipitado €
ainda enriquecida. Numa outra modalidade, AIPI removida a partir da
suspensdo € ainda baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacdoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2,Tabela 3,
Tabela enriquecido. Em certas modalidades, a concentragao final de etanol e o
pH utilizado no pH 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade
preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto de Cohn € precipitado
no primeiro estagio de precipitacao.

[00201] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdo de uma composicdo enriquecida em IgG, o método
compreendendo os estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e
o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro estagio de
precipitacdo pela adicdo de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentracdo final de entre 20% a 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensao; removendo a A1PI a partir
da suspensdo; e recuperar a fracdo solivel da primeira suspensdo, em que a
partir de 80% a 100% do teor de proteinas séricas o conjunto Cohn esta

presente no sobrenadante da primeira, formando assim uma composi¢ao
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enriquecida em IgG. Numa modalidade, o etanol € misturado com o conjunto
de Cohn a uma concentracgao final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG
recuperada a partir do primeiro precipitado € ainda enriquecida. Numa outra
modalidade, A1PI removida a partir da suspensao € ainda enriquecido. Em
ainda outra modalidade, a albumina encontrada no primeiro sobrenadante €
enriquecida. Numa modalidade preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do
conjunto Cohn € precipitado no primeiro estagio de precipitacdo. Em certas
modalidades, a concentragdo final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto
alcool estagio de precipitacdo € selecionado a partir de variacdes 1-2166,
como listado na Tabela 1,Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e
Tabela 7.

[00202] A fim de proporcionar composi¢coes de IgG de grau
farmacéutico, os contaminantes tais como AIPI e fibrinogénio presente no
precipitado inicial necessidade de ser removido a partir da composi¢do de
imunoglobulina. Isto pode ser conseguido, por exemplo, por fracionamento do
primeiro precipitado (por exemplo, por precipitacdo diferencial com alcool,
polimeros  hidrofilicos ndo-idnicos, ou salting-out), metodologias
cromatograficas, ou metodologias de filtracao.

[00203] Numa modalidade, o primeiro precipitado € suspenso em agua
para injecao (WFI) ou um tampao de for¢a i6nica baixa adequada para extrair
o precipitado a partir de IgG, a suspensdo € entdo tratada com didxido de
silicio finamente dividido (Si10,), e a porcdo solivel da suspensdo contendo
IgG € separada da porcao insoluvel da suspensao que contém a maior parte do
A1PI e fibrinogénio.

[00204] Solugdes adequadas para a extragdo do primeiro precipitado
terdo geralmente um pH entre 4,0 e 5,5. Em certas modalidades, a solugdo
tenha um pH entre 4,5 e 5,0, em outras modalidades, a solu¢cdo de extracao,
terda um pH de cerca de 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1,
5,2, 5,3, 5,4 ou 5,5. Numa modalidade preferida, o pH do tampao de extragdo
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¢ de 4,7 £ 0,1. Numa outra modalidade preferida, o pH do tampao de extragcdo
¢ de 4,8 + 0,1. Numa outra modalidade preferida, o pH do tampao de extragcdo
¢ de 4,9 = 0,1. Em geral, estes requisitos podem ser satisfeitos de pH usando
um agente tamponante selecionado a partir de, por exemplo, acetato, citrato,
fosfato monobasico, fosfato dibasico, suas misturas, e semelhantes.
Concentragdes de tampao adequados variam tipicamente entre 5 ¢ 100 mM,
oude 10 a 50 mM, ou 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95 ou 100 mm de agente de tamponamento.

[00205] O tampdo de extragdo terd de preferéncia uma condutividade
de 0,5 mS/cm a 2,0 mS/cm. Por exemplo, em certas modalidades, a
condutividade do tampao de extracdo vai ser de 0,5 £ 0,1 mS/cm ou de 0,6 +
0,1,0,7+0,1,0,8 +£0,1,09+0,1,1,0+0,1, 1,1 £0,1,1,2+0,1,1,3+0,1, 1,4
+0,1,1,5+£0,1,1,6 £0,1,1,7+0,1, 1,8 £0,1, 1,9 £ 0,1, ou 2,0 £ 0,1 mS/cm.
Um versado na técnica saberd como gerar tampodes de extracdo possuindo
uma condutividade adequada. Em uma modalidade particular, o tampao de
extracdo contém 5 mM de fosfato de s6dio monobdsico e acetato de S mM, a
um pH de 4,8 £ 0,2 e condutividade de 0,7-0,9 mS/cm.

[00206] Numa modalidade, a silica é adicionada antes da separagdo
(por exemplo, filtracdo ou centrifugacdo) a uma concentragao de entre 20 g/kg
de fracdo I-IV-1 precipitado e 100 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado. Numa
outra modalidade, a silica € adicionada a uma concentracdo de entre 30 g/kg
de fragcdo I-IV-1 precipitado e 80 g/kg Fracao I-IV-1 precipitado. Em certas
modalidades, a silica pode ser adicionada a uma concentra¢ao de cerca de 20
g/kg de fragao I-IV-1 precipitado, ou cerca de 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, ou 100 g/kg de fragdao I-IV-1 precipitado. Numa
modalidade especifica, a silica (por exemplo, Aerosil 380 ou equivalente) €
adicionado a fracdo I-IV-1 de suspensdo para uma concentragdo final de 40 +
20 g/kg de fracao I-IV-1 precipitado. Numa outra modalidade especifica, a

silica € adicionada a fracdo I-IV-1 de suspensdo para uma concentracao final



94 /162

de 40 = 10 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado. A mistura realiza-se a 2°C a 8°C
durante pelo menos 50 a 70 minutos.

[00207] Deste modo, numa modalidade, a presente invengdao prevé um
método para a preparagao de uma composi¢ao enriquecida em IgG, o método
compreendendo os estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e
o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro estagio de
precipitacdo pela adi¢do de etanol para o conjunto Cohn para uma
concentragado final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo a formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém IgG e a por¢do insoluvel da suspensdo contém A1PI,
fibrinogénio, fator H, e IalP, formando assim uma composi¢cdo enriquecida
em IgG. Numa modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de Cohn a
uma concentracao final de 25 = 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG
recuperada a partir do primeiro precipitado € ainda enriquecida. Numa outra
modalidade, A1PI removida a partir da suspensao € ainda enriquecido. Em
certas modalidades, a concentracdo final de etanol e o pH utilizado no pH
baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo € selecionado a partir de variacoes
1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5,
Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade preferida, de 99% a 100% do teor de
IgG do conjunto de Cohn € precipitado no primeiro estagio de precipitacao.
Numa modalidade especifica, as por¢des soluveis e insoliveis da primeira
suspensdo sao separados por filtragdo. Numa modalidade, Si0, € adicionado a
uma concentracao final de 40 + 10 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado.

[00208] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdo de uma composicdo enriquecida em IgG, o método

compreendendo os estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e
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o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro estagio de
precipitacdo pela adicdo de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentragdo final de entre 20% a 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém IgG e a porc¢do insoluvel da suspensdo contém A1PI,
fibrinogénio, fator H, e IalP, e ainda em que a partir de 80% de 100% do teor
de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no sobrenadante da
primeira, formando assim uma composi¢cdo enriquecida em IgG. Numa
modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG presente na
porcdo soluvel da suspensdo € ainda enriquecida. Numa outra modalidade,
presente A1PI na porcdo insolivel da suspensio € ainda enriquecido. Numa
outra modalidade, o fibrinogé€nio presente na por¢ao insoluvel da suspensao €
ainda enriquecido. Numa outra modalidade, o Fator H presente na porcao
insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Numa outra modalidade, IaIP
presente na por¢ao insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Em ainda
outra modalidade, a albumina encontrada no primeiro sobrenadante €
enriquecida. Numa modalidade preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do
conjunto Cohn € precipitado no primeiro estagio de precipitacdo. Em certas
modalidades, a concentragdo final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto
alcool estagio de precipitacdo € selecionado a partir de variacdes 1-2166,
como listado na Tabela 1,Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e
Tabela 7. Numa modalidade especifica, as partes soliveis e insoluveis da
primeira suspensdo sdo separados por filtragdo. Numa modalidade, SiO, é
adicionado a uma concentragdo final de 40 = 10 g/kg de fracdo I-IV-1

precipitado.
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[00209] Numa modalidade, a IgG recuperada a partir da por¢ao soluvel
da primeira suspensdo € ainda enriquecida por fracionamento. Geralmente,
pode ser usado qualquer método de fracionamento (por exemplo, o dlcool ou
a precipitacdo do polimero, as trocas salinas, etc). Numa modalidade
preferida, a IgG € ainda enriquecida por fracionamento da porcao soluvel da
primeira suspensao, por precipitacdo com etanol. Numa modalidade, a 1gG é
enriquecida pela adi¢do de etanol para a por¢ao soluvel da primeira suspensao
com uma concentracao final e pH adequado para precipitar o IgG, enquanto
que, pelo menos, um contaminante ndo € precipitado. Numa outra
modalidade, a IgG € enriquecida pela adicdo de etanol para a por¢ao soluvel
da primeira suspensdo com uma concentracdao final e pH adequado para
precipitar pelo menos um contaminante, enquanto que a IgG nio ¢é
precipitada.

[00210] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdao de uma composicao enriquecida em IgG a partir de um conjunto
de Cohn, o método compreendendo os estigios de: co-precipitacdo de IgG e
de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir de um conjunto de Cohn, numa primeira
precipitacdo o estdgio, para formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; remog¢ao de A1PI a partir da suspensao; precipitando a IgG a partir
da primeira suspensdo de um segundo estagio de precipitacdo, de modo a
formar um segundo precipitado compreendendo IgG e um segundo
sobrenadante que compreende pelo menos um contaminante; e recuperacao de
IgG a partir do segundo precipitado, formando assim uma composi¢ao
enriquecida em IgG. Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo
precipitado € ainda enriquecida. Numa outra modalidade, A1PI removido da
primeira suspensdao € ainda enriquecido. Em certas modalidades, a
concentracdo final de etanol e pH utilizados no primeiro estigio de

precipitacdo € selecionado a partir de variacdoes 1-2166, como listado na
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Tabela 1, Tabela 2,Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7.

[00211] Numa modalidade exemplar, o segundo estigio de
precipitacdo € realizado por mistura de etanol para a porcdo soluvel da
segunda suspensao (por exemplo, um filtrado ou sobrenadante da suspensao
formada apds filtracdo ou centrifugacdo) a uma concentra¢ao final de entre
22% e 28% (v/v) a um pH entre 6,5 ¢ 7,5. Numa modalidade, o etanol é
adicionado a uma concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa outra
modalidade, o etanol € adicionado a uma concentracdo final de 25 £ 2% (v/v).
Numa outra modalidade, o etanol € adicionado a uma concentrac¢ao final de
25 = 1% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol é adicionado a uma
concentragdo final de 25% (v/v). Do mesmo modo, numa modalidade, o
segundo estdgio de precipitagdo é realizado a um pH de 7,0 = 0,5. Numa outra
modalidade, o segundo estigio de precipitacdo € realizado a um pH de 7,0 +
0,4. Numa outra modalidade, o segundo estagio de precipitacado € realizado a
um pH de 7,0 £ 0,3. Numa outra modalidade, o segundo estidgio de
precipitacdo € realizado a um pH de 7,0 + 0,2. Numa outra modalidade, o
segundo estagio de precipitacao € realizado a um pH de 7,0 £ 0,1. Numa outra
modalidade, o segundo estagio de precipitacdo € realizado a um pH de 7,0.
Numa modalidade particular, o segundo estagio de precipitacdo € realizado
utilizando uma concentracado final de etanol de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0
+0,3.

[00212] Em uma modalidade particular, o método compreende os
estagios de: precipitacdo a partir de 99% a 100% do teor de IgG a partir de um
conjunto de plasma de Cohn em um primeiro estidgio de precipitacao pela
adicdo de etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre
20% e 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro
precipitado sobrenadante; separando o primeiro precipitado do primeiro
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira

suspensdo; precipitando a IgG a partir da primeira suspensdo de um segundo
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estagio de precipitacdo, de modo a formar um segundo precipitado
compreendendo IgG e um segundo sobrenadante que compreende pelo menos
um contaminante; e recuperacdo de IgG a partir do segundo precipitado,
formando assim uma composicdo enriquecida em IgG. Numa modalidade, o
etanol € misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 +
3% (v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo
precipitado € ainda enriquecida. Em certas modalidades, a concentragdo final
de etanol e pH utilizados no primeiro estagio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7.

[00213] Numa modalidade especifica, o método compreende os
estagios de: precipitacdo a partir de 99% a 100% do teor de IgG a partir de um
conjunto de plasma de Cohn em um primeiro estidgio de precipitacao pela
adicdo de etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre
20% e 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro
precipitado sobrenadante; separando o primeiro precipitado do primeiro
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; precipitando a IgG a partir da primeira suspensdo de um segundo
estagio de precipitacdo por mistura de etanol a primeira suspensao com uma
concentracao final de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0 + 0,3, para formar um
segundo precipitado compreendendo IgG e um segundo sobrenadante que
compreende pelo menos um contaminante; e recuperagao de IgG a partir do
segundo precipitado, formando assim uma composi¢ao enriquecida em IgG.
Numa modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentracao final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a
partir do segundo precipitado é ainda enriquecida. Em certas modalidades, a
concentracdo final de etanol e pH utilizados no primeiro estigio de
precipitacdo € selecionado a partir de variacdoes 1-2166, como listado na

Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7.
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[00214] Numa modalidade, o método compreende os estigios de:
precipitacdo a partir de 95% a 100% de IgG e o contetido a partir de um
conjunto de AI1PI Cohn num primeiro estigio de precipitacdo pela adi¢do de
etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre 20% e 30%
a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; remog¢ao de A1PI a partir da suspensao; recuperar a fracao soluvel
da primeira suspensdo; precipitando a IgG a partir da primeira suspensdo de
um segundo estagio de precipitacdo, de modo a formar um segundo
precipitado compreendendo IgG e um segundo sobrenadante que compreende
pelo menos um contaminante; e recuperacao de IgG a partir do segundo
precipitado, formando assim uma composicao enriquecida em IgG. Numa
modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a
partir do segundo precipitado € ainda enriquecida. Numa modalidade, A1PI
separada da primeira suspensdo € enriquecido. Em certas modalidades, a
concentracdo final de etanol e pH utilizados no primeiro estigio de
precipitacdo € selecionado a partir de variacdoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na
Numa modalidade preferida, entre 99% e 100% do teor de IgG do conjunto
Cohn ¢é precipitado no primeiro estigio de precipitacao.

[00215] Numa modalidade especifica, o método compreende os
estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e o conteudo a partir
de um conjunto de AIPI Cohn num primeiro estdgio de precipitagdo pela
adicdo de etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre
20% e 30 % a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro
precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar
uma primeira suspensdo; remocao de A1PI a partir da suspensao; recuperar a

fracdo soluvel da primeira suspensdo; precipitando a IgG a partir da primeira
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suspensdao de um segundo estidgio de precipitagcdo por mistura de etanol a
primeira suspensdo com uma concentracdo final de 25 + 3% (v/v) aum pH de
7,0 £ 0,3, para formar um segundo precipitado compreendendo IgG e um
segundo sobrenadante que compreende pelo menos um contaminante; e
recuperacao de IgG a partir do segundo precipitado, formando assim uma
composi¢ao enriquecida em IgG. Numa modalidade, o etanol € misturado
com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 + 3% (v/v). Numa
modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado € ainda
enriquecida. Numa modalidade, AI1PI separada da primeira suspensdo €
enriquecido. Em certas modalidades, a concentracdo final de etanol e pH
utilizados no primeiro estigio de precipitacio € selecionado a partir de
variagoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4,
Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade preferida, entre 99% e
100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no primeiro estagio de
precipitacao.

[00216] Numa outra modalidade, o método compreende os estigios de:
precipitacdo a partir de 99% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um
conjunto de A1PI Cohn num primeiro estigio de precipitacdo pela adi¢do de
etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre 20% e 30%
a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; removendo a AI1PI a partir da suspensdo; recuperar a porcao
soluvel da primeira suspensao; precipitando a IgG a partir da por¢ao soluvel
da primeira suspensdo de um segundo estagio de precipitacdo, de modo a
formar um segundo precipitado compreendendo IgG e um segundo
sobrenadante que compreende pelo menos um contaminante; e recuperacao de
IgG a partir do segundo precipitado, em que a partir de 80% a 100% do teor
de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no sobrenadante da

primeira, formando assim uma composi¢cdo enriquecida em IgG. Numa
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modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentracao final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a
partir do segundo precipitado € ainda enriquecida. Numa modalidade, A1PI
separada da primeira suspensdo € enriquecido. Numa outra modalidade, a
albumina presente no primeiro sobrenadante € enriquecida. Em certas
modalidades, a concentragdo final de etanol e pH utilizados no primeiro
estagio de precipitagdo € selecionado a partir de variagdes 1-2166, como
listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela
7. Na Numa modalidade preferida, entre 99% e 100% do teor de IgG do
conjunto Cohn € precipitado no primeiro estigio de precipitacdo. Numa
modalidade preferida, entre 90% e 100% do teor de proteinas séricas o
conjunto Cohn esta presente no primeiro sobrenadante.

[00217] Numa outra modalidade, o método compreende os estigios de:
precipitacdo a partir de 99% a 100% de IgG e o conteudo a partir de um
conjunto de A1PI Cohn num primeiro estigio de precipitacdo pela adi¢do de
etanol para o conjunto Cohn para uma concentracao final de entre 20% e 30%
a um pH de 5,0-6,0, para formar um primeiro € um primeiro precipitado
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; removendo a AI1PI a partir da suspensdo; recuperar a porcao
soluvel da primeira suspensao; precipitando a IgG a partir da por¢ao soluvel
da primeira suspensao de um segundo estdgio de precipitacdo com etanol por
mistura com a por¢ao soluvel da primeira suspensdo com uma concentragao
final de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0 £ 0,3, para formar um segundo
precipitado compreendendo IgG e um segundo sobrenadante que compreende
pelo menos um contaminante; e recuperacdo de IgG a partir do segundo
precipitado, em que a partir de 80% a 100% do teor de proteinas séricas o
conjunto Cohn estd presente no sobrenadante da primeira, formando assim
uma composi¢ao enriquecida em IgG. Numa modalidade, o etanol ¢é

misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
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(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado €
ainda enriquecida. Numa modalidade, A1PI separada da primeira suspensao €
enriquecido. Numa outra modalidade, a albumina presente no primeiro
sobrenadante € enriquecida. Em certas modalidades, a concentragcdo final de
etanol e pH utilizados no primeiro estdgio de precipitacdo € selecionado a
partir de variacoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3,
Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na Numa modalidade preferida,
entre 99% e 100% do teor de IgG do conjunto Cohn € precipitado no primeiro
estagio de precipitacdo. Numa modalidade preferida, entre 90% e 100% do
teor de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no primeiro
sobrenadante.

[00218] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdo de uma composicdo enriquecida em IgG, o método
compreendendo os estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e
o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro estagio de
precipitacdo pela adicdo de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentracdo final de entre 20% e 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém IgG e a por¢do insoluvel da suspensdo contém A1PI,
fibrinogénio, fator H, e IalP, recuperar a porcdo soluvel da primeira
suspensdo; precipitando a IgG a partir da porcdo soluvel da primeira
suspensdao de um segundo estdgio de precipitacdo, de modo a formar um
segundo precipitado compreendendo IgG e um segundo sobrenadante que
compreende pelo menos um contaminante; e recuperagao de IgG a partir do
segundo precipitado, formando assim uma composi¢ao enriquecida em IgG.

Numa modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
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concentracao final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a
partir do primeiro precipitado € ainda enriquecida. Numa outra modalidade,
A1PI removida a partir da suspensdo € ainda enriquecido. Em certas
modalidades, a concentragdo final de etanol e pH utilizados no primeiro
estagio de precipitagdao € selecionado a partir de variagdes 1-2166, como
listado na Tabela 1, Tabela 2,Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela
7. Na Numa modalidade preferida, a partir de 99% a 100% do teor de IgG do
conjunto Cohn € precipitado no primeiro estigio de precipitacdo. Numa
modalidade especifica, as por¢des soluveis e insoluveis da primeira suspensao
sdo separados por filtracdo. Numa modalidade, SiO, € adicionado a uma
concentragdo final de 40 + 10 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado.

[00219] Numa modalidade especifica, a presente invenc¢ao prevé um
método para a preparagao de uma composi¢ao enriquecida em IgG, o método
compreendendo os estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e
o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro estagio de
precipitacdo pela adicdo de etanol para o conjunto de Cohn a uma
concentragao final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo a formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém IgG e a porc¢do insoluvel da suspensdo contém A1PI,
fibrinogénio, fator H, e IalP, recuperar a porcdo soluvel da primeira
suspensdo; precipitando a IgG a partir da porcdo soluvel da primeira
suspensdo de um segundo estigio de precipitagdo com etanol por mistura com
a porcao solivel da primeira suspensdo com uma concentracgio final de 25 +
3% (v/v) a um pH de 7,0 £ 0,3, para formar um segundo precipitado
compreendendo IgG e um segundo sobrenadante que compreende pelo menos

um contaminante; e recuperacdo de IgG a partir do segundo precipitado,



104 /162

formando assim uma composicdo enriquecida em IgG. Numa modalidade, o
etanol € misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 +
3% (v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do primeiro
precipitado € ainda enriquecida. Numa outra modalidade, A1PI removida a
partir da suspensdo € ainda enriquecido. Em certas modalidades, a
concentracdo final de etanol e pH utilizados no primeiro estigio de
precipitacdo € selecionado a partir de variacdoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na
Numa modalidade preferida, a partir de 99% a 100% do teor de IgG do
conjunto Cohn € precipitado no primeiro estigio de precipitacdo. Numa
modalidade especifica, as por¢des soluveis e insoluveis da primeira suspensao
sdo separados por filtracdo. Numa modalidade, SiO, € adicionado a uma
concentragdo final de 40 + 10 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado.

[00220] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdo de uma composicdo enriquecida em IgG, o método
compreendendo os estagios de: precipitacio a partir de 95% a 100% de IgG e
o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro estagio de
precipitacdo pela adicdo de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentracdo final de entre 20% a 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém IgG e a por¢do insoluvel da suspensdo contém A1PI,
fibrinogénio, fator H, e IalP; precipitando a IgG a partir da por¢ao soluvel da
primeira suspensdo de um segundo estagio de precipitacao, de modo a formar
um segundo precipitado compreendendo IgG e um segundo sobrenadante que
compreende pelo menos um contaminante; e recuperagao de IgG a partir do

segundo precipitado, em que a partir de 80% a 100% do teor de proteinas
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séricas o conjunto Cohn esta presente no sobrenadante da primeira, formando
assim uma composicdo enriquecida em IgG. Numa modalidade, o etanol €
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado €
ainda enriquecida. Numa outra modalidade, presente AIPI na porcao
insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Numa outra modalidade, o
fibrinogé€nio presente na por¢ao insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido.
Numa outra modalidade, o Fator H presente na por¢ao insoluvel da suspensao
¢ ainda enriquecido. Numa outra modalidade, IalP presente na por¢ao
insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Em ainda outra modalidade, a
albumina encontrada no primeiro sobrenadante € enriquecida. Numa
modalidade preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto Cohn €
precipitado no primeiro estigio de precipitacdo. Em certas modalidades, a
concentracao final de etanol e pH utilizados no primeiro estigio de
precipitacdo € selecionado a partir de variacdoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na
Numa modalidade especifica, as por¢des soluveis e insoliveis da primeira
suspensdo sao separados por filtragdo. Numa modalidade, Si0, € adicionado a
uma concentracao final de 40 + 10 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado.

[00221] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdo de uma composicdo enriquecida em IgG, o método
compreendendo os estagios de: precipitacao a partir de 95% a 100% de IgG e
o conteudo a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro estagio de
precipitacdo pela adicdo de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentracdo final de entre 20% a 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da

suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
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da suspensdo contém IgG e a por¢do insoluvel da suspensdo contém A1PI,
fibrinogénio, fator H, e IalP; precipitando a IgG a partir da por¢ao solivel da
primeira suspensdo de um segundo estdgio de precipitacdo com etanol por
mistura com a por¢ao soluvel da primeira suspensdo com uma concentragao
final de 25 + 3% (v/v) a um pH de 7,0 £ 0,3, para formar um segundo
precipitado compreendendo IgG e um segundo sobrenadante que compreende
pelo menos um contaminante; e recuperacdo de IgG a partir do segundo
precipitado, em que a partir de 80% a 100% do teor de proteinas séricas o
conjunto Cohn estd presente no sobrenadante da primeira, formando assim
uma composi¢ao enriquecida em IgG. Numa modalidade, o etanol ¢é
misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, a IgG recuperada a partir do segundo precipitado €
ainda enriquecida. Numa outra modalidade, presente AI1PI na porcado
insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Numa outra modalidade, o
fibrinogé€nio presente na por¢ao insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido.
Numa outra modalidade, o Fator H presente na por¢ao insoluvel da suspensao
¢ ainda enriquecido. Numa outra modalidade, IalP presente na por¢ao
insolavel da suspensdo € ainda enriquecido. Em ainda outra modalidade, a
albumina encontrada no primeiro sobrenadante € enriquecida. Numa
modalidade preferida, de 99% a 100% do teor de IgG do conjunto Cohn €
precipitado no primeiro estigio de precipitacdo. Em certas modalidades, a
concentracdo final de etanol e pH utilizados no primeiro estigio de
precipitacdo € selecionado a partir de variacdoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Na
Numa modalidade especifica, as por¢des soluveis e insoliveis da primeira
suspensdo sao separados por filtragdo. Numa modalidade, Si0, € adicionado a
uma concentracao final de 40 + 10 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado.

[00222] Numa modalidade, a IgG € recuperada a partir do segundo

precipitado por suspensdo do precipitado com um tampao de extracdo frio.
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Por exemplo, o segundo precipitado € suspenso em uma proporcao de 1 parte
de precipitado a 2-5 partes de dgua para injecao (WFI), ou tampao de baixa
condutividade. Numa modalidade preferida, o segundo precipitado suspenso
em uma propor¢do de 1 parte para precipitar 4-5 partes, preferivelmente 3,5
partes, WFI. Numa modalidade, a etapa de suspensdo é realizada a uma
temperatura entre 0°C e 8°C. Numa modalidade, o valor final de pH da
solugdo € ajustado para 4,8-5,6, de preferéncia para 5,2 + 0,2. Numa
modalidade, este ajustamento do pH € realizado com &cido acético. Numa
modalidade, a condutividade da suspensdo é aumentada para entre 2,5 ¢ 6,0
mS/cm, para aumentar a solubilidade de IgG. Numa modalidade, a
condutibilidade ¢ aumentada pela adi¢ao de cloreto de sddio.

[00223] Solugdes adequadas para a extracdo do segundo precipitado
incluir WFI e buffers de baixa condutividade. Numa modalidade, um tampao
de baixo condutividade tem uma condutividade de menos do que cerca de 10
mS/cm. Em outras modalidades, o tampao de baixa condutividade tem uma
condutividade inferior a cerca de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, ou 1 mS/cm. Numa
modalidade preferida, o tampdo de baixa condutividade tem uma
condutividade de menos do que cerca de 6 mS/cm. Numa outra modalidade
preferida, o tampao de baixa condutividade tem uma condutividade de menos
do que cerca de 4 mS/cm. Numa outra modalidade preferida, o tampao de
baixa condutividade tem uma condutividade de menos do que cerca de 2
mS/cm.

[00224] Numa modalidade, a por¢do soluvel da primeira suspensao,
contendo IgG, € separada da porc¢do insolivel. Numa modalidade, isto é feito
pela filtragem da suspensdao com um filtro de profundidade com um tamanho
nominal de poro de 0,1 um e 0,4 um. Numa modalidade, o tamanho nominal
de poro do filtro de profundidade € de 0,2 um (por exemplo, o filtro Cuno
VRO06 ou equivalente). Numa modalidade, o filtro € lavado com WFI ou um

tampao adequado, apos filtragdo para se recuperar IgG adicional e o pOs-
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lavagem adicionado ao filtrado. Numa modalidade preferida, o pds-lavagem
do filtro é realizada utilizando uma solu¢dao de cloreto de s6dio com uma
condutividade de entre cerca de 2,5 e cerca de 6,0 mS/cm. Numa outra
modalidade, a segunda suspensdo € centrifugada para recuperar a por¢ao
soluvel.

[00225] Em um aspecto da presente invencdo, os meios previstos para
a preparacao de uma composicdo de IgG enriquecido ainda compreender
purificacdo pelo menos um fator adicional de sangue a partir do mesmo
conjunto de Cohn. Numa modalidade, os métodos compreendem ainda, pelo
menos, dois de purificacdo de proteinas sanguineas adicionais a partir do
mesmo conjunto de Cohn. Numa outra modalidade, os métodos compreendem
ainda, pelo menos, trés de purificacdo de proteinas de sangue adicionais do
mesmo conjunto Cohn. Em ainda outras modalidades, os métodos de
purificacdo ainda compreender pelo menos quatro, cinco, seis, ou mais
proteinas sanguineas adicionais a partir do mesmo conjunto de Cohn.
Exemplos de proteinas do sangue, que pode ser co-purificada a partir do
mesmo conjunto de Cohn como IgG incluem, sem limitagdo, a albumina, alfa-
I-antitripsina (A1PI), o fator H, proteinas de inter-alfa-inibidor (IaIP),
complexos de protrombina, o Fator VII (FVII), o Fator VIII (FVII), de
antitrombina III (AT III), fibrinogénio butirilcolinesterase, € outros.

[00226] Numa modalidade, a alfa-1-antitripsina (A1PI) é ainda
purificada a partir do mesmo conjunto de Cohn como IgG. Numa modalidade
especifica, AIPI é purificado a partir da fragdo insolivel da primeira
suspensao.

[00227] Numa outra modalidade, o fibrinogénio € ainda purificado a
partir do mesmo conjunto de Cohn como IgG. Numa modalidade especifica, o
fibrinogé€nio € purificado a partir da fracdo insolivel da primeira suspensao.
Noutra modalidade especifica, tanto AIPI e fibrinogénio sdo purificadas a

partir da fracdo insoluvel da primeira suspensao.
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[00228] Numa outra modalidade, o Fator H € ainda purificada a partir
do mesmo conjunto de Cohn como IgG. Numa modalidade especifica, o fator
H € purificado a partir da fracdo insolivel da primeira suspensdo. Noutra
modalidade especifica, tanto A1PI e Fator H sdo purificadas a partir da fracao
insoluvel da primeira suspensao

[00229] Noutra modalidade, as proteinas inter-alfa-inibidor (IalP) sdo
ainda purificados a partir do mesmo conjunto de Cohn como IgG. Numa
modalidade especifica, [alP € purificado a partir da fragdo insoluvel da
primeira suspensao. Noutra modalidade especifica, tanto A1PI e IaIP sdo
purificadas a partir da fracdo insolivel da primeira suspensao.

[00230] Numa outra modalidade, a albumina € ainda purificada a partir
do mesmo conjunto de Cohn como IgG. Numa modalidade especifica, a
albumina € purificada a partir do primeiro sobrenadante formado. Numa
modalidade especifica, a albumina € purificada a partir do primeiro
sobrenadante formado, enquanto pelo menos um fator adicional de sangue €
purificado a partir da porcado insoluvel da primeira suspensao formada.
[00231] Numa modalidade, as imunoglobulinas recuperadas a partir de
um baixo pH inicial, etapa de precipitacao elevado de dlcool sdo enriquecidas
por um fracionamento a jusante de acordo com Kistler-Nitschmann ou
Deutsch et al. Por exemplo, uma composi¢ao de imunoglobulina recuperado
pode ser submetido a um estdgio semelhante a uma precipitacdo Kistler-
Nitschmann B ou Deutsch et al. B-globulina precipitagdo. As condigdes
utilizadas nestes estdgios resultar na precipitacio de a- e [B-globulina,
imunoglobulina G, enquanto permanece no sobrenadante.

[00232] Por conseguinte, num aspecto, a presente invencdo prevé um
método para a preparacdo de uma composi¢cdo G (IgG) de imunoglobulina
enriquecida que compreende os estagios de (1) a co-precipitacdo de
imunoglobulinas e de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir de um conjunto de

Cohn em um baixo pH inicial, precipitacao elevada de dlcool; (i1) recuperar as
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imunoglobulinas a partir do precipitado; (ii1) pelo menos um precipitante nao-
globulina gama de proteinas a partir da composicio de imunoglobulina
recuperado a partir do primeiro precipitado; e (iv) recuperar o sobrenadante
do segundo estigio de precipitacdo. Em certas modalidades, estes métodos
podem compreender ainda o estadgio adicional de precipitacdo (por exemplo,
uma precipitacdo de precipitados G), um estigio de anions e/ou de troca
catidnica, um ou mais estagios de ultrafiltracao/diafiltracdo, e um ou estagios
de reducdo ou inativacdo mais virais (por exemplo, tratamento S/D, a
nanofiltra¢io, a incubacao a pH baixo, etc).

V. Preparacao de Composicoes alfa-1-antitripsina (A1PI)

[00233] Os métodos modernos de fabricacdo de proteinas de sangue de
plasma doados sao derivados do trabalho mais cedo feito na década de 1940 e
1950. Uma vez que este trabalho foi focado principalmente na purificacdo de
albumina e gama imunoglobulinas (IgG) os esquemas de fracionamento
desenvolvidos nao foram otimizados para a recuperacdo de proteinas do
sangue adicionais, que estdo se tornando cada vez mais importante
terapeuticamente. Por exemplo, o uso de um pH inicial elevado, baixa
precipitacdo com dalcool de plasma (por exemplo, precipitacdo Fragdo I)
resulta na perda parcial do Fator H, [alP, e para algumas imunoglobulinas
medida na Fracdo I precipitar. Além disso, a separacdo de imunoglobulinas e
A1PI obtidos por subsequentes estagios de precipitacdo (por exemplo, Fracdo
IT + III, de precipitacio ou de precipitacio A) € incompleta, com
imunoglobulinas perdido no sobrenadante devido a precipitacdo incompleta e
A1PI perdido no precipitado devido a precipitacdo parcial. Assim, sdo
necessarios métodos de fracionamento atualizados que oferecem rendimentos
mais elevados de vdrias proteinas do sangue.

[00234] A presente invengdo prevé métodos que satisfazem estes
requisitos, através da utilizacdo de um estidgio de precipitacdo inicial que

fraciona 1munoglobulinas, AIPI e outras proteinas do sangue em um
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precipitado inicial e albumina num sobrenadante inicial. Numa modalidade
preferida, esta precipitacdo inicial € realizada sob pH baixo, as condicdes de
elevado dlcool.

[00235] Em um aspecto, a presente inven¢ao prevé um método para a
fabricacdo de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir de bancos de plasma usando
um estagio inicial que precipita a maior parte da imunoglobulina e o teor de
um conjunto A1PI Cohn. Numa modalidade particular, este estagio inicial é
um pH baixo, de alta alcool etapa de precipitacdo. Tal como mostrado nos
exemplos aqui previstos, maior do que 95% do teor de AIPI a partir do
conjunto de Cohn € precipitado sob estas condicoes. Além disso, a presente
invencdo fornece métodos para a separagao eficiente e imunoglobulinas A1PI
nesta precipitacdo inicial.

[00236] Em um aspecto, a presente inven¢ao prevé um método para a
preparacdo de um alfa-1-antitripsina enriquecido (A1PI) a partir de uma
composi¢ao de conjunto de Cohn, o método compreendendo os estigios de:
co-precipitantes imunoglobulinas e A1PI de um conjunto de Cohn, numa
primeira precipitacdo o estdgio, para formar um primeiro € um primeiro
precipitado sobrenadante; solubilizagdo de imunoglobulinas presentes no
primeiro precipitado, para formar uma primeira suspensdo que tem uma
porcdo soluvel que compreende imunoglobulinas e uma por¢do insoluvel
compreendendo A1PI; que separa as por¢des soluveis e insoliveis da primeira
suspensdo; e recuperacdao a partir de A1PI a porcdo insolivel da primeira
suspensdo, formando assim uma composicdo AI1PI enriquecido. Em geral,
entende-se qualquer substincia quimica para a precipitacio de
imunoglobulinas e AIPI pode ser utilizado, incluindo, mas ndo limitadas a,
precipitacdo com dlcool (por exemplo, utilizando-se etanol ou metanol),
precipitacdo utilizando polimeros soluveis em agua (por exemplo, PEG ou
dextrana), e para as trocas salinas (por exemplo, utilizando fosfato de amonio,

sulfato de amoénio, citrato de sédio, etc). Numa modalidade preferida, a



112/162

precipitacdo € precipitacdo com alcool, precipitacao, de preferéncia etanol.
[00237] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacdo de uma composicdo enriquecida de A1PI pela precipitagdo de
A1PI a partir do crio-sobrenadante em um pH baixo, de alta dlcool etapa de
precipitacdo. Numa modalidade especifica, o método compreende os estagios
de: precipitar AI1PI a partir de crio-sobrenadante um primeiro estigio de
precipitacdo pela adicdo de etanol ao crio-sobrenadante para uma
concentracdo final de entre 20% e 30% a um pH de 5,0 a 6,0 de modo a
formar um primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; separando o
primeiro precipitado do primeiro sobrenadante; e recuperando AI1PI a partir
do primeiro precipitado, formando assim uma composi¢ao A1PI enriquecido.
Numa modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, A1PI recuperado a
partir do primeiro precipitado € ainda enriquecido.

[00238] Numa modalidade, o método compreende os estagios de: A1PI
precipitado a partir de um conjunto de Cohn em um primeiro estigio de
precipitacdo pela adi¢do de etanol para o conjunto Cohn para uma
concentracdo final de pH e selecionado a partir de variagdes 1-2166, como
listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela
7 para formar um primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante;
separando o primeiro precipitado do primeiro sobrenadante; e recuperando
A1PI a partir do primeiro precipitado, formando assim uma composi¢ao A1PI
enriquecido. Numa modalidade, A1PI recuperado a partir do primeiro
precipitado € ainda enriquecido.

[00239] Numa modalidade, o primeiro estagio de precipitacdo €
realizado por mistura de etanol com o conjunto de Cohn a uma concentragao
final de entre 22% e 28% (v/v) a um pH entre 5,0 e 6,0. Numa modalidade, o
etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 +

3% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de
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Cohn a uma concentracao final de 25 + 2% (v/v). Numa outra modalidade, o
etanol € misturado com o conjunto de Cohn a uma concentracao final de 25 +
1% (v/v). Numa outra modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de
Cohn a uma concentragdo final de 25% (v/v). Do mesmo modo, numa
modalidade, o primeiro estdgio de precipitacao € realizado a um pH de 5,5 +
0,5. Numa outra modalidade, o primeiro estdgio de precipitacao € realizado a
um pH de 5,5 + 0,4. Numa outra modalidade, o primeiro estigio de
precipitacdo € realizado a um pH de 5,5 + 0,3. Numa outra modalidade, o
primeiro estagio de precipitagdo € realizado a um pH de 5,5 + 0,2. Numa
outra modalidade, o primeiro estagio de precipitacao € realizado a um pH de
5,5 = 0,1. Numa outra modalidade, o primeiro estdgio de precipitagdo é
realizado a um pH de 5,5. Em ainda outras modalidades, a concentragao final
de etanol e o pH do primeiro estdgio de precipitacao € selecionado a partir de
variagoes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4,
Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7.

[00240] Os métodos aqui previstos proporcionam rendimentos
significativamente mais elevados de recuperacdo AI1PI no produto final
enriquecido devido a precipitacdo de uma parte do teor de A1PI a partir do
conjunto de Cohn inicial na reacdo de precipitacdo, em comparacdo com O
estado da técnica dos processos de purificagcdo que se baseiam nos estagios
iniciais de baixo teor alcodlico de precipitacdio (ou seja, Fracdo I
precipitacdo).

[00241] Deste modo, numa modalidade dos métodos aqui previstos,
pelo menos, 80% do teor de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir do conjunto de
Cohn € precipitado na reagdo inicial de precipitacdo. Numa modalidade
preferida, pelo menos 90% do teor de AIPI a partir do conjunto de Cohn é
precipitado na reacdo inicial de precipitacdo. Numa modalidade mais
preferida, pelo menos 95% do teor de AIPI a partir do conjunto de Cohn é

precipitado na reacdo inicial de precipitacdio. Numa modalidade mais
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preferida, pelo menos 97% do teor de AIPI a partir do conjunto de Cohn é
precipitado na reagdo inicial de precipitacdo. Em certas modalidades, pelo
menos, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 81%, 88%, 89%, 90%, 91 %,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais do teor de AIPI a
partir do conjunto de Cohn € precipitado na reagao inicial de precipitagao.
[00242] Tal como mostrado nos exemplos aqui previstos, a utilizagdo
de um baixo pH inicial, estagio de precipitacdo elevado de dlcool (isto €,
fracdo I-IV-1) resulta na precipitacdo a precipitagdo de pelo menos 95% do
teor de A1PI a partir do conjunto de Cohn. Deste modo, numa modalidade, a
presente invencao prevé um método para a preparacdo de uma composi¢ao
A1PI enriquecido, o método compreendendo os estagios de: precipitacdo a
partir de 95% a 100% do teor de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro
estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para o conjunto de Cohn a uma
concentragao final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo a formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; separando o primeiro
precipitado do primeiro sobrenadante; e recuperando AI1PI a partir do
primeiro precipitado, formando assim uma composicdo A1PI enriquecido.
Numa modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, A1PI recuperado a
partir do primeiro precipitado € ainda enriquecido. Em certas modalidades, a
concentragdo final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto 4lcool estigio
de precipitacdo € selecionado a partir de variacoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7.
[00243] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacido de uma composicio AIPI enriquecido, o método
compreendendo os estdgios de: precipitacdo a partir de 95% a 100% de teor
de imunoglobulina e a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro
estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para a Cohn conjunto para uma

concentracdo final de entre 20% e 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
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primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; solubilizacdo de
imunoglobulinas presentes no primeiro precipitado, para formar uma primeira
suspensdo que tem uma por¢ao soluvel que compreende imunoglobulinas e
uma por¢do insoluvel compreendendo A1PI; que separa as porcdes soluveis e
insoluveis da primeira suspensao; e recuperacdo a partir de A1PI a por¢ao
insoluvel da primeira suspensdo, formando assim uma composi¢cdo AI1PI
enriquecido. Numa modalidade, as imunoglobulinas recuperadas a partir da
porcdo soluvel da primeira suspensdo sdo ainda mais enriquecidas. Numa
outra modalidade, A1PI removido a partir da fracdo insoluvel da primeira
suspensdo € enriquecido. Em certas modalidades, a concentracdo final de
etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo €
selecionado a partir de variagdes 1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2,
Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade
preferida, de 99% a 100% do teor de imunoglobulina do conjunto de Cohn é
precipitado no primeiro estagio de precipitacao.

[00244] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacido de uma composicio AIPI enriquecido, o método
compreendendo os estdgios de: precipitagdo a partir de 95% a 100% de teor
de imunoglobulina e a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro
estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentragdo final de entre 20% a 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; solubilizacdo de
imunoglobulinas presentes no primeiro precipitado, para formar uma primeira
suspensdo que tem uma por¢ao soluvel que compreende imunoglobulinas e
uma por¢ao insoluvel compreendendo A1PI; que separa as porcdes soluveis e
insoluveis da primeira suspensao; e recuperacdo a partir de A1PI a por¢ao
insoluvel da primeira suspensao, em que de 80% a 100% do teor de proteinas
séricas o conjunto Cohn esta presente no sobrenadante da primeira, formando

assim uma composi¢cado A1PI enriquecido. Numa modalidade, o etanol €
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misturado com o conjunto de Cohn a uma concentragdo final de 25 + 3%
(v/v). Numa modalidade, as imunoglobulinas recuperadas a partir da porcao
soluvel da primeira suspensdo sdo ainda mais enriquecidas. Numa outra
modalidade, AIPI removido a partir da por¢cdo insoluvel da primeira
suspensdao € ainda enriquecido. Em ainda outra modalidade, a albumina
encontrada no primeiro sobrenadante € enriquecida. Numa modalidade
preferida, de 99% a 100% do teor de imunoglobulina do conjunto de Cohn é
precipitado no primeiro estigio de precipitacdo. Em certas modalidades, a
concentragdo final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estigio
de precipitagdo € selecionado a partir de variacoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7.
[00245] Numa modalidade, o primeiro precipitado € suspenso em agua
para injecao (WFI) ou um tampao de for¢a i6nica baixa adequada para extrair
o precipitado a partir de imunoglobulinas, a suspensao € entdo tratada com
dioxido de silicio finamente dividido (Si10,), e a por¢ao solivel da suspensdo
contendo as imunoglobulinas € separada da porcdo insolivel da suspensao
que contém a maior parte do teor de A1PI.

[00246] Solugdes adequadas para a extracdo de imunoglobulinas a
partir do primeiro precipitado terdo geralmente um pH entre 4,0 e 5,5. Em
certas modalidades, a solu¢do tenha um pH entre 4,5 e 5,0, em outras
modalidades, a solu¢do de extragdo, terd um pH de cerca de 4,0, 4,1, 4,2, 4,3,
4.4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4 ou 5,5. Numa modalidade
preferida, o pH do tampao de extragcdo é de 4,7 £ 0,1. Numa outra modalidade
preferida, o pH do tampao de extragdo é de 4,8 £ 0,1. Numa outra modalidade
preferida, o pH do tampdo de extracdao € de 4,9 + 0,1. Em geral, estes
requisitos podem ser satisfeitos de pH usando um agente tamponante
selecionado a partir de, por exemplo, acetato, citrato, fosfato monobasico,
fosfato dibasico, suas misturas, € semelhantes. Concentra¢cdes de tampao

adequados variam tipicamente entre 5 ¢ 100 mM, ou de 10 a 50 mM, ou 5, 10,
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15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 100 mm de
agente de tamponamento.

[00247] O tampdo de extragdo terd de preferéncia uma condutividade
de 0,5 mS/cm a 2,0 mS/cm. Por exemplo, em certas modalidades, a
condutividade do tampao de extracdo vai ser de 0,5 £ 0,1 mS/cm ou de 0,6 +
0,1,0,7+0,1,0,8+0,1,09+0,1,1,0+0,1,1,1 £0,1, 1,2+ 0,1,1,3+0,1, 1,4
+0,1,1,5+£0,1,1,6 £0,1,1,7+0,1, 1,8 £0,1, 1,9 £ 0,1, ou 2,0 £ 0,1 mS/cm.
Um versado na técnica saberd como gerar tampodes de extracdo possuindo
uma condutividade adequada. Em uma modalidade particular, o tampao de
extracdo contém 5 mM de fosfato de s6dio monobdsico e acetato de S mM, a
um pH de 4,8 £ 0,2 e condutividade de 0,7-0,9 mS/cm.

[00248] Numa modalidade, a silica é adicionada antes da separagdo
(por exemplo, filtracdo ou centrifugacdo) a uma concentragao de entre 20 g/kg
de fracdo I-IV-1 precipitado e 100 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado. Numa
outra modalidade, a silica € adicionada a uma concentracdo de entre 30 g/kg
de fracdo I-IV-1 precipitado e 80 g/kg Fracao I-IV-1 precipitado. Em certas
modalidades, a silica pode ser adicionada a uma concentra¢ao de cerca de 20
g/kg de fragdo I-IV-1 precipitado, ou cerca de 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, ou 100 g/kg de fragdao I-IV-1 precipitado. Numa
modalidade especifica, a silica (por exemplo, Aerosil 380 ou equivalente) €
adicionado a fracdo I-IV-1 de suspensdo para uma concentra¢do final de 40 +
20 g/kg de fracao I-IV-1 precipitado. Numa outra modalidade especifica, a
silica € adicionada a fracdo I-IV-1 de suspensdo para uma concentracao final
de 40 = 10 g/kg de fracdo I-IV-1 precipitado. A mistura realiza-se a 2°C a 8°C
durante pelo menos 50 a 70 minutos.

[00249] Deste modo, numa modalidade, a presente invengdo prevé um
método para a preparacdo de uma composicdo AIPI enriquecido, o método
compreendendo os estdgios de: precipitacdo a partir de 95% a 100% de teor

de imunoglobulina e a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro
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estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para o conjunto Cohn para uma
concentragado final de entre 20% e 30% a um pH 5,0-6,0 de modo a formar um
primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém imunoglobulinas € a porc¢ao insoluvel da suspensdo
contém A1PI; e recuperagdo a partir de A1PI a por¢do insolivel da primeira
suspensdo, formando assim uma composicado AIPI enriquecido. Numa
modalidade, o etanol é misturado com o conjunto de Cohn a uma
concentragdo final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, as imunoglobulinas
recuperadas a partir do primeiro precipitado sdo mais enriquecidas. Numa
outra modalidade, A1PI removida a partir da suspensdo € ainda enriquecido.
Em certas modalidades, a concentracdo final de etanol e o pH utilizado no pH
baixo, alto dlcool estagio de precipitacdo € selecionado a partir de variacoes
1-2166, como listado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5,
Tabela 6, e Tabela 7. Numa modalidade preferida, de 99% a 100% do teor de
imunoglobulina do conjunto de Cohn € precipitado no primeiro estagio de
precipitacdo. Numa modalidade especifica, as por¢des soluveis e insoluveis
da primeira suspensdo sao separados por filtracio. Numa modalidade, SiO, é
adicionado a uma concentragdo final de 40 + 10 g/kg de precipitado da fracdo
[-1V-1.

[00250] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé um método para
a preparacio de uma composicio AIPI enriquecido, o método
compreendendo os estdgios de: precipitacdo a partir de 95% a 100% de teor
de imunoglobulina e a partir de um conjunto de A1PI Cohn num primeiro
estagio de precipitacdo pela adi¢do de etanol para a Cohn conjunto para uma
concentracdo final de entre 20% a 30% a um pH de 5,0-6,0, para formar um

primeiro € um primeiro precipitado sobrenadante; suspendendo o primeiro
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precipitado para formar uma primeira suspensdo; tratar o primeiro suspensao
com dioxido de silicio finamente dividido; e separar a porcdo soluvel da
suspensdo a partir da por¢ao insoluvel da suspensao, em que a porcao soluvel
da suspensdo contém imunoglobulinas € a porc¢ao insoluvel da suspensdo
contém A1PI, fibrinogénio, fator H, e IalP, e ainda em que a partir de 80% de
100% do teor de proteinas séricas o conjunto Cohn estd presente no primeiro
sobrenadante. Numa modalidade, o etanol € misturado com o conjunto de
Cohn a uma concentracdo final de 25 + 3% (v/v). Numa modalidade, as
imunoglobulinas presentes na porcdo solivel da suspensdo sdo ainda mais
enriquecidas. Numa outra modalidade, presente A1PI na porcao insoluvel da
suspensdao € ainda enriquecido. Numa outra modalidade, o fibrinogénio
presente na por¢do insoluvel da suspensdo € ainda enriquecido. Numa outra
modalidade, o Fator H presente na porcao insoluvel da suspensdo € ainda
enriquecido. Numa outra modalidade, IalP presente na por¢ao insoluvel da
suspensdao € ainda enriquecido. Em ainda outra modalidade, a albumina
encontrada no primeiro sobrenadante € enriquecida. Numa modalidade
preferida, de 99% a 100% do teor de imunoglobulina do conjunto de Cohn é
precipitado no primeiro estigio de precipitacdo. Em certas modalidades, a
concentragdo final de etanol e o pH utilizado no pH baixo, alto dlcool estigio
de precipitagdo € selecionado a partir de variacoes 1-2166, como listado na
Tabela 1, Tabela 2,Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6, e Tabela 7. Numa
modalidade especifica, as partes soluveis e insoliveis da primeira suspensao
sdo separados por filtracdo. Numa modalidade, SiO, € adicionado a uma
concentragdo final de 40 + 10 g/kg de precipitado da fracdo I-IV-1.

[00251] Numa modalidade, a por¢do soluvel da primeira suspensao,
contendo IgG, é separada da por¢ao insoluvel, contendo A1PI, filtrando a
suspensdo com um filtro de profundidade com um tamanho nominal de poro
de 0,1 um e 0,4 um. Numa modalidade, o tamanho nominal de poro do filtro

de profundidade é de 0,2 um (por exemplo, o filtro Cuno VRO06 ou
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equivalente). Numa modalidade, o filtro € lavado com WFI ou um tampao
adequado, apos filtragdo para se recuperar IgG adicional e o pds-lavagem
adicionado ao filtrado. Numa outra modalidade, a primeira suspensdo €
centrifugada para separar as partes soluveis e insoluveis.

[00252] Numa modalidade, AIPI € recuperado a partir da por¢do
insoluvel separada por suspensdao a porcdo insolivel em um tampao de
extracdo de AIPIL. Por exemplo, numa modalidade, a por¢cdo insolivel €
separada suspenso em uma propor¢ao de 1 parte de material insoluvel para 2-
15 partes de dgua para injecao (WFI), ou tampao de baixa condutividade, de
modo a formar uma segunda suspensao. Numa outra modalidade, a porcdo
insolavel € separada suspenso em uma propor¢ao de 1 parte de material
insolavel para 2-10 partes de 4gua para injecdo (WFI), ou tampdo de baixa
condutividade. Numa outra modalidade, a por¢cdo insolivel € separada
suspenso em uma propor¢do de 1 parte de material insolavel para 3-7 partes
de agua para injecao (WFI), ou tampao de baixa condutividade. Em ainda
outras modalidades, a porcdo insolivel € separada suspenso em uma
propor¢ao de 1 parte de material insoluvel para 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, ou mais partes de dgua para injecao (WFI) ou
tampao baixa condutividade. Numa modalidade, a extracdo é agitada durante
pelo menos 2 horas. Numa outra modalidade, a extracdo € agitada durante
pelo menos 4 horas. Numa outra modalidade, a extracdao € agitada durante
pelo menos 8 horas. Numa outra modalidade, a extragcdo € agitada durante 6 a
12 horas. Numa modalidade, a extracdo € realizada a partir de 10°C a 25°C.
Numa outra modalidade, a extracdo é realizada a 17 £ 5°C. Numa outra
modalidade, a extracdo € realizada a 17 + 4°C. Numa outra modalidade, a
extracdo € realizada a 17 + 3°C. Numa outra modalidade, a extracdo €
realizada a 17°C = 2. Numa outra modalidade, a extracao € realizada a 17°C %
1. Numa modalidade, a porc¢ao soluvel contendo A1PI é separada da por¢ao

insoluvel por meio de filtracdo, por exemplo, filtracdo profunda. Numa outra
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modalidade, a porc¢do soluvel contendo AI1PI € separada da por¢ao insoluvel
por centrifugacao.

[00253] Solugdes adequadas para a extracdo de A1PI incluem WFI e
buffers de baixa condutividade. Numa modalidade, um tampao de baixo
condutividade tem uma condutividade de menos do que cerca de 10 mS/cm.
Em outras modalidades, o tampao de baixa condutividade tem uma
condutividade inferior a cerca de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, ou 1 mS/cm. Numa
modalidade preferida, o tampdo de baixa condutividade tem uma
condutividade de menos do que cerca de 6 mS/cm. Numa outra modalidade
preferida, o tampao de baixa condutividade tem uma condutividade de menos
do que cerca de 4 mS/cm. Numa outra modalidade preferida, o tampao de
baixa condutividade tem uma condutividade de menos do que cerca de 2
mS/cm. Numa modalidade, o tampdo de WFI ou condutividade baixa tem um
pH entre 8,0 ¢ 9,5. Em uma modalidade particular, o pH do tampao de
extracao A1PI € 8,8 + 0,5. Numa modalidade especifica, o pH do tampao de
extracao A1PI € 8,8 + 0,4. Numa modalidade especifica, o pH do tampao de
extracao A1PI € 8,8 + 0,3. Numa modalidade especifica, o pH do tampao de
extracao A1PI € 8,8 + 0,2. Numa modalidade especifica, o pH do tampao de
extracao A1PI € 8,8 = 0,1. Em ainda outras modalidades, o pH do tampao de
extracdo A1P1 € 8,0 £ 0,2, 8,1 £0,2, 8,2 +0,2, 8,3 +0,2, 8,4 +0,2,8,5 +0,2,
8,6+0,2,8,7+0,2,88+0,2,89+0,2,9,0+0,2,9,1 +0,2,9,2+0,2,93 +
0,2,9,4+0,2,oude 9,5 +0,2.

[00254] Numa modalidade, a por¢do insoluvel separada da primeira
suspensdo € suspenso em WFI ou um tampao de forca idnica baixa, o que nao
¢ adequado para a extracdo de AIPI para formar uma suspensido de
intermedidrio, antes da extracdo utilizando um tampao de AI1PI. Nesta
modalidade, o método compreende a suspensdo a porcado insolivel em WFI
ou um tampao de forca idnica baixa a um pH de ndo mais do que 7,0; que

separa as por¢Oes soluveis e insoliveis da suspensdo intermédia; e
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recuperando AI1PI na por¢do insolivel da suspensdo intermédia. Numa
modalidade, a suspensdo intermediaria € formada por suspensdao do material
insolivel em uma propor¢ao de 1 parte de material insoldvel para 2-15 partes
WFI ou tampao. Numa modalidade, o WFI ou tampao de baixa forca i6nica
tem um pH de 4,5 a 6,5. Numa outra modalidade, o tampdo de baixa forca
i6nica tem um pH de 5,5 £ 0,4. Numa outra modalidade, o tampado de baixa
forca idnica tem um pH de 5,5 £ 0,3. Numa outra modalidade, o tampao de
baixa forg¢a i06nica tem um pH de 5,5 + 0,2. Numa outra modalidade, o tampao
de baixa forca id6nica tem um pH de 5,5 £ 0,1. Em ainda outras modalidades,
o tampao de baixa for¢a i6nica tem um pH de 4,5 + 0,2, 4,6 £ 0,2, 4,7 £ 0,2,
48+0,2,49+0,2,50+0,2,5,1+0,2,52+0,2,53+0,2,54+0,2,55 +
0,2,5,6+0,2,5,7+0,2,5,8+0,2,59+0,2,6,0+0,2,6,1 £0,2,6,2+0,2,6,3
+ 0,2, 6,4 £ 0,2, ou de 6,5 = 0,2. Numa modalidade, a por¢cao soluvel €
separado da por¢ao insoluvel contendo AIPI por filtracdo, por exemplo,
filtracdo profunda. Numa outra modalidade, a por¢cdo soluvel € separado da
porcao insoluvel contendo A1PI por centrifugacao.

[00255] Numa modalidade, AI1PI extraido da por¢do insoluvel da
primeira suspensdo € enriquecido de acordo com métodos bem conhecidos na
técnica, incluindo, sem limita¢do: cromatografia (por exemplo, cromatografia
de permuta de anions, cromatografia de troca catidnica, cromatografia de
interacao hidrofébica (HIC), hidroxiapatita cromatografia (HAP), Proteina A
cromatografia de afinidade, cromatografia de imunoafinidade, cromatografia
de exclusdo de tamanho, etc); filtracdo (por exemplo, a ultrafiltracdo e/ou
diafiltracdo); e uma ou mais etapas de reducdo de virus (por exemplo,
nanofiltracdo, tratamento com solvente e detergente, irradiacio UV,
tratamento pelo calor, a baixa de pH de incubagao, etc).

[00256] Numa modalidade, AI1PI extraido da por¢do insoluvel da
primeira suspensao € ainda enriquecido por fracionamento. Geralmente, pode

ser usado qualquer método de fracionamento (por exemplo, o élcool ou a
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precipitacdo do polimero, as trocas salinas, etc). Numa modalidade preferida,
a composicao € enriquecida pelo A1PI precipitado a partir da solugdo extraida
clarificado utilizando um cation bivalente, de preferéncia o zinco. Numa
modalidade, o cloreto de zinco € adicionado a solu¢do para uma concentragcao
final de 1 mM para 15 mM. Numa modalidade especifica, o cloreto de zinco €
adicionado a solucdo para uma concentra¢ao final de 1 mM a 4 mM. Numa
modalidade mais especifica, o cloreto de zinco € adicionado a solugdo para
uma concentracao final de 2,0 mM a 3,0 mM.

[00257] Em certas modalidades, A1PI é enriquecido de acordo com
métodos de purificagdo conhecidos na técnica, por exemplo, aqueles descritos
no documento WO 1995/35306, WO 1998/00154, e Patentes US N° 5981715;
7.807.435; e 7.879.800, cujas divulgacOes sdo aqui expressamente
incorporadas por referéncia na sua totalidade para todos os fins.

VI. Composicoes Farmacéuticas

[00258] Em um aspecto, a presente invencdo prevé composi¢oes de
proteinas derivadas do plasma que sdo preparados de acordo com qualquer
dos métodos aqui descritos. Em certas modalidades, estas composi¢des serao
formuladas para administracdo farmac€utica (isto €, composi¢oes
farmacéuticas).

[00259] Numa modalidade, a presente inven¢ao prevé uma composicao
de proteina derivada de plasma preparado por um método compreendendo os
estagios de: co-precipitacdo de imunoglobulinas e de alfa-1-antitripsina
(A1PI) a partir de um conjunto de Cohn, em uma primeira etapa de
precipitacdo, de modo a formar um primeiro precipitado e um primeiro
sobrenadante; suspendendo o primeiro precipitado para formar uma primeira
suspensdo; solubilizacdo de imunoglobulinas a partir da primeira suspensao
de modo a formar uma por¢cdo soluvel da suspensdo que compreende
imunoglobulinas e uma por¢ao insoluvel da suspensdo que compreende A1PI,

fibrinogénio, fator H, e IalP; e separar a porcdo soluvel da suspensao a partir
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da porcao insoluvel da suspensdo. Em certas modalidades, a composi¢cao
compreende uma proteina derivada do plasma, € selecionado a partir de uma
imunoglobulina (Ig), albumina, alfa-1-antitripsina (A1PI), butirilcolinesterase,
o Fator H, uma proteina do sistema de complemento, € uma inter-alfa inibidor
de tripsina de proteina (Ial).

[00260] Em geral, entende-se qualquer substancia quimica para a
precipitacdo de imunoglobulinas e AIPI pode ser utilizado, incluindo, mas
ndo limitadas a, precipitacdo com alcool (por exemplo, utilizando-se etanol ou
metanol), precipitacdo utilizando polimeros soluveis em dgua (por exemplo,
PEG ou dextrana), e para as trocas salinas (por exemplo, utilizando fosfato de
amoOnio, sulfato de amonio, citrato de sodio, etc). Numa modalidade preferida,
a precipitacao € precipitacdo com alcool, precipitacdo, de preferéncia etanol.
[00261] Numa modalidade, a composicido € formulada para a
administracdo farmacéutica. Numa modalidade especifica, a composi¢ao €
formulada para administracdo intravenosa. Numa outra modalidade
especifica, a composicdo € formulada para administracio por via
intramuscular. Numa outra modalidade, a composi¢cdao é formulada para
administracdo por via subcutinea. Em ainda outra modalidade, a composicao
¢ formulada para a administracdo intraocular.

[00262] Numa modalidade, as composi¢coes farmac€uticas aqui
fornecidas sdo preparadas por formulacdo de uma composi¢do de proteina
derivada de plasma isolado utilizando um método aqui previsto. Geralmente,
a composicdo formulada serd foram submetidos a, pelo menos uma, de
preferéncia, pelo menos duas, mais preferencialmente pelo menos trés, de
inativacdo ou remocdo estagios virais. Exemplos de etapas de inativagdo ou
remoc¢do virais que podem ser utilizados com os métodos aqui previstos,
incluem o tratamento com detergente solvente (Horowitz et al., Blood Coagul
fibrinogenolysis 1994 (5 Suppl 3):: S21-S28 e Kreil et al, Transfusion 2003

(43): 1023-1028, as quais sao aqui expressamente incorporadas por referéncia
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na sua totalidade para todos os fins), nanofiltracdo (Hamamoto et al, Vox
Sang 1989 (56) 230-236 e Yuasa et al, J Gen. Virol 1991 (72 (8 pt)): 2021-
2024, as quais sao aqui expressamente incorporadas por referéncia na sua
totalidade para todos os fins), e baixo pH de incubacdo a temperaturas
elevadas (Kempf et al., Transfusion 1991 (31). 423-427 e Louie et al,
Biologicals 1994 (22): 13-19). Em certas modalidades, a composi¢ao
compreende uma proteina derivada do plasma, € selecionada a partir de uma
imunoglobulina (Ig), albumina, alfa-1-antitripsina (A1PI), butirilcolinesterase,
o Fator H, uma proteina do sistema de complemento, € uma inter-alfa inibidor
de tripsina de proteina (Ial).

[00263] Numa modalidade, as composicoes farmac€uticas aqui
fornecidas ird compreender um ou mais agentes de tamponamento do pH ou
agentes de estabilizacdo adequados para administracdo intravenosa,
subcutanea, intramuscular, e/ou administracdo intraocular. Exemplos de
agentes de tamponamento adequados para a formulacdo de uma composicao
de proteina derivada de plasma aqui previstos incluem glicina, citrato, fosfato,
acetato, glutamato, tartarato, benzoato, lactato, histidina ou outros
aminodcidos, gluconato, malato, succinato, formato, propionato nao
limitativos, carbonato, ou qualquer combinacdo dos mesmos ajustada para um
pH adequado. Geralmente, o agente de tamponamento serd suficiente para
manter um pH adequado para a formulagdo durante um periodo prolongado
de tempo. Numa modalidade preferida, o agente tampao € glicina. Em certas
modalidades, a composi¢do compreende uma proteina derivada do plasma, €
selecionado a partir de uma imunoglobulina (Ig), albumina, alfa-1-antitripsina
(A1PI), butirilcolinesterase, o Fator H, uma proteina do sistema de
complemento, e uma inter-alfa inibidor de tripsina de proteina (Ial).

[00264] Em algumas modalidades, as composi¢coes farmacéuticas aqui
fornecidas podem, opcionalmente, compreendem ainda um agente para ajustar

a osmolaridade da composicdo. Exemplos ndo limitativos de agentes de
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osmolaridade incluem manitol, sorbitol, glicerol, sacarose, glucose, dextrose,
levulose, frutose, lactose, polietileno-glicois, fosfatos, cloreto de sédio,
cloreto de potéssio, cloreto de célcio, célcio de gluconoglucoheptonato,
dimetil sulfona e semelhantes.

[00265] Tipicamente, as formulacdes aqui proporcionadas terad
osmolaridades que s3o compardveis a osmolaridade fisioldgica,
aproximadamente 285-295 mOsmol/kg (Lacy et al, Drug Information Manual
- Lexi-Comp 1999: 1,254 Em certas modalidades, a osmolaridade da
formulacdo ird ser entre cerca de 200 mOsmol/kg e cerca de 350 mOsmol/kg,
de preferéncia entre cerca de 240 e cerca de 300 mOsmol/kg. Em
modalidades particulares, a osmolaridade da formulacdo serd de cerca de 200
mOsmol/kg, ou de 210 mOsmol/kg, 220 mOsmol/kg, 230 mOsmol/kg, 240
mOsmol/kg, 245 mOsmol/kg, 250 mOsmol/kg, 255 mOsmol/kg, 260
mOsmol/kg, 265 mOsmol/kg, 270 mOsmol/kg, 275 mOsmol/kg, 280
mOsmol/kg, 285 mOsmol/kg, 290 mOsmol/kg, 295 mOsmol/kg, 300
mOsmol/kg, 310 mOsmol/kg, 320 mOsmol/kg, 330 mOsmol/kg, 340
mOsmol/kg, 340 mOsmol/kg, ou 350 mOsmol/kg.

[00266] As formulacdes de derivados de plasma aqui previstos sao
geralmente estdveis na forma liquida durante um periodo de tempo
prolongado. Em certas modalidades, as formula¢des sdo estaveis por pelo
menos cerca de 3 meses a temperatura ambiente, ou, pelo menos, cerca de 4,
5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, ou 24 meses
em temperatura ambiente. A formulagdo também ird geralmente ser estavel 6
ou, pelo menos, cerca de 18 meses, sob condi¢des de refrigeracdo
(tipicamente entre cerca de 2°C e cerca de 8°C), ou por, pelo menos, cerca de
21, 24,27, 30, 33, 36, 39, 42, ou 45 meses, sob condi¢des de refrigeracao.
VII. Método de Tratamento

[00267] Em um aspecto, a presente invengdo fornece métodos para o

tratamento de uma doencga ou desordem associada com uma deficiéncia de
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proteina do sangue ou disfuncdo em um sujeito com necessidade do mesmo
por administracdo de uma dose terapeuticamente eficaz de uma proteina
derivada de plasma preparada de acordo com um método aqui previsto. Em
certas modalidades, a composi¢cdo compreende uma proteina derivada do
plasma, € selecionado a partir de uma imunoglobulina (Ig), albumina, alfa-1-
antitripsina (A1PI), butirilcolinesterase, o Fator H, uma proteina do sistema
de complemento, e uma inter-alfa inibidor de tripsina de proteina (Ial).
[00268] Em um aspecto, a presente invengao preve a utilizacdo de uma
composi¢ao de proteina derivada de plasma preparada de acordo com um
processo aqui fornecidos para a fabricacdo de um medicamento para uso no
tratamento de uma condicdo associada com uma deficiéncia de proteina do
sangue ou disfunc¢do. Em certas modalidades, a proteina € derivada de plasma
selecionado a partir de uma imunoglobulina (Ig), albumina, alfa-1-antitripsina
(A1PI), butirilcolinesterase, o Fator H, uma proteina do sistema de
complemento, e um inibidor de inter-alfa-tripsina proteina (Ial).

[00269] Numa modalidade, a composicio de proteina derivada de
plasma é preparado através de um método compreendendo os estigios de: co-
precipitacdo de imunoglobulinas e de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir de um
conjunto de Cohn, em uma primeira etapa de precipitacao, de modo a formar
um primeiro e precipitado um primeiro sobrenadante; suspendendo o primeiro
precipitado para formar uma primeira suspensdo; solubilizacdo de
imunoglobulinas a partir da primeira suspensao de modo a formar uma porc¢ao
soluvel da suspensdo que compreende imunoglobulinas € uma por¢ao
insoluvel da suspensao que compreende A1PI, fibrinogénio, fator H, e IalP; e
separar a por¢cdao soluvel da suspensdo a partir da por¢cdo insolivel da
suspensdo. Em certas modalidades, a composi¢do compreende uma proteina
derivada do plasma, € selecionado a partir de uma imunoglobulina (Ig),
albumina, alfa-1-antitripsina (A1PI), butirilcolinesterase, o Fator H, uma

proteina do sistema de complemento, € uma inter-alfa inibidor de tripsina de
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proteina (Ial).

VIII. Exemplos

Exemplo 1 - C91 NG2

[00270] A 1imunoglobulina G (IgG) composi¢cOes sao fabricados
comercialmente por fracionamento do plasma por meio de uma série de
reacOes de precipitacdo. Em uma metodologia comum, as impurezas sao
precipitadas a partir de um crio-sobrenadante contendo imunoglobulina num
primeiro estagio de precipitagdo de alcool. Imunoglobulinas IgG sdo, entao,
precipitados a partir do sobrenadante resultante e depois ainda enriquecido.
Numa tentativa de aumentar o rendimento de IgG recuperada a partir de
plasma humano durante o fracionamento de alcool, os valores de pH 5,5-7,0 e
as concentragdes de etanol, de 20% a 25% foram testados em reacdes de
precipitacdo de IgG.

[00271] Resumidamente, o sobrenadante Fracdo I, um intermediério
usado na fabricacdo comercial de derivados de plasma de Imunoglobulina G
(IgG), a alfa-1-antitripsina (A1PI), e produtos de albumina, foi formada pela
mistura de etanol a uma concentracdo final de 8% (v/v) para crio-
sobrenadante em pH 7,2 + 0,2, incubacdo da mistura a 0°C, e separa-se o
precipitado formado (Fracdo I) a partir do sobrenadante (Fracdo I
sobrenadante). O sobrenadante Fracdo I resultante foi, em seguida, dividido
em aliquotas em 600 amostras de g. O pH das amostras individuais foi
ajustado para 5,5-7,0 e de etanol foi adicionada a uma concentragdo final de
entre 20% e 25%, como mostrado na Tabela 9.

[00272] Como relatado na Tabela 9, condi¢des semelhantes as
utilizadas para preparar uma fracdo tradicional Cohn II + III precipitado
(etanol a 25%, pH 6,8) e a Fracao II + III modificado precipitado utilizado na
fabricacdio de GAMMAGARD LIQUID® (Baxter International; Deerfield, IL)
resultar numa perda de 2,9% e 6,7% do total de IgG no sobrenadante, devido

a precipitacdo incompleta. No entanto, verificou-se que através da reducdo do
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pH da reacdo para 6,0 ou inferior e com uma concentracdo final de etanol de
pelo menos 22,5%, a perda de IgG ¢é significativamente reduzida. Por
exemplo, a utilizagdo de 22,5% de élcool, a pH 5,5 resultou numa perda de
apenas 0,4% do total de IgG no sobrenadante. Do mesmo modo, o uso de
25% de alcool, a pH 6,0 ou 5,5 resultou na perda de apenas 0,5% e 0,1% do
total de IgG no sobrenadante. Como relatado na Tabela 10, o que equivale a
um aumento de mais de 300 mg de IgG/L de plasma e 125 mg de IgG/L de
plasma no precipitado em comparacdo com o tradicional, e modificado Fragao
IT + III de precipitados, respectivamente.

Tabela 9. Producao de proteinas no sobrenadante da precipitagdo, expressa

como uma percentagem do teor de proteina do material de partida (Fragdo I

sobrenadante).
al-

EtOH Proteina | IgG IgA IgM | fibrinogénio | Transferrina | antitripsina | Albumina
(%) | pH | biureto | ELISA | ELISA | ELISA ELISA ELISA ELISA neph
20 55| 60,8 1,1 3,5 0,2 0,2 73,9 6,1 93,1
20 6 68,0 2,9 12,8 0,5 0,2 94,3 38,9 92,4
20 6,5 70,0 4,1 20,6 1,0 0,7 100,2 63,2 97,4
20 7 73,0 6,7 45,8 1.9 4,6 98,4 76,9 96,5
22,5 |55 56,7 0.4 1,2 0,1 0,2 47,5 1,1 90,6
22,5 6 64,6 1,1 4,8 0,4 0,4 78,2 21,7 98,0
22,5 16,5| 68,0 1,8 9,0 0,6 0.4 85,9 27,3 96,6
22,5 7 70,3 3,0 19,4 1,2 0,9 97,3 27,1 96,5
25 5,5 45,6 0,1 0,6 0,0 0,2 8,6 0,8 76,8
25 6 60,2 0,5 1,4 0,3 0,3 59,2 7,6 92,9
25 6,5 669 2,2 5,7 1,6 1,7 86,0 18,3 95,6
25 7 67,8 2,9 8,5 2,3 1,7 95,1 18,9 96,5

Tabela 10. Producdo de proteinas no sobrenadante da precipita¢do, expresso

em g/L de plasma.
al-
EtOH proteina | IgG IgA IgM | fibrinogénio | Transferrina | antitripsina | albumina
(%) | pH | biureto | ELISA | ELISA | ELISA ELISA ELISA ELISA neph
20 5,5 | 26,457 | 0,061 0,045 | 0,001 0,000 1,327 0,071 29,402
20 6 | 29,603 | 0,157 | 0,162 | 0,002 0,001 1,692 0,459 29,174
20 6,5 | 30,445 | 0,223 | 0,261 0,004 0,002 1,799 0,745 30,737
20 7 | 31,792 | 0,368 | 0,579 | 0,008 0,012 1,765 0,907 30,460
22,5 |55 24,673 | 0,021 | 0,015 | 0,000 0,000 0,852 0,013 28,591
22,5 6 | 28,095 | 0,062 | 0,061 0,002 0,001 1,403 0,255 30,946
22,5 16,5 29,577 | 0,097 | 0,114 | 0,002 0,001 1,542 0,322 30,488
22,5 7 | 30,609 | 0,165 | 0,246 [ 0,005 0,001 1,747 0,320 30,455
25 5,5 19,833 | 0,004 | 0,007 | 0,000 0,000 0,155 0,009 24,263
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al-

EtOH proteina | IgG IgA IgM | fibrinogénio | Transferrina | antitripsina | albumina
(%) | pH | biureto | ELISA | ELISA | ELISA | ELISA ELISA ELISA neph
25 | 6 [ 26212 | 0025 | 0,018 | 0,001 0,001 1,062 0,089 29,325
25 | 6,5]29097 [ 0,119 | 0,072 | 0,006 0,004 1,795 0,215 30,198
25 | 7 [ 29512 | 0,157 | 0,107 | 0,009 0,004 1,706 0,223 30,458

Exemplo 2 - NG2 C96
[00273] Uma comparagao experimental de esquemas de purificacdo de

IgG realizados com e sem uma precipitagdo inicial de 8% de etanol foi
realizado para determinar se um aumento adicional da recuperacdo de IgG
pode ser obtido usando um pH baixo (5,5), teor elevado de etanol (25%) de
precipitacdo, tal como delineado no Exemplo 1.

[00274]
com (NG2C96/1) ou sem (NG2C96/2) um estagio de precipitacdo inicial

Resumidamente, 100 kg de crio-sobrenadante foi processado

(Fragao 1), realizada utilizando 8% (v/v) de etanol a concentracao final a pH
7,4 e 0°C. O pH do crio-sobrenadante (NG2C96/1) ou fragdo I sobrenadante
(NG2C96/2) foi ajustada para pH 5,5 £ 0,1 e o etanol foi adicionada a uma
concentragdo final de 25% (v/v). As misturas em que, em seguida, incubadas
a -5 + 2°C durante 5 horas para permitir a precipitacdo de proteinas. Os
precipitados resultantes (precipitado (I) + II + III) e os sobrenadantes
(sobrenadante (I) + II + III) foram separados por centrifugacdo. Devido ao
tamanho das reacdes de precipitagdo, duas centrifugacdes foram necessarias
para cada reacdo. Os precipitados resultantes de cada centrifugacdo foram
processados separadamente.

[00275] Os precipitados foram suspensos em tampao contendo fosfato
de monossddio a 5 mM, acetato de s6dio 5 mM, e 600 mg/L de 4cido acético
glacial numa razdo de 1 parte precipitado por 15 partes de tampao, o pH foi
ajustado para 4,8 £+ 0,2, e agitou-se a extrair proteinas durante 2 horas a entre
4°C e 8°C. Apds a incubagdo de extracdo, 40 g de silica (Si0,)/kg de
precipitado (I) + II + III foi misturado nas reagdes e agitou-se durante 50

minutos a entre 4°C e 8°C. 400 g de filtro de auxilio Cellpure/kg precipitado

(I) + IT + III foi entdo misturada e as reacdes foram filtradas através de
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membranas de Cuno 50SA para remover o material insolivel, formando um
(I) + IT + III de filtrado e um bolo de filtracao. O bolo de filtracao foi lavado
com tampao contendo 5 mM de fosfato monossddico, acetato de sédio 5 mM,
e 150 mg/L de acido acético glacial, o filtrado do que foi adicionada a (I) + II
+ III filtrado.

[00276] Polissorbato 80 foi adicionado aos filtrados para uma
concentragdo final de 0,2% (p/p), e as solu¢des foram incubadas durante 30
minutos. Citrato de s6dio di-hidratado foi entdo adicionado as solucdes a uma
concentragdo final de 0,8% (p/p) e a solucdo foi incubada durante 30 minutos
adicionais. Ap0s a segunda incubacdo, o pH da solugao foi ajustado para 7,0
usando hidroxido de sédio e etanol foram misturados para uma concentragao
final de 25%. A temperatura foi reduzida para entre 0°C e -10°C para permitir
a precipitacdo. O precipitado (PptG) e sobrenadante (PptG sobrenadante)
foram separadas por centrifugacao.

[00277] Determinaram-se os teores de imunoglobulinas IgG, IgA, e
IgM de cada sub-estidgio das reacdoes de purificagdo. Como mostrado na
Tabela 11, a remoc¢do da primeira etapa de precipitacdo da fracao I resultou
num rendimento significativamente maior de IgG na composi¢do final
(comparar PptG dissolvido NG2C96/2 (sem precipitacdo Fracdo I) para
NG2C96/1 (com precipitagao Fragdo I). Da mesma forma, a IgA (Tabela 12)
e IgM (Tabela 13) o conteido da fragdo PptG dissolvido formado sem a
primeira etapa de precipitacdo da fracao I.

[00278] Notavelmente, a Etapa de precipitagdo da fragcdo I € utilizado,
em parte, para remover o fibrinogénio a partir de composi¢coes contendo
imunoglobulina. Embora o teor em fibrinogénio final da fracdo PptG
dissolvido formado sem a primeira etapa de precipitacdo da fracdo I €
aproximadamente 6 vezes maior do que o conteudo da fracdo PptG formada
com a primeira etapa de precipitacao da fracdo I, o esquema de fracionamento

remove mais de 99% do teor de fibrinogénio presente no material de partida
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de crio-sobrenadante (Tabela 14).

Tabela 11. Teor de IgG, expresso em g/l de plasma das vdrias fracoes
formadas durante o fracionamento do plasma usando um pH baixo, reacdo
elevada de precipitacdo de alcool com e sem uma etapa de precipitacdo da

fracdo I com 8% de etanol inicial.

IeG
g/L de plasma
ING2C96/1ING2C96/1B[NG2C96/2|NG2C96/2B
precipitagcdo I + III |precipitacdo I + 1T + III

plasma 5,36 5,36
sobrenadante I 5,32 -
Ppt I dissolvido sobrenadante 0,11 -
sobrenadante (I) + II + IIT 0,004 0,007
(D) + II + III suspensao 4,37 4,72 5,07 4,40
(I) + I + III filtrado 4,55 5,33 5,36 4,77
filtro sobrenadante dissolvido| 0,10 0,18 0,08 0,10
PptG sobrenadante 0,08 0,06 0,09 0,05
PptG dissolvido 4,03 - 5,03 -

Tabela 12. Teor de IgA, expressa em g/L a partir de plasma das varias fracoes
formadas durante o fracionamento do plasma usando um pH baixo, reacdo
elevada de precipitacdo de alcool com e sem uma etapa de precipitacdo da

fracdo I com 8% de etanol inicial.

IgA
g/L de plasma
ING2C96/1|NG2C96/1B[NG2C96/2|NG2C96/2B
precipitagdo II + III |precipitacdo I + I + III

plasma 1,20 1,20
sobrenadante 1 1,14 -
Ppt I dissolvido sobrenadante - -
sobrenadante (I) + II + III 0,001 0,002
(D + II + III suspensdo 0,92 1,37 1,08 1,21
(D + II + III filtrado 0,80 1,02 1,01 0,96
filtro sobrenadante dissolvido - - - -
PptG sobrenadante - - - -
PptG dissolvido 0,66 - 0,79 -

Tabela 13. Teor de IgM, expressa em g/ a partir de plasma das vdrias
fracoes formadas durante o fracionamento do plasma usando um pH baixo,
reacao elevada de precipitacdo de dlcool com e sem uma etapa de precipitagdo

da fracdo I com 8% de etanol inicial.

IgM
g/L de plasma
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ING2C96/ 1|NG2C96/ I1BING2C96/2|NG2C96/2B
precipitagdo II + III |precipitacdo I + I + III

plasma 0,41 0,41

sobrenadante I 0,39 -

Ppt I dissolvido sobrenadante - -

sobrenadante (I) + II + III 0,0001 0,0004

(D) + II + III suspensao 0,38 0,45 0,40 0,41

(D + II + III filtrado 0,22 0,24 0,29 0,28

filtro sobrenadante dissolvido - - - -

PptG sobrenadante - - - -
PptG dissolvido 0,19 - 0,29 -

Tabela 14. Teor em fibrinogénio, expresso em g/L. a partir de plasma das
varias fracdes formadas durante o fracionamento do plasma usando um pH
baixo, reacdo elevada de precipitacdo de alcool com e sem uma etapa de

precipitacdo da fracdo I com 8% de etanol inicial.

Fibrinogénio

g/L de plasma

ING2C96/ 1|NG2C96/ 1B|NG2C96/2[NG2C96/2B

precipitagcdo I + III |precipitacdo I + 1T + III
plasma 1,45 1,45
sobrenadante I 0,28 -
Ppt I dissolvido sobrenadante - -
sobrenadante (I) + II + IIT 0,0001 0,0004
(D + II + III suspensdo 0,25 0,34 1,27 1,34
(I) + I + III filtrado 0,002 0,005 0,017 0,018
filtro sobrenadante dissolvido - - - -

PptG sobrenadante - - - -
PptG dissolvido 0,0021 - 0,013 -

Exemplo 3 - NG2 C99

[00279] Para explorar ainda mais o uso de um pH baixo, precipitacao
elevada de dlcool no lugar de estiagios de fracdo de alcool Cohn-Oncley e
Kistler-Nitschmann tradicionais a montante (ou seja, Cohn Fracdo I e II; Cohn
Fracdo I e II + III, ou Kistler Nitschmann 8 a 10% de etanol, precipitado A,
precipitado B) os precipitados NG2C96/2 e NG2C96/2B PptG foram
combinados e ainda enriquecidos para IgG.

[00280] Resumidamente, o combinado NG2C96/2 e precipitados
NG2C96/2B PptG foram suspensas em dgua para injecdo (WFI), ajustado a
pH 4,75 £ 0,75 com 4cido acético e uma condutividade de 4,5 = 1,5 mS/cm,

com cloreto de sédio. Um auxiliar de filtragdo foi adicionado e a suspensdo
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foi filtrada através de membranas Cuno VRO06 para formar um filtrado
clarificado PptG (VRO06). O filtrado clarificado foi entdo tratada com
solventes e detergentes (de tratamento S/D) de acordo com os procedimentos
padrdo.

[00281] O filtrado fo1 tratado S/D foi carregado numa coluna de CM-
Sepharose equilibrada com tampdo contendo 10 mM de acetato de sodio (pH
5,0) e o fluxo de passagem (CM D/N) foi recolhido. A coluna foi entdo lavada
com tampao contendo 10 mM de acetato de s6dio (pH 35,5) e a lavagem (W
CM) foi recolhido. As imunoglobulinas foram eluido da coluna utilizando um
tampao de elui¢do contendo 55 mM de fosfato monossédico e TRIS a 10 mM
(pH 8,5). O eluato foi recolhido em trés fragdes: Fracio 1 (CM E-VL),
incluindo a primeira por¢do do produto de eluicdo com uma OD,gy de menos
de 100 mAU; Fracao 2 (CM E), incluindo o pico de eluato com uma OD,g,
superior a 100 mAU sobre o bordo de ataque do pico de elui¢do e uma ODyg
superior a 400 mAU na borda do retardamento do pico de eluicdo; e Fracao 3
(CM E-NL), incluindo a parte do fluido no lado do retardamento do pico com
uma OD280 de menos de 400 mAU.

[00282] O pH e a condutividade da Fragdo 2 eluato foi ajustado para
6,4 e 2,3 mS/cm, utilizando 4cido acético glacial e dgua para injecao (WFI),
respectivamente. A fracdo 2 eluato foi em seguida carregado numa resina de
troca aniOnica de fluxo rdpido ANX Sepharose equilibrada com tampao
contendo 15 mM de fosfato monossédico (pH 6,4) a uma concentragdo de
carga de 100 mg de proteina/ml de resina. O fluxo através de permuta de
anions, que contém a maioria da IgG foi recolhido (ANX D/N). Ligacdo a
resina de permuta anidnica A proteina foi eluida da coluna com uma solugdo
contendo cloreto de s6dio a 2 M (ANX 2M de NaCl).

[00283] A glicina foi adicionada ao fluxo através da fracdo de troca
anidnica e a amostra foi de ultra e diafiltrado (UF/DF), utilizando um Mini-2

Pellicon® (Millipore) contra uma solugio contendo 0,25 M de glicina (pH 5,2)
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até uma concentracdo de proteina de 5% era conseguida. A solucdo de
imunoglobulina foi adicionalmente concentrada para uma concentracao final
de proteina de 10% e o pH foi ajustado para 4,5 (dia-concentrado). A solucdo
de imunoglobulina a 10% foi em seguida esterilizada por filtracao usando um
Millipak 20 (Millipore), para formar a composi¢ao final de imunoglobulina
(recipiente final).

[00284] O perfil bioquimico para cada sub-estdgio da reacdo de
purificacdo foi determinado (Tabela 15 e Tabela 16). Como se mostra nos
dados, a composi¢ao final continha apenas niveis baixos de proteinas ndo
Ig@G, dentro de parametros aceitaveis para administragao farmacéutica.

Tabela 15. Caracterizacdo bioquimica das varias fracoes formadas durante o
fracionamento de plasma usando um pH baixo, reacdo de precipitacdo de

alcool elevada sem uma etapa de precipitacdo de Fracdo I de 8% de etanol

inicial.
Proteina IeG IgA IgM al antitripsina
g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn
Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto

Biuret | UV

Conjunto Cohn 47,38 5,36 1,20 0,41 1,01

sobrenadante I + II +

11 19,79 <0,0073 0,002 0,0004 0,004

I + II + III suspensdo 25,83 4,62 1,17 0,41 0,33

I + II + I1I filtrado 18,24 4,97 0,98 0,28

filtro sobrenadante

dissolvido 4,52 0,09 0,61

PptG sobrenadante 11,00 0,06

PptG dissolvido 7,46 5,46 1,01 0,32 0,01

VR 06 7,47 5,20 0,95 0,31

'VR 06 diluido 7,23 5,20 0,99 0,31

CM D/N 0,66 <0,04/0,026

CM W 0,11 | 0,09 <0,13/0,0066

CM E-VL 0,001 | 0,001 |<0,0031/<0,00001

CM E 6,16 | 5,38 4,85 0,60 0,042

CM E-NL 0,08 | 0,04 0,011/0,014

CM NaCl 2M 0,19 | 0,11 0,05/0,04 0,014 0,02

CM E diluido 5,33 4,61

ANX D/N 4,45 4,52 0,0014 0,00007

ANX NaCl 2M 1,34 0,40/0,28 0,59 0,044

dia-concentrado 4,16 2,55

pos lavagem 1 0,59

pos lavagem 2 0,05
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Proteina IeG IgA IgM al antitripsina
g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn
Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto
Biuret | UV
pos lavagem 3 0,01
dia-concentrado diluido| 3,81
recipiente final 3,86 3,94 0,0012 0,00004

Tabela 16. Outra caracterizacdo bioquimica das vérias fracdes formadas

durante o fracionamento de plasma usando um pH baixo, reacdo de

precipitacdo de alcool elevada sem uma etapa de precipitacdo de Fracdo I de

8% de etanol inicial.

a2 Complemento
macroglobulina | Fibrinogénio Transferrina Albumina C3
g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn g/L Cohn
Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto
Conjunto Cohn 1,45 2,17 0,80
sobrenadante I + II +
111 0,0004 2,44 <0,001
I + II + III suspensdo 1,32 1,99 6,40 0,55
I + IT + III filtrado 0,02 1,95 6,82 0,05
filtro sobrenadante
dissolvido
PptG sobrenadante
PptG dissolvido 0,46 0,02 0,02 0,04
VR 06 0,01 0,02 0,03
VR 06 diluido
CM D/N 0,17
CM W
CM E-VL
CME 0,22 0,011 0,024 0,020
CM E-NL
CM NaCl 2M
CM E diluido
ANX D/N <0,00002 <0,00006 0,003 <0,00004
ANX NaCl 2M
dia-concentrado
pos lavagem 1
poOs lavagem 2
pos lavagem 3
dia-concentrado
diluido
recipiente final 0,000001 0,00001 0,0028 0,00003

Exemplo 4 - NG2 C100

[00285]

Para validar o uso de um pH baixo, a precipitacdo de dlcool

elevado sem um estagio inicial baixa precipitacdo com élcool para remover o

fibrinogénio, 200 kg de crio-sobrenadante foi fracionado e enriquecida, tal
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como descrito para a amostra NG2C96/2 nos Exemplos 2 e 3, com um par de
alteracoes no processo. Em primeiro lugar, o baixo pH, estigio de
precipitacdo elevado de alcool (precipitagdo I-IV1) foi realizada utilizando
etanol a 25% a pH 5,1, em vez de 5,5. Em segundo lugar, o precipitado I-IV1
suspenso foi tratada com 33 g de silica (S10,)/kg precipitado I-IV1, em vez de
40 g de Si0y/kg precipitado. Em terceiro lugar, o eluato de permuta catidnica
CM foi carregada na resina de troca anidbnica ANX a uma concentragdo de
150 mg de proteina de resina mL. ANX, resina /, em vez de 100 mg/mL ANX.
Finalmente, o Cuno VRO6 filtrada fluxo de troca anibnica através foi passado
através de uma 35N PLANOVA® (Asahi Kasei Medical Co., Ltd.; Téquio,
Japao) para realizar um estdgio de nanofiltra¢ao antes ultra-/diafiltracao.
[00286] O teor de IgG de cada estagio da purificacao foi determinada e
os resultados sao fornecidos na Tabela 17. Em compara¢ao com o rendimento
médio de IgG especifica para o processo de fabricacio GAMMAGARD
LIQUID® (3,7 g de IgG/L de plasma de origem), o método de purificagio
utilizado neste exemplo resulta em um rendimento significativamente mais
elevado de 4,4 g de plasma de origem de IgG/l. Isso representa um aumento
de quase 20% no rendimento IgG. Caracterizacdo bioquimica da composi¢ao
final de IgG € relatado na Tabela 10 Como se pode ver na tabela, a
composicdo final de IgG tem mais do que 99% de pureza e o teor de
monOmero de IgG/dimero é maior do que 99,8%. O recipiente final contém
apenas vestigios de impurezas, cujos niveis estdo dentro de padroes
regulatorios.

Tabela 17. Teor de IgG das fracdes formadas durante o enriquecimento de

crio-sobrenadante usando um baixo pH inicial, etapa de precipitacao elevada

de alcool.
IgG
mg/ml g % |pureza (%)|g/1 de plasma
Conjunto Cohn 5,52 |1.113,94{100,00] 11.43 5,52
I-IV1 I-IV1 antes da adi¢do de EtOH
precipitacdo I-TV1 apés adigdo de EtOH
I-IV1 sobrenadante <0,00121f <0,029 |<0,026] <0,013 <0,0014




138 /162

IgG
mg/ml g % |pureza (%)|g/1 de plasma
I-IV1 sobrenadante de
centrifugagdo 1 <0,00121] <0,029 [<0,026] <0,013 <0,0014
I-IV1 sobrenadante de
centrifugagdo 2 <0,00121| <0,029 |<0,026] <0,013 <0,0014
I-IV1 precipitado
- Precipitado I-IV1 usado
I'IZélfr";;ggao T-IV1 suspensao 269 |975.30 [87.55| 13.43 483
Cuno filtrado 1.69 [1.186,24|106,49| 21.41 5,88
REZ 1 0.09 18.23 | 1,64 1,78 0.090
filtro REZ 2 0,02 2.31 | 0,21 1.04 0,011
PptG precipitacio
PptG- precipitagdo PptG sobrenadante 0,02 14.02 | 1.26 0,35 0,069
PptG usado
- PptG suspensio 474 11.152,39]1103,45| 69.55 5,71
iﬁ;ﬁ?ﬁ;ggf VR06 (PptG) 228 [1.074,82[9649| 6631 5.33
VRO6 diluido 13.80 ]1.126,98|101,17| 80.00 5,58
SD
Carga CM
D/N 0.140 | 1838 | 1.65 7,93 0.091
D/N 0,228 | 29.84 | 2.68 12.88 0,15
Y 0.005 1.96 | 0,18 16.45 0.010
Sef)]l?aioiiv[FF \ <0,068 | <27.91 | <2,51 | <234,48 <0,14
E-VL <0,0712| <0,59 |<0,05| <334,63 <0,00
E 23,2 [1.026,43]192.14| 86.02 5,09
E-NL 0,661 4.55 | 0.41 89,26 0.023
NaCl 2M 0,114 5,82 | 052 | 43.92 0,029
NaCl 2M 0,139 7,08 | 0,64 | 53.46 0.035
E diluido 9,005 |1.113,29/99,94| 92.64 5,52
ANX SEPH 4FF Carga ANX
baixo sub D/N 6.35 903,11 [81.07| 94,49 4,48
NaCl 2M 3 7899 | 7,09 | 26.31 0,39
VRO06 VRO06 (ANX) 6.185 972,42 (87.30| 101,23 4,82
Asahi ASAHI filtrado 5.27 907,55 |81.47| 94.95 4,50
Diaconcentrate 102,5 1910,38 | 81.73 | 100,89 4,51
pos lavagem 1 8,255 51.70 | 4,64 102,78 0,26
UF/DF pos lavagem 2
pos lavagem 3
Diaconcentrate (final) 96,1 |871,30 7822 96.56 4,32
FC recipiente final (calculado) 100 888,18 179.73 4.40

Tabela 18. Caracterizacdo bioquimica da composi¢ao final de IgG
enriquecido a partir de 200 L de crio-sobrenadante usando um baixo pH

inicial, etapa de precipitacao elevada de élcool.

Teste Unidade Resultado
Proteina Total - Kjeldahl mg/ml 109,8
Proteina Total - Kjeldahl mg/ml 108.5213
Albumina% 0
Pureza (CAE) a/b % glolbuhna 0
y-globulina% 100
denat.Proteina% 0
Distribui¢do de tamanho | Mondmero [%] 93,2085
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molecular Dimero [%] 6,6806
Polimero [%] 0,0828
Fragmentos [%] 0,0281
IgG neph mg/ml 100
IgA (ELISA) mg/ml 0,03
IgM (ELISA) mg/dl 0
IgE (ELISA) Ul/ml 66,2
Albumina (ELISA) mg/ml 0,00184
Fibrinogénio (ELISA) ug/ml <0,17
Plasminogénio (ELISA) ug/ml 0,26
C3 complemento mg/dl <194
Teste Grupo Subclasse O(rlgsgl/lllltj;jo
IgG1 54,7158
C 1gG2 29.22
IgG subclasse distribuicio 14G3 72029
1gG4 2,3634
Teste Unidade Resultado
Funcio IgG Fc (FACS) 108 £ 15
IgG Fc Hemaggl. Fungdo % 103
Identidade Proteina positivo
Atividade anIi)dolftica (PL- amol/ml 873
Anticomple. Atividade % 42
PKA % Do lote ref 3 1.59
PKA Ul/ml 1.2
NAPPT mg 0,773
Fator Xla mU/ml 24.9
pM 771,6
Aparéncia satisfatoria
ph 5.643
Silicio ig/l 664
Aluminio ig/l <25
Glycine M 0,074
A osmolaridade mOsmol/kg 90
Pyrogen UE/EUA sab/sat.
Densidade g/cm3 1,0301
SD Reagentes
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm 0.50
Polissorbato 80 ppm <26
Tri (n-butil) fosfato ppm <0,2
Teste Unidade Resultado
Anticorpos
Difteria IU/mL 8,0
Difteria IU/mL 9
Sarampo IU/mL 39.63
Antigénio HBs (ELISA) negativo
HBs (ELISA) mUI/mL 5775
Poliomielite Quociente gg 176 0,90
HAV (ELISA) Ul/mL 13.8
Parvo B19 (ELISA) Ul/mL 426
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Haemophilus Influenzae Titer 1: 6400
Anti D Anticorpos satisfatéria
Anti A & ANTIB Anti A 16
Hemaglutininas
Anti B 8
Exemplo 5 - PO2910NG?2
[00287] Para comparar o efeito da passagem do eluato de permuta

catibnica CM através de uma coluna de permuta anidnica ANX em
concentragdes de carga de 100 g de resina mL. ANX proteina/ml de resina
ANX e 150 g de proteina /, 200 L de crio-sobrenadante foi fracionado por
meio de uma primeira baixa pH (5,4), elevado de élcool (25%) estagio de
precipitacdo e processado para formar um precipitado PptG como descrito
para a amostra NG2C96/2 nos Exemplos 2 e 3 O teor de IgG, IgA, e IgM de
as fracoes a montante se formaram foram determinados e sdo relatado na
Tabela 19, Tabela 20, e Tabela 21, respectivamente.

[00288] O precipitado PptG resultante foi dividida em duas amostras
de 1,8 kg, que foram enriquecidas para o recipiente final, como descrito para a
amostra NG2C96/2 nos Exemplos 2 e 3, excepto que uma amostra foi passada
através da resina de troca anidnica ANX a uma concentracdo de carga de 100
mg de proteina/ml de resina ANX (PO3010NG2) e o outro foi passada através
da resina de troca anidnica ANX a uma concentracdo de carga de resina de
150 mg de proteina/mL. ANX (PO3110NG2).

[00289] O teor de IgG de cada etapa de enriquecimento a jusante das
purificagdes foi determinada e os resultados sdo fornecidos na Tabela 22 e
Tabela 23. Em comparacdo com o rendimento de IgG média para o processo
de fabricagio GAMMAGARD LIQUID® (3,7 g de IgG/L de plasma de
origem), a métodos de purificacdo usados neste exemplo resulta em
rendimentos significativamente mais elevados de 4,3 g de plasma de origem
de IgG/l. Isso representa um aumento de 16% no rendimento de IgG.
Caracterizagdes bioquimicas das composi¢des finais de IgG sdo apresentados

na Tabela 16 e Tabela 17 Como pode ser visto nas tabelas, as composicdes
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finais de IgG tém mais do que 99% de pureza e o mondmero de IgG/teor de
dimero sdao maiores do que 99,8%. O recipiente final contém apenas vestigios
de impurezas, cujos niveis estdo dentro de padroes regulatorios.

Tabela 19. Teor de IgG das fracdes a montante formadas durante o
fracionamento de plasma, utilizando um pH inicial baixo (5,4), reacdo de
precipitacdo elevada de dlcool (25% de etanol).

50 calc. IgG nefelometria IPC/ELISA
p peso

kg ke mg/ml g %

pureza g/l de
(%) plasma

Cohn Conjunto 204,60| 204,60 | 5,26 [1,076,20[100,00] 10,72 5,26

I-IV1 antes da adicao de
EtOH

-I-TV 1 precipita¢do Hvl a%(;(s)ﬁhgao de 266,56 267,14
I-IV1 sobrenadante  [247,80( 248,64 10,00517| 1,29 | 0,12 | 0,03 0,01
I-IV1 precipitado 17,10] 17,16
Precipitado I-IV1 usado | 11,21 | 17,16
I-IV1 suspensdo 180,21{ 275,80 | 4,09 |1,128,02{104,82| 23,15 5,51
Cuno filtrado 340,70 522,00 | 2,11 |1,101,42(102,34] 34,72 5,38
PptG precipitagio 2,59 | 3,96
PptG sobrenadante 442,20 677,32 10,0235 15,92 | 1,48 | 0,93 0,08
ELISA

206,46 206,81

I-IV1 extragdo
a.filtracdo

PptG-precipitagdo

Tabela 20. Teor de IgA das fracdes a montante formadas durante o
fracionamento de plasma, utilizando um pH inicial baixo (5,4), reacdo de

precipitacdo elevada de dlcool (25% de etanol).

calc. IgA ELISA

peso o
kg pk o mg/ml| g %

pureza g/l de
(%) plasma

Cohn Conjunto 204,60 204,60 | 1,18 [241,43]100,00[ 2,41 1,18

I-IV1 antes da adi¢do de
EtOH

I-IV1-precipitagdo vl all)zczz)?{dlgao de 266,56| 267,14
I-IV1 sobrenadante  |247,80| 248,64 10,00251] 0,62 | 0,26 | 0,01 0,0031
I-IV1 precipitado 17,10 17,16
Precipitado I-IV1 usado | 11,21 17,16
I-IV1 suspensdo 180,21} 275,80 | 0,861 |237,46/98,36| 4,87 1,16
Cuno filtrado 340,70( 522,00 | 0,365 |190,53[78,92| 6,01 0,93
PptG precipitagdo 2,59 | 3,96
PptG sobrenadante  [442,20| 677,32

206,46 206,81

I-IV1 extragdo
a.filtracdo

PptG-precipitagdo

Tabela 21. IgM conteido das fragdes a montante formados durante
fracionamento de plasma usando um pH inicial baixo (5,4), reagdo de

precipitagdo elevada de dlcool (25% de etanol).
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calc. IgM ELISA
peso
Kk peso g/l de
g ke mg/ml g % pureza (%) plasma
Cohn Conjunto | 204,60 | 204,60 0,451 92,27 | 100,00 0,92 0,45
I-IV1 antes da
adi¢do de EtOH 206,46 | 206,81
[-IV1 apds adicdo
I-.I\.ll- i de EtOH 266,56 | 267,14
precipitagdo IV
A 247,80 | 248,64 | 0,00021 | 0,052 | 0,0566 <0,0011 [<0,00026
sobrenadante
I-IV1 precipitado| 17,10 17,16
Precipitado I-IV1 11.21 17.16
I-IV1 extracdo usado
afiltracdo I-IV1 suspensao | 180,21 | 275,80 0,353 97,36 | 105,51 2,00 0,48
Cuno filtrado | 340,70 | 522,00 0,110 57,42 | 62,23 1,81 0,28
PpIG- PptG p;ecg)itagﬁo 2,59 3,96
precipitacdo pt 442,20 | 677,32
sobrenadante

Tabela 22. Teor de IgG das fragdes a jusante formadas durante fracionamento

de plasma usando um pH inicial baixo (5,4), reacdo de precipitacdo elevada

de 4lcool (25% de etanol), e uma concentracdo de carga troca de anion ANX

de 100 mg/ml de resina ANX (PO3010NG2).

IgG
Peso |Corr.Peso (kg)|Proteina Rendimento | Pureza | g/l de | Rendimento%
Amostra (Kg) corr. G) |me/mlf e (%) (%) | plasma Estdgio
PptG Suspensao e
Filtracao
PptG Susp. | 102 | 8,36 8,36 644,59 | 55,7 465,47 100 72,2 4,99
PptG Filtrat. | 10/6 [1591 16,24 669,20 30 487,34 104,70 72,8 522
Pptg}egltrat 10/7 132,50 33,43 658,56 13,7 458,05 98,41 69,6 491 100,00
CM
Sepharose
D 12/12 A| 38,00 53,88 48,9 10,0937]5,048 1,085 10,325 | 0,054 1,10
N 12/12 B|127,60 180,91 0,54 [<0,0712] 0,00
VL 12/12 C| 2,41 3,41 0,04 1<0,0712 0,00
Eluate [12/12 D[ 13,40 19,00 580,49 | 23,8 452,17 97,14 77,9 4,85 98,72
NL 12/12 E| 1,18 1,67 2,18 | 0,642 [1,073 0,23 49,1 0,012 0,23
NaCl2M |[12/12 F| 15,01 21,28 9,69 | 0,163 | 3,47 0,75 35,8 0,037 0,76
Sum 99,20 4,95 100,81
]])3111:;;?;) 12/13 14,3377 37,49 599,85 10,7 j401,16 86,18 66,9 4,30 100,00
ANX-
Sepharose
D/N 13/6 A| 7,83 53,94 419,63 | 8,27 [446,05 95,83 106,3 4,78 111,19
NaCl2M | 13/6 B | 2,34 16,12 144,67 | 2,38 |38,37 8,24 26,5 0,41 9,56
Sum 10,407 5,19 120,76
UF/DF
Colrfe/?tlr:ate 15/14A1 0,42 291 412,48 134 390,39 83,87 94,6 4,18 87,52
P6s-Wash 1 |15/14B | 0,20 1,39 13,63 | 104 |14,41 3,10 105,7 0,15 3,23
Sum 100% de
UF/DF
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IgG
Peso |Corr.Peso (kg)|Proteina Rendimento | Pureza | g/l de | Rendimento%
Amostra (Kg) cort. G) |me/mll e (%) (%) | plasma |  Estdgio
PptG Suspensdo e
Filtragao
Granel 16/1 | 0,53 3,97 415,03 101 [400,71 86,09 96,55 4,30 102,64
EB 19/1 | 0,53 3,97 415,03 102 [404,68 86,94 97,51 4,34 103,66

Tabela 23. Teor de IgG das fragdes a jusante formadas durante fracionamento

de plasma usando um pH inicial baixo (5,4), reagdo de precipitagdo elevada

de 4dlcool (25% de etanol), e uma concentragdo de carga troca de anion ANX

de 150 mg/ml de resina ANX (PO3110NG2).

IgG
Peso | Corr.Peso |Proteina Rendimento | Pureza | g/l de | Rendimento%
Amostra Kg) | (ke)corr. | (@) |™em| (%) (%) | plasma Estagio
PptG Suspensdo e
Filtragdo
PptG Susp. 10/2 8,36 8,36 644,59 56,7 (465,47 100 72,2 4,99
PptG Filtrat. 10/6 | 15,91 16,24 669,20 30 487,34 104,70 72,8 5,22
PptG Filtrat
verd. 10/7 |32,50| 33,43 [658,56| 13,7 458,05 98,41 69,6 4,91 100,00
CM Sepharose
D 12/12 A1 38,00 | 53,88 48,9 10,0037 5,05 1,08 10,3 0,054 1,10
Y 12/12 B |127,60| 180,91 0,54 1<0,0712 0,00
VL 12/12C| 2,41 341 0,04 [<0,0712] 0,00
Eluate 12/12D | 13,40 19,00 [580,49| 23,5 452,17 97,14 77,9 4,88 95,72
NL 12/12E | 1,18 1,67 2,18 | 0,642 | 1,07 0,23 49,1 0,01 0,23
NaCl 2M 12/12 F | 15,01 21,28 9,69 | 0,163 | 3,47 0,75 35,8 0,04 0,76
Sum 99,20 4,95 100,81
Diluido Eluate| 12/13 14,3377 37,49 ]599,85| 10,9 408,65 87,79 68,1 4,38 100,00
ANX-Sepharose
D/N 13/6 A | 11,18 51,03 [416,92] 8,79 [448,56 96,37 107,6 4,81 109,76
NaCl 2M 13/6 B | 2,37 10,83 144,251 3,11 [33,68 7,24 233 0,36 8,24
Sum 103,60 5,17 118,01
UF/DF
UF/DF
Concentrate | 15/14A | 0,57 2,61 42526 150 [391,90 84,19 92,2 4,20 87,37
P6s-Wash 1 | 15/14B | 0,55 2,51 13,46 | 5,87 |14,76 3,17 109,7 0,16 3,29
Sum 100% de UF/DF
Granel 16/1 0,84 4,07 44539 97 [39491 84,84 88,67 4,23 100,77
EB 19/1 0,84 4,07 445,391 99,1 [403,45 85,68 90,59 4,32 102,95

Tabela 24. Caracterizacdo bioquimica da composi¢cdo final de IgG

enriquecido a partir de crio-sobrenadante utilizando um pH inicial baixo (5,4),

de reacdo de precipitacdo elevada de dlcool (25% de etanol), e uma

concentracao de carga anidnica de troca ANX de 100 mg/ml de resina ANX

(PO3010NG?2).

Teste Unidade Resultado

Proteina Total - Kjeldahl mg/ml 109,9996
Pureza (CAE) Albumina% 0
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Teste Unidade Resultado
o/p globulina% 0
v-globulina% 100
CENAT. Proteina% 0
Mono6mero [%] 94,8683
Distribui¢do de tamanho molecular Dn/nero [%] 4,957
Polimero [%] 0,0698
Fragmentos [%] 0,104
IgG neph g/l 91,3
IgA (ELISA) mg/ml 0,05
IgM (ELISA) mg/dl 0
Fibrinogénio (ELISA) ug/ml <0,17
Plasminogénio (ELISA) ug/ml 0,26
C3 complemento mg/dl <194
Teste Grupo Subclasse R[l(i/slgill(lj]o
IgG1 (mg/ml) 47,897
IgG-subclasse distribuigio iigi E:ijﬁg 265”28311577
I1gG4 (mg/ml) 2,0201
acTeste Unidade Resultado
1gGi Fc Fun¢do Hemaggl. % 109
Atividade amidolitica (PL-1) nmol /ml min <10
Anticomple. Atividade % 38
% Muito ref 3 1,399
1
PKA 1,486
Ul/ml 0.957
<4
NAPTT mg > 10
Aparéncia Satisfatério
pH 4,84
Fator XI mUI/mL <0,04
SN13a mU/ml <0,375
A osmolaridade mOsmol/kg 266
Densidade g/cm3 1,0346
Teste de producio de trombina 122,66
Fator do complemento I ug/ml 69,1
Amidolitico profil atividade S-2288 <5
S-2266 <5
S-2222 <5
S-2251 <5
S-2302 <5
Reagentes SD
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm <0,1
Polissorbato 80 ppm <26
Tri (n-butil) fosfato ppm 0,1178
Teste Unidade Resultado
Anticorpos
Anti D Anticorpos Satisfatério
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Teste Unidade Resultado
Anti A & ANTIB Hemaglutininas Anti A 16
Anti B 4

Tabela 25. Caracterizacdo bioquimica da composi¢cdo final de IgG
enriquecida a partir de crio-sobrenadante utilizando um pH inicial baixo (5,4),
de reacdo de precipitacdo elevada de dlcool (25% de etanol), e uma

concentracao de carga anidnica de troca ANX de 150 mg/ml de resina ANX

(PO3110NG2).
Teste Unidade Resultado
Proteina Total - Kjeldahl mg/ml 108,3393
Albumina% 0
o/p globulina% 0
Pureza (CAE) v-globulina% 100
denat. Proteina% 0
Mono6mero [%] 94,9047
o Dimero [%] 4,9122
Distribui¢do de tamanho molecular -
Polimero [%] 0,0762
Fragmentos [%] 0,1068
IgG neph g/l 95,7
IgA (ELISA) mg/ml 0,08
IgM (ELISA) mg/dl 0
Fibrinogénio (ELISA) ug/ml 0,33
Plasminogénio (ELISA) ug/ml 0,27
C3 complemento mg/dl <194
Teste Subclassgroup R[i/slgﬁ(li]o
IgG1 (mg/ml) 54,0113
IgG-subclasse distribui¢do igi ?;iﬁig 2 68”06 648682
1lgG4 (mg/ml) 2,3599
Teste Unidade Resultado
IgG Fc Hemaggl Funcdo. % 91
Atividade amidolitica (PL-1) NMCL/ml min <10
Anticomple. Atividade % 36
% Muito ref 3 2,261
1,8
PKA 1,864
Ul/ml
0,763
<4
NAPTT mg > 10
Aparéncia Satisfatério
pH 4,853
Fator XI mU/ml <0,04
SN13a mU/ml 31,3
A osmolaridade mOsmol/kg 266
Teste de producio de trombina 109,81
Densidade g/cm3 1,0344
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Teste Unidade Resultado
Fator do complemento I ug/ml 147
Amidolitico profil atividade S-2288 <5
S-2266 <5
S-2222 <5
S-2251 <5
S-2302 <5
Reagentes SD
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm <0,1
Polissorbato 80 ppm <26
Tri (n-butil) fosfato ppm 0,1414
Teste Unidade Resultado
Anticorpos
Anti D Anticorpos Satisfatério
Anti A & ANTIB Hemaglutininas Anti A 16
Anti B 4

Exemplo 6 - NG2C107B

[00290] A viabilidade de extragcdo de alfa-1-antitripsina (A1PI) a partir
da porcao insoluvel de um pH baixo, de precipitacdo elevada de alcool usado
na fabricagdo de imunoglobulinas IgG foi investigada. Resumidamente, duas
amostras de 500 kg (# 1 e # 3) o filtro insoldvel formado durante a filtragao da
fracdo extraida I-IV-1 precipitado foram primeiro suspensas em 2,8 partes de
dgua (p/p) em 7 £ 2°C e o pH das amostras foi ajustado a 5,5 £ 0,1. As
suspensoes foram filtradas através de uma membrana CUNO 10CP, formando
filtrados (1.Filtrat) e segundos filtros. Os segundos filtros foram entdo
suspensos em 5 partes de agua (p/p), a temperatura das suspensodes foi
ajustada para 17 + 2°C, o pH das amostras ajustado para 8,8 = 0,2, e as
amostras foram, em seguida, agitada durante 8 horas enquanto se mantém a
temperatura e pH a extrair A1PI a partir do material insoluavel.

[00291] ApOs a incubacdo, 10 mmol de Tris e 150 mmol de cloreto de
sédio por kg de suspensdo foram adicionados as amostras e o pH foi ajustado
para 8,0 £ 0,1. 176 g de PEG 3350 kg por suspensdo foi adicionada as
amostras, que foram incubadas a 17 + 2°C durante 1 hora. As suspensoes
foram, em seguida, filtradas para remover o material insolavel a partir do
sobrenadante (2.Filtrat) contendo o A1PI extraida.

[00292] A1PI em bruto foi entdo precipitado a partir do segundo
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filtrado por meio da adi¢do de ambos os 0,35 g de cloreto de zinco/kg filtrado
(2,5 mM ZnCl; amostra # 1) ou 0,54 g/kg de cloreto de zinco/kg filtrado (4,0
mM ZnCl; amostra # 3), ajustar o pH para 7,5 + 0,2, e incubando as amostras
em 7 + 2°C durante 3 horas. O precipitado de cloreto de zinco foi recuperado
por centrifugacdo (ZnCl, cento). A1PI foi extraido a partir do precipitado de
cloreto de zinco com 50 mM de EDTA de sédio (Zn-EDTA-Conz).

[00293] O teor de A1PI (a1 A) e foi determinada a atividade de cada
estdgio no processo de enriquecimento e € apresentado na Tabela 26. Cerca de
400 mg de A1PI plasma/L fonte ativa foi recuperada no estagio de extracao
de EDTA. Notavelmente, quando A1PI foi extraida a 38 + 2°C e um pH de
cerca de 9,2 a cerca de 600 mg de plasma A1PI/L fonte ativa foi recuperada.
Tabela 26. Teor de alfa-1-antitripsina de fracdes de jusante formados durante
o fracionamento do plasma, utilizando um pH inicial baixo (5,4), alta de

alcool (25% de etanol) a reacdo de precipitagdo e precipitagdo de zinco.

Al1A ELISA AlA-Atividade OC
peso peso mg/L | pureza (% de mg/L | Atividade%vs
(G) |corr (g) |(Mg/mL)| mg [plasmal Biureto) (Mg/mL)| mg |plasma| ELISA
Filtro 500,50
Suspensao do bolo |1,900,40]1,900,40
Susp Cake.cento | 32,71 (1,209,85] 0,0964 [117]32,32 7,69 0,02 |24 | 6,71 20,7
1.Filtrado 3,291,90]3,380,85[ <0,0175 <59 |<16,40 <5,32 0,01 341937 57,1
Extr. n.pH 3,956,90[4,063,82
I | Extr.n.pHcento | 42,61 [3,385,99| 0,636 [2153[596,84 10,09 0,43 1456}403,52 67,6
2.Filtrado 7,357,80[7,653,33] 0,295 [2258]625,73 15,96 0,2 [1531}424,22 67,8
7ZnCl2 cento 7,487,40(7,841,42)
7ZnCl2 excl
cento.conc 7,305,73(7,651,16] 0,00646 | 49 | 13,70 1,13
Zn-EDTA-conc |1,150,58|1,204,98] 1,83 [2205[611,15 23,41 1,13 |1362(377,37 61,7
Filwo | 5065 | I [ 1| I [ 1|
Suspenséo do bolo |1,926,30]1,926,30
Susp Cake.cento | 32,50 (1,224,18] 0,102 |[125] 34,20 7,92 0,02 |24 6,71 19,6
1.Filtrado 3,448,10[3,539,99(<0,0175| <62 |[<16,97 <5,40 0,01 |35 9,69 57,1
Extr. n.pH 4,175,904,287,18
3 | Extr.n.pH cento | 43,03 [3,611,54] 0,589 [2127|582,57 9,33 0,42 [1517415,41 71,3
2.Filtrado 7,860,20[8,167,45| 0,314 [2565/702,35 17,97 0,15 ]1225|335,52 47,8
7ZnCl2 cento 8,112,00]8,483,06]
ZnCl2 excl
cento.conc 7,913,50(8,275,48|0,00319| 26 | 7,23 0,59
Zn-EDTA-Conz |1,485,86/1,553,83] 1,38 [2144|587,25 22,87 0,86 11336|365,96 62,3

Exemplo 7 - PO3410NG2A e B
[00294] O efeito do pH sobre a recuperacdo de IgG a partir de um pH
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baixo, elevada precipitacdo de dlcool de crio-sobrenadante foi investigada.
Resumidamente, 100 L de crio-sobrenadante que tinham sido tratados para
remover o Fator IX, o Fator VII, e antitrombina III (AT III), por adsor¢do, foi
fracionado por precipitagdo com etanol a 25% a um pH de 5,4 ou (Amostra A;
P03410NG2A) ou 5,6 (Amostra B; P03410NG2B). As amostras foram, entao,
processadas para formar um precipitado G (precipitado PptG) e sobrenadante
(PptG sobrenadante), como descrito no Exemplo 2, excepto que 50 g de
S10,/kg precipitado I-IV-1 foi misturado com o precipitado I-IV-1 suspensao,
em vez de 40 g/kg de precipitado.

[00295] O teor de IgG, IgA, e IgM de formadas as fracdes foram
determinados e estdo apresentados na Tabela 27, Tabela 28, e Tabela 29,
respectivamente. Nomeadamente, cerca de 90% do teor de IgG do plasma de
origem € recuperada na fracao I-IV-1 CUNO filtrado quando a precipitagcdo
inicial é realizada a um pH de 5,4 (93,8%) ou pH 5,6 (88,8%). Da mesma
forma, quase todo o teor de IgA e IgM de plasma de origem é recuperada na
fracdo I-IV-1 de suspensao.

Tabela 27. Teor de IgG das fracdes a montante formadas durante o
fracionamento do plasma usando um pH baixo (A = 5,4, B = 5,6), estigio

inicial de precipitacdo elevada de dlcool (25%).

IgG nefelometria IPC/ELISA

peso |calc. peso pureza g/l de
kg kg (%) plasma

Cohn Conjunto 101,20 101,20 6.01 608,21 100,00 12.65 6.01
Cohn Conjunto 101,82 101,20 5,96 603,15 100,00 12.55 5,96
I-IV1 antes da

mg/ml g %

101,82 | 102,28

adi¢do de EtOH
'ITIY 1 I-IV1 apés adicao 131,62 13221
A| precipitagdo de EtOH
I-IV1 sobrenadante| 123,40 | 124,23 | 0.00427 0,53 0.09 0,02 0,01
I-IV1 precipitado 7.11 7.16
Precipitado I-IV1 7.07 716
-I-IV 1 extragdo usado

a.filtragcdo I-IV1 suspensio 113,87 115,33 4,47 515,52 84.76 24.20 5,09
Cuno filtrado 222,10 | 225,45 2.53 570,39 93.78 40.77 5,64

PptG- PptG precipitagido 2.40 2,44
precipitacdo [ PptG sobrenadante | 288,20 | 292,81 0,0276 8,08 1.33 1.29 0,08

Cohn Conjunto 100,80 | 100,80 6.01 605,81 100,00 12.65 6.01

I-IV1 antes da
adi¢do de EtOH

I-IV1 apés adicdo | 131,43 131,56

B -I-IV 1 101,43 101,53

precipitacio
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de EtOH

I-IV1 sobrenadante| 123,40 123,81 0,0113 1,40 0,23 0,05 0,01

I-IV1 precipitado 6,52 6.55

Precipitado I-IV1 6.49 6.55

-I-IV 1 extragdo usado

a.filtragcdo I-IV1 suspensio 104,49 105,46 3.80 400,74 66.15 19.67 3,98
Cuno filtrado 201.60 | 203,86 2.64 538,19 88,84 46.74 5,34

PptG- PptG precipitagido 2.19 2.21
precipitacdo [ PptG sobrenadante| 261,40 | 264,60 0,0200 5.29 0,87 1,25 0,05

ELISA
IgG neph PPD/PS

Tabela 28. Teor de IgA das fracdes a montante formadas durante o

fracionamento do plasma usando um pH baixo (A = 5,4, B = 5,6), estigio

inicial de precipitacdo elevada de dlcool (25%).

| | | | | IgA ELISA |
peso cale, pureza
ke peso |mg/ml| g % (%) /1 de plasma]
kg
Cohn Conjunto 101,201 101,20 |1,1187|113,21{100,00| 2,36 1,12
[-IV1 antes da adigdo de
EOH ¢ 101,91 102,37
A I-IV 1 precipitagﬁo I-IV1 ap()s adigﬁo de EtOH |131,71f 132,30
[-IV1 sobrenadante 123,40 124,23 10,0027 0,34 | 0,06 0,01 0,003
[-IV1 precipitado 7,11 7,16
_ Precipitado I-IV1 usado 7,07 7,16
'I'Izﬁlltf:;gigao [-IV1 suspensio 113,87 115,33 | 1,03 [118,79]19,53] 5.58 1,17
Cuno filtrado 222,10] 225,45 | 0,41 193,09|15,31| 6,65 0,92
L PptG precipitacio 240 | 2,44
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante 288,20] 292,81
Cohn Conjunto [100,80 100,80 [1,1187]112,76]100,00] 2,36 1,12
[-IV1 antes da adi¢do de
EOH § 101,43| 101,53
-I-IV 1 precipitagio  |[-IV1 apds adicdo de EtOH [131,43] 131,56
[-IV1 sobrenadante 123,40( 123,81 [0,0073| 0,90 | 0,15 0,03 0,009
B [-IV1 precipitado 6,52 6,55
_ Precipitado I-IV1 usado 6,49 6,55
'I'I:ﬁlltf;‘gfao IV suspensio 104.49] 10546 | 103 [108.62[17.93| 5.33 1,08
Cuno filtrado 201,60 203,86 | 0,47 [95,00]15,68] 8,25 0,94
L PptG precipitagido 2,191 221
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante 261,40] 264,60

Tabela 29. Teor de IgM das fracoes a montante formadas durante o

fracionamento do plasma usando um pH baixo (A = 5,4, B = 5,6), estagio

inicial de precipitacdo elevada de alcool (25%).

IgM ELISA
pEZO Calcl.( geso meg/ml g % pl(l(r;)za p%QS?;a
A Cohn Conjunto 101,20 | 101,20 0,4381 44,34 | 100,00 0,92 0,44
VL. aldg;l) Z‘:%Stg‘;l 101,01 | 102,37
precipitagio | L1V é:%‘i;ﬁi?ao 131,71 | 13230
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I-IV1 sobrenadante | 123,40 124,23 0,00014 0,02 0,00 0,00 0,0002
I-IV1 precipitado 7,11 7,16
Precipitado I-IV1 7.07 7.16
I-IV1 extra¢do usado
afiltragcdo I-IV1 suspensao 113,87 115,33 0,4042 46,62 7,66 2,19 0,46
Cuno filtrado 222,10 | 225,45 0,1506 33,95 5,58 2,43 0,34
... _ | PptG precipitagdo 2,40 2,44
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante | 288,20 292,81
Cohn Conjunto 100,80 100,80 0,4381 44,16 | 100,00 0,92 0,44
I-IV1 antes da
adicdo de EtOH 101,43 101,53
1-IV1- I-IV1 apés adigdo
131,43 131,56
precipitacio de EtOH
I-IV1 sobrenadante | 123,40 123,81 0,00029 0,04 0,01 0,00 0,0004
B I-IV1 precipitado 6,52 6,55
Precipitado I-IV1 6.49 6.55
I-IV1 extra¢do usado
a filtragdo I-IV1 suspensio 104,49 105,46 0,4323 45,59 7,53 2,24 0,45
Cuno filtrado 201,60 | 203,86 0,1360 27,13 4,58 2,41 0,28
... | PptG precipitagdo 2,19 2,21
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante | 261,40 264,60

[00296]

Para caracterizar ainda mais o sistema de fracionamento, o teor

de fibrinogénio (Tabela 30), A1PI (Tabela 31), alfa-2-macroglobulina (Tabela
32), albumina (Tabela 33), transferrina (Tabela 34), e C3 (Tabela 35) foram

determinadas para vdrias fracOes a montante.

Tabela 30. Teor em fibrinogénio das fracdes a montante formadas durante o

fracionamento do plasma usando um pH baixo (A = 5,4, B = 5,6), estagio

inicial de precipitacdo elevada de alcool (25%).

| | | | | Fibrinogénio ELISA |
peso cale, pureza
ke peso | mg/ml g %o (%) g/l de plasma
kg
Cohn Conjunto 101,20 101,20 | 1,698 [171,84[100,00] 3,57 1,70
I-IV1 antes da adi¢do de
b 101,91 102,37
A | I-IVI1-precipitagdo I-IV1 ap6s adigdo de EtOH|[131,71] 132,30
I-IV1 sobrenadante 123,40| 124,23 |<0,0001| 0,01 | 0,00 0,00 0,00
[-IV1 precipitado 7,11 | 7,16
- Precipitado I-IV1 usado | 7,07 7,16
I'szlﬂfr);gggao I-IV1 suspensdo 113,87 11533 | 1,14 [131.01]21,54] 6,15 1,29
Cuno filtrado 222,10 225,45 | 0,03 | 6,52 | 1,07 0,47 0,06
L PptG precipitagdo 240 | 244
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante 288,20 292,81
Cohn Conjunto 100,80 100,80 | 1,698 [171,16[100,00] 3,57 1,70
I-IV1 antes da adi¢édo de
BoH 101,43( 101,53
B I-IV]-precipitagﬁo I-IV1 ap()s adigﬁo de EtOH|131,43| 131,56
I-IV1 sobrenadante 123,40 123,81 |0,00087| 0,11 | 0,02 0,00 0,00
[-IV1 precipitado 6,52 | 6,55
[-IV1 extragdo Precipitado I-IV1 usado | 6,49 | 6,55
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afiltragdo I-IV1 suspensao 104,49 105,46 | 1,58 [166,52|27,49 8,17 1,65
Cuno filtrado 01,60 (203,86 | 0,02 4,65 |0,77 0,40 0,05
L PptG precipitagido 2,19 | 2,21
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante 061,40 264,60

Tabela 31. Teor de alfa-1-antitripsina de fragdes a montante formadas

durante o fracionamento do plasma usando um pH baixo (A = 5,4, B = 5,6),

estagio inicial de precipitacdo elevada de dlcool (25%).

alfa 1 antitripsina ELISA

peso cale. pureza g/l de
kg pli:;o mg/ml| g % (%) plasma
Cohn Conjunto 101,20[ 101,20 | 1,15 [116,38{100,00[ 2,42 1,15
[-IV1 antes da adigdo de
Bon 101,91| 102,37
A I-IV1-precipitagio [-IV1 ap6s adigdo de EtOH (131,71 132,30
I-IV1 sobrenadante 123,40 124,23 (0,0097| 1,21 | 0,20 0,05 0,01
I-IV1 precipitado 7,11 7,16
_ Precipitado I-IV1 usado 7,07 7,16
HZ&;;‘;;?" I-IV1 suspensio 113,87 11533 [0,257[29.64[ 487 | 1.39 0,29
Cuno filtrado 222,10 225,45 10,0502 11,32| 1,86 0,81 0,11
L PptG precipitagido 240 | 244
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante 288,20 292,81 10,0267| 7,82 | 1,29 1,25 0,08
Cohn Conjunto [100,80[ 100,80 | 1,15 [115,92[100,00] 2,42 1,15
[-IV1 antes da adigdo de
b 101,43( 101,53
I-IV 1 -precipitacio [-IV1 ap6s adigdo de EtOH (131,43 131,56
I-IV1 sobrenadante 123,40 123,81 [0,0221f 2,74 | 0,45 0,10 0,03
B I-IV1 precipitado 6,52 6,55
_ Precipitado I-IV1 usado 6,49 6,55
I‘I:élfr’z‘g;gao T-IV1 suspenso 104.49] 105.46 |0,365 3849 6,35 | 1.89 0,38
Cuno filtrado 201,60 203,86 10,0597|12,17| 2,01 1,06 0,12
L PptG precipitacio 2,19 | 221
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante 261,40] 264,60 10,0300 7,94 | 1,31 1,88 0,08

Tabela 32. Teor de alfa-2-macroglobulina das fracdes a montante formadas

durante o fracionamento do plasma usando um pH baixo (A = 5,4, B = 5,6),

estagio inicial de precipitacao elevada de dlcool (25%).

alfa 2 macroglobulina ELISA
es0 calc.
pkg peso | mg/ml g %  |pureza (%) ]|g/l de plasma
kg
Cohn Conjunto 101,20f 101,20 | 1,08 109,30 | 100,00 2,27 1,08
[-IV1 antes da adigdo de
EtOH 101,91 102,37
I-IV1 apés adigdo d
I-IV1-precipitagdo a%(if)?_llgao ¢ 131,71] 132,30
I-IV1 sobrenadante  [123,40| 124,23 | 0,00041| 0,05 | 0,01 0,002 0,001
I-IV1 precipitado 711 | 7,16
_ Precipitado I-IV1 usado | 7,07 7,16
I'I;'élfr’;g;gao LIV suspensdo 113,87 115,33 | 0,945 [108,99] 17,92 5,12 1,08
' Cuno filtrado 222,10 225,45 | 0,533 [120,17| 19,76 8,59 1,19
PptG-precipitagdo PptG precipitacio 240 | 244
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PptG sobrenadante ~ [288,20 292,81 | 0,158 | 46,26 | 7,61 7,38 0,46
Cohn Conjunto 100,80] 100,80 | 1,08 ]108,86| 100,00 2,27 1,08
[-IV1 antes da adigdo de
E{OH 101,43| 101,53
I-IV1 ap6s adigdo d
[-IV 1 -precipitacio on % 13143 131,56
I-IV1 sobrenadante 123,40| 123,81 | 0,00105] 0,13 0,02 0,005 0,001
I-IV1 precipitado 6,52 | 6,55
_ Precipitado I-IV1 usado | 6,49 6,55
I'I;’élfr’;‘;;gao I-IV1 suspensio  [104,49] 105,46 | 1,06 [111,78] 1845 5,49 1,11
' Cuno filtrado 201,60 203,86 | 0,559 [113,96]| 18,81 9,90 1,13
L PptG precipitagido 2,191 221
PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante  [261,40[ 264,60 | 0,142 | 37,57 | 6,20 8,88 0,37

Tabela 33. Teor de albumina das fracdes a montante formadas durante o

fracionamento do plasma usando um pH baixo (A = 5,4, B = 5,6), estigio

inicial de precipitacdo elevada de dlcool (25%).

Albumina ELISA
peso [calc. peso pureza g/l de
kg kg mg/ml J % (%) plasma
Cohn Conjunto 101,20 | 101,20 25.1 2.540,12 100,00 52.84 25.10
I-IV1 antes da
adi¢do de EtOH 101,91 102,37
I-IV1- I-IV1 apds adigdo
131,71 | 132,30
precipitagio de EtOH
I-IV1 sobrenadante| 123,40 | 124,23 18.5 2.298,33 | 377,88 92,24 22.71
A [-IV1 precipitado 7.11 7.16
Precipitado I-IV1 7.07 716
I-IV1 extra¢do usado
a.filtragdo I-IV1 suspensao | 113,87 | 115,33 2.33 268,72 44.18 12.61 2.66
Cuno filtrado 222,10 | 22545 1.19 268,29 44.11 19.18 2.65
PptG- PptG precipitagido | 2.40 2,44
precipitagdo | PptG sobrenadante| 288,20 [ 292,81 | 0.866 253,57 41.69 40.43 2.51
Cohn Conjunto 100,80 | 100,80 25.1 2.530,08 100,00 52.84 25.10
I-IV1 antes da
adi¢do de EtOH 101,43 101,53
-IV1- I-IV1 apés adigdo
131,43 | 131,56
precipitacao de EtOH
I-IV1 sobrenadante| 123,40 | 123,81 19.9 2.463,72 | 406,68 91.43 24.44
[-IV1 precipitado 6,52 6.55
B Precipitado I-IV1 6.49 6.55
I-IV1 extra¢do usado
a filtragcdo I-IV1 suspensao 104,49 105,46 1.57 165,57 27.33 8.13 1,64
Cuno filtrado 201.60 | 203,86 | 0,693 141,28 23.32 12.27 1,40
PptG- PptG precipitagdo | 2.19 2.21
precipitagdo PptG sobrenadante| 261,40 264,60 0,543 143,68 23.72 33.96 1,43

Tabela 34. A transferrina contelido das fracdes a montante formadas durante

o fracionamento do plasma usando um pH baixo (A = 5,4, B = 5,6), estigio

inicial de precipitacdo elevada de dlcool (25%).

Transferrina ELISA
peso cale. pureza g/l de
kg pE;O mg/ml g % (%) plasma
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Cohn Conjunto 101,20 101,20 | 1,95 |197,34/100,00f 4,11 1,95
I-IV1 antes da adigdo de

bon 101,91 102,37

I-IV1-precipitacio I-IV1 ap6s adigdo de EtOH |131,71| 132,30
A I-IV1 sobrenadante 123,40| 124,23 10,343]42,61| 7,01 1,71 0,42

[-IV1 precipitado 7,11 7,16

_ Precipitado I-IV1 usado 7,07 7,16
V1 Eﬁzggfa@ao' I-IV1 suspensdo 113,87] 115,33 | 1,38 [159,16[26,17| 7,47 1,57
Cuno filtrado 222,10 225,45 10,655]147,67)24,28| 10,56 1,46

L PptG precipitagdo 240 244

PptG-precipitagdo
PptG sobrenadante 288,20 292,81 |0,541]158,41]26,05| 25,26 1,57
Cohn Conjunto 100,80] 100,80 | 1,95 [196,56/100,00] 4,11 1,95
I-IV1 antes da adi¢do de

bon ¢ 101,43[ 101,53

I-IVl-precipitagﬁo I-IV1 ap()s adigﬁo de EtOH [131,43| 131,56
I-IV1 sobrenadante 123,40 123,81 [0,825]102,14| 16,86 3,79 1,01

B [-IV1 precipitado 6,52 6,55

_ Precipitado I-IV1 usado 6,49 6,55
I'nggzg;;m?ao' I-IV1 suspensio 104,49] 105,46 | 1,13 [119,17[ 19,67 5.85 1,18
Cuno filtrado 201,60] 203,86 |0,527(107,44| 17,73 9,33 1,07

L PptG precipitagdo 2,19 2,21

PptG-precipitagdo

PptG sobrenadante 261,40 264,60 [0,3831101,34|16,73| 23,95 1,01

Tabela 35. Teor de componentes do complemento 3 (C3) das fracdes a
montante formadas durante o fracionamento do plasma usando um pH baixo

(A =5,4, B =5,6), estagio inicial de precipitacao elevada de dlcool (25%).

C3 ELISA
peso cale. pureza g/l de
kg plZO mg/ml & % (%) plasma
Cohn Conjunto 101,20] 101,20 | 0,0648 | 6,56 |100,00] 0,14 0,06
I-IV1 antes da adi¢do de
EtOH 101,91} 102,37

I-IV1 -precipitagﬁo I-IV1 ap()s adigﬁo de EtOH (131,71 132,30
I-IV1 sobrenadante 123,40 124,23 |<0,00006|<0,007}<0,001| <0,0003 <0,0001
A [-IV1 precipitado 7,11 7,16
Precipitado I-IV1 usado 7,07 7,16

[-IV1 extragdo

a filtragio I-IV1 suspensdo 113,87] 115,33 | 0,673 [77,62]|12,76| 3,64 0,77

' Cuno filtrado 222,10 225,45 | 0,0476 |10,73| 1,76 0,77 0,11
L PptG precipitagdo 240 | 244

PptG-precipitagdo

PptG sobrenadante 288,20] 292,81

Cohn Conjunto 100,80] 100,80 | 0,0648 | 6,53 |100,00[ 0,14 0,06

I-IV1 antes da adi¢do de

EtOH 101,43 101,53

I-IV1-precipitagio | -IV1 apds adicdo de EtOH |131,43| 131,56
I-IV1 sobrenadante 123,40 123,81 }<0,00006{<0,007|<0,001| <0,0003 | <0,0001

[-IV1 precipitado 6,52 6,55

B - Precipitado I-IV1 usado 6,49 6,55
I'IZélfr";;ggao T-IVI suspensio 104,49 10546 | 0570 |60.11] 9,92 | 2.95 0,60
Cuno filtrado 201,60 203,86 | 0,0487 | 9,93 | 1,64 0,86 0,10

PptG precipitagdo 2,191 2,21

PptG-precipitagido

PptG sobrenadante 261,40] 264,60

Exemplo 8 - PO3510NG2 e PO3610NG2
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[00297] O efeito da passagem do eluato de permuta catidnica CM
através de uma coluna de permuta anidnica ANX em concentra¢des de carga
de 100 g de proteina/ml de resina ANX e 150 g de proteina/ml de resina ANX
durante o processamento a jusante de um PptG precipitado formado usando
um baixo pH inicial, estdgio de precipitacao elevada de dlcool foi investigado.
Resumidamente, 2 kg de precipitado PO3410NG2A PptG foi processado tal
como descrito no Exemplo 4, com uma primeira amostra (PO3510NG2)
carregada sobre a resina de permuta anidonica ANX a uma concentragdo de
resina de 157 mg de proteina/mL. ANX e uma segunda amostra (P03610NG?2)
carregado numa a resina de troca anidnica ANX a uma concentragdo de resina
de 106 mg de proteina/mL ANX.

[00298] Os teores de IgG de cada etapa a jusante das purificacoes
foram determinados e os resultados sdo fornecidos na Tabela 22 e Tabela 23
Em comparac¢do com o rendimento médio de IgG especifica para o processo
de fabricacito GAMMAGARD LIQUID (3,7 g de IgG/L de plasma de
origem), a purificacdio métodos utilizados neste exemplo resulta em
rendimentos significativamente maiores de 4,72 g de IgG e 4,67 g de 1gG por
plasma de origem L. Isto representa um aumento superior a 25% no
rendimento de IgG. Caracterizacdo bioquimica das composi¢des de IgG finais
sdo apresentados na Tabela 38 e Tabela 39. Como pode ser visto nas tabelas,
as composicoes finais de IgG tém mais do que 99% de pureza e o teor de
monomero/dimero IgG € superior a 99,8%. O recipiente final contém apenas
vestigios de impurezas, cujos niveis estdo dentro de padroes regulatorios.
Tabela 36. Teor de IgG das fracdes a montante formadas durante o
fracionamento de plasma, utilizando um pH inicial baixo (5,4), estdgio inicial
de precipitacdo elevada de dlcool (25%) e concentracdo de carga de troca

anidnica de 157 mg/ml de resina ANX (P0O3510NG?2).

IeG
Amostra Peso | Corr.Peso [Proteinal me/ml Rendimento | Pureza | g/l de | Rendimento%
Kg) | kg)corr. | () |™® J (%) (%) | plasma Estagio
PptG Suspensdo e
Filtragdo
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Su;f’etfsﬁo 102 | 963 | 963 |683,69| 464 4662 100 653 | 537
PptG filtrado | 10/6 [ 18,80 19,15 [646,26] 25 [482,54] 108,04 747 | 581
Pg{g’afgd 107 |3146| 3224 |64335| 148 W77,17] 106,84 742 | 574 100,00
CM Sepharose
D 12/12A[3640 [ 4757 | 732 [ 0188 [8.942] 2002 [12212] 0,108 1,87
W 12/12B[109,60] 14322 | 3,72 [<0,0712] 0,00
VL 1m2c| 241 | 3,15 0,00 |<0,0712 0,00
Eluate  [12/12D] 13,40 [ 17,51 [532,56] 23,1 |40449] 90,57 760 | 4.87 84,77
NL 12/12E| 1,41 1,84 2,36 | 0,544 [0,999] 0,22 423 | 0,012 0,21
NaCl2M  [12/12F[ 1481 1935 [ 1044 [ 0,196 | 3,79 0,85 36,3 | 0,046 0,79
Sum 93,64 5,03 87,65
Diluido Eluate | 12/13 [4,3377] 3455 |535.67| 11,6 [400,83[ 89,75 748 | 482 100,00
ANX-
Sepharose
D/N 136 A [1560] 4190 [373,70[ 9,73 J407.64] 91,27 109,1 | 4091 101,70
NaCl2M | 13/6B | 3,76 | 10,10 [120,56| 3,32 [33,54| 7,51 278 | 040 8,37
Sum 98,78 5,31 110,07
VROG6 filtrado | 14/2 |17,15| 4630 |373,66
AS;‘illl:rzjonm 14/5 11882 5084 |371,10] 8,19 W41635] 93,22 1122 | 501 103,87
UF/DF
Cogzln)t}:ate 1514 A 1,02 | 274 [39105| 133 [B6439| 81,59 932 | 439 89,39
P6s-Wash 1 [15/14B| 0,74 | 2,00 6,94 | 3,53 | 7,08 1,58 1020 [ 0,09 1,74
Sum 100% de UF/DF,
Granel 16/1 | 138 | 385 [37589] 96,5 371,96] 83,28 98,95 | 4,48 102,08
EB 19/1 | 121 | 3,81 [37880[ 103 [392,60] 8790 [103.64| 472 107,74

Tabela 37. Teor de IgG das fracOes a montante formadas durante o
fracionamento de plasma, utilizando um pH inicial baixo (5,4), estigio inicial
de precipitacdo elevada de alcool (25%) e uma concentracdo de carga de troca

anionica de 106 mg/ml de resina ANX (P0O3610NG?2).

IeG
Amostra Peso | Corr.Peso [Proteina me/ml Rendimento|Pureza| g/l de | Rendimento%
Ke) | kg) corr. | (@) |™8 & (%) (%) |plasma|  Estdgio

PptG Suspensdo e

Filtragcdo

PptG

~ 1072 | 9,63 9,63 683,69 46,4 446,62 100 65,3 | 5,37

Suspensdo

PptG

. 10/6 18,80 19,15 [646,26| 25 [482,54 108,04 74,7 | 5,81

filtrado
PptG verd

. 10/7 31,46 32,24 [643,35] 14,8 [477,17 106,84 74,2 | 5,74 100,00
filtrado.

CM
Sepharose

D 12/12 A136,40| 47,57 73,2 | 0,188 |8,942 2,002 12,212} 0,108 1,87

Y 12/12 B|109,60] 143,22 3,72 [<0,0712 0,00

VL 12/12 C| 2,41 3,15 0,00 [<0,0712 0,00
Eluate [12/12D|13,40| 17,51 [532,56| 23,1 (404,49 90,57 76,0 | 4,87 84,77

NL 12/12 E| 1,41 1,84 2,36 | 0,544 10,999 0,22 42,3 10,012 0,21
NaCl2M [12/12 F[ 14,81 19,35 10,44 | 0,196 | 3,79 0,85 36,3 | 0,046 0,79
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IeG
Amostra Peso | Corr.Peso [Proteina mg/ml | ¢ Rendimento|Pureza| g/l de Rendin}epto%
(Kg) | (kg) corr. | (G) (%) (%) |plasma Estagio
Sum 93,64 5,03 87,65
DE1111111211?;) 12/13 4,3377| 34,55 535,67 11,6 [400,83] 89,75 74,8 | 4,82 100,00
ANX-
Sepharose
D/N 13/6 A| 11,80 46,90 |384,12| 8,46 [396,78] 88,84 103,3 | 4,77 98,99
NaCl2M ([13/6 B| 3,72 14,79 [123,43| 2,23 (32,98 7,38 26,7 | 0,40 8,23
Sum 96,23 5,17 107,22
VRO06
filtrado 14/2 112,88 51,53 |381,83
Asahi 35
am filtrado 14/5 14,10 56,47 378,34 6,93 [391,33] 87,62 103,4 | 4,71 97,63
UF/DF
CIPIDE lis/1an| 069 | 277 |38558| 125 [pacad] 7758 | 899 | 417 | 87.33
P6s-Wash 1[15/14B| 0,78 3,12 9,96 34 (10,62 2,38 106,6 | 0,13 2,68
Sum 100% de
UF/DF
Granel 16/1 | 0,89 3,73 376,90 | 93,8 350,10 78,39 92,89 | 4,21 101,04
EB 19/1 | 0,89 3,73 376,90 | 104 |388,17] 86,91 102,99] 4,67 112,03

Tabela 38. Caracterizacdio bioquimica da composi¢ao final de IgG
enriquecida a partir de crio-sobrenadante utilizando um pH inicial baixo (5,4),
estagio de precipitacdo inicial de dlcool elevado (25%) e concentracdo de

carga de troca anionica de 157 mg/ml de resina ANX (PO3510NG?2).

Teste Unidade Resultado
Proteina Total - Kjeldahl mg/ml 100,5061
Albumina% 0
Pureza (CAE) a/b % gloPuhna 0
v-globulina% 100
denat. Proteina% 0
Mondmero [%] 93,1042
N Dimero [%] 6,7664
Distribui¢do de tamanho molecular Polimero [%] 0.0499
Fragmentos [%] 0,0795
IgG neph g/l 92,4
IgA (ELISA) mg/ml 0,07
IgM (ELISA) mg/dl <0,95
Fibrinogénio (ELISA) ug/ml <0,17
Plasminogénio (ELISA) ug/ml 0,32
C3 complemento mg/dl <194
Teste Subclassgroup Resultado
[Mg/ml]
IgG1 (mg/ml) 54,4779
IgG-subclasse distribuicao 1gG2 (mg/mD) 33,6428
I1gG3 (mg/ml) 6,3377

1gG4 (mg/ml) 1,9745
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Teste Unidade Resultado
Teste Unidade Resultado
IgG Fc Hemaggl Funcdo. % 84
Atividade amidolitica (PL-1) nmol/ml min 12’5
Anticomple. Atividade % 35
% Muito ref 3 0,741
0,6
PKA 1,700
Ul/ml 2.036
<4
NAPTT mg > 10
Aparéncia Satisfatério
pH 4,7
Fator XI mUI/mL 0,15
SN13a mU/ml 21,9
Teste de producio de trombina 142,23
A osmolaridade mOsmol/kg 259
Densidade g/cm3 1,0326
Fator do complemento I ug/ml 107
S-2288 26,9
S-2266 18,8
Amidolitico profil atividade S-2222 <5
S-2251 <5
S-2302 55,2
Reagentes SD
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm <0,1
Polissorbato 80 ppm <26
Tri (n-butil) fosfato ppm <0,2
Teste Unidade Resultado
Anticorpos
Anti D Anticorpos Satisfatério
Anti A & ANTIB Hemaglutininas Anti A 8
Anti B 8

Tabela 39. Caracterizacdo bioquimica da composi¢ao final de IgG
enriquecida a partir de crio-sobrenadante utilizando um pH inicial baixo (5,4),
estagio de precipitacdo inicial de alcool elevado (25%) e uma concentragcdo de

carga de troca aniodnica de 106 mg/ml de resina ANX (PO3610NG?2).

Teste Unidade Resultado
Proteina Total - Kjeldahl mg/ml 103,5231
Albumina% 0
Pureza (CAE) a/b % glopullna 0
v-globulina% 100
denat. Proteina% 0
Mondmero [%] 92,9679
Distribui¢do de tamanho molecular Dimero [%] 6,9018
Polimero [%] 0,0526
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Teste Unidade Resultado
Fragmentos [%] 0,0778
IgG neph g/l 95
IgA (ELISA) mg/ml 0,07
IgM (ELISA) mg/dl <0,95
Fibrinogénio (ELISA) ug/ml 0,20
Plasminogénio (ELISA) ug/ml 0,29
C3 complemento mg/dl <194
Teste Subclassgroup R[i/sllglitri?]o
IgG1 (mg/ml) 59,3788
N I1gG2 (mg/ml) 34,8724
IgG-subclasse distribui¢do 19G3 (mg/ml) 6.7758
I1gG4 (mg/ml) 2,1446
Teste Unidade Resultado
IgG Fc Hemaggl Funcdo. % 101
Atividade amidolitica (PL-1) nmol/ml min <10
0,951
Anticomple. Atividade % 39
% Muito ref 3 <1
PKA 0
Ul/ml
<4
NAPTT mg > 10
Aparéncia Satisfatério
pH 4,7
Fator XI mUI/mL 0,06
SN13a mU/ml 14,9
Teste de producio de trombina 123,96
A osmolaridade mOsmol/kg 260
Densidade g/cm3 1,0333
Fator do complemento I ug/ml 80,0
S-2288 20,3
S-2266 17,2
Amidolitico profil atividade S-2222 <5
S-2251 <5
S-2302 38,9
Reagentes SD
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm <0,1
Polissorbato 80 ppm <26
Tri (n-butil) fosfato ppm <0,2
Teste Unidade Resultado
Anticorpos
Anti D Anticorpos Satisfatério
Anti A & ANTIB Hemaglutininas Anti A 16
Anti B 8

Exemplo 9 - Caracterizagdo Adicional de produtos de fracionamento
[00299] O rendimento de imunoglobulina G e pureza obtida utilizando

os métodos de purificacdo que incluem um baixo pH inicial, precipitagdo de
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alcool elevado foram comparados aos obtidos utilizando precipitacdao
tradicional Cohn I e II + III precipitacao intermedidrios.

[00300] O rendimento e a pureza de trés purificacdes IgG de grande
escala utilizando um baixo pH inicial, precipitagcdo com alcool elevado - lote
3010, tal como descrito no Exemplo 5 ("PO3010NG2"); lote 3610, tal como
descrito no Exemplo 8 ("P0O3610NG2"); e um terceiro lote 1111, preparado de
forma semelhante aos lotes 3010 e 3610, foi comparado com o rendimento
médio para LIQUID GAMMAGARD (10% Infusio de Imunoglobulina
(Humana), Baxter International) preparado em uma unica unidade de
producdao em 2010 O processo de purificacio LIQUID GAMMAGARD foi
substancialmente semelhante aos processos utilizados para preparar lotes
3010, 3610 e 1111, com excecao de que o processo GAMMAGARD LIQUID
prosseguiu através Cohn Fracdo I e Cohn Fragdo II + III intermedidrios, ao
invés de um baixo pH inicial, precipitacdo elevada de dlcool. A caracterizagdo
dos produtos G precipitado que se formou durante a preparacdo dos lotes
experimentais € médios para GAMMAGARD LIQUID € mostrado na Tabela
40.

Tabela 40. Caracterizacdio bioquimica do precipitado G (PPT G)
intermediario formado durante a preparacdo de lotes experimentais de IgG
3010, 3610 e 1111, procedendo através de um baixo pH inicial, etapa de
precipitacdo elevada de dlcool, com média de preparacio GAMMAGARD
LIQUID como uma unica produgdo planta no ano de 2010, tramitava Cohn

Fracdo I e II + III etapas de precipitagao.

Numero de lote 3010 | 3610 | 1111 GAMMAGARD LIQUID
IgG em Cohn 1
Conjunto g/L de plasma (PPD/PS-teste)| 5,26 | 6,01 6,91 5,82 (médio)
Caracterizacdo do G precipitado
IgG g/L de plasma (PPD/PS-teste)| 4,99 | 5,81 | 6,14 82,9 (Méd)
IeG % De Cohn Conjunto 94,9 | 96,6 | 88,9 82,9
C3 % De proteinas 0,4 1,8 1,5 0,1-0,6 (média = 0,2)
Fibrinogénio % De proteinas 0,12 | 0,68 1,02 0,01 - 1,0 (média = 0,13)
[00301] Como pode ser visto na Tabela 40, a utilizacdo de um baixo

pH inicial, etapa de precipitacdo elevado de alcool resultou num aumento
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significativo na recuperacdo de IgG no precipitado G estagio intermédio, em
comparagao com o método de purificacio GAMMAGARD LIQUID processo
através Fracao Cohn I e II + III etapa de precipitagdes (recuperacao IgG 88,9-
96,6% para alta de dlcool inicial, baixo etapa de precipitacdio pH versus
82,9% para Cohn Fracao I e II + III etapas de precipitacao).

[00302] Os intermediarios G precipitados de IgG formados em lotes
experimentais 3010, 3610, 1111 tem pureza um pouco menor do que a média
de intermediario G precipitado de GAMMAGARD LIQUID, tal como
evidenciado pelos niveis mais elevados de componentes do complemento 3
(C3) e fibrinogénio, embora o teor de fibrinogénio destes intermedidrios
esteja ainda dentro da gama de valores observados para a fabricacdo de
GAMMAGARD LIQUID. No entanto, quando os lotes experimentais foram
adicionalmente processados como descrito acima, o produto final de IgG
reunidas todas as caracteristicas de fabricacdo testada, como mostrado na
Tabela 41.

Tabela 41. Caracterizagdo bioquimica das composicoes finais de IgG
humanos reunidos para lotes experimentais 3010, 3610, e 1111, procedendo

através de um baixo pH inicial, etapa de precipitacdo elevado de alcool.

Numero do lote Lote 3010 3610 1111
Proteina g/L de plasma 4,45 4,54 4,82
IgA % 0,05 0,07 0,04
IgM mg/dL <1,6 <1,6 <1,6
Fibrinogénio ug/ml <0,17 0,2 <0,17
C3 mg/mL <0,194 <0,194 <0,194
Fungdo Fc % 109 101 78
HP-SEC % monomeros e 99,8 99,4 99,8
dimeros
CAE % G-globulina 100 100 100
ACA % 38 39 46
PKA UI/mL 1 0 1
PL-1 nmol/ml min (QC) <10 <10 <10
NAPTT mg > 10 > 10 > 10
% Do controle
TGA plasma normal com 123 124 112
5%
Especifico F-XI mU/mL <0,04 0,06 <0,2

Exemplo 10 - Caracterizagdo da albumina Composigoes
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[00303] Para validar ainda que os novos processos de fabricacdo de
imunoglobulina G aqui descrita (por exemplo, aqueles de prosseguir através
de um baixo pH inicial, etapa de precipitacdo elevado de &4lcool) pode
suportar a producdo de proteina do plasma subprodutos, albumina foi
purificada a partir de um valor de pH baixo, o sobrenadante alcodlico elevado.
[00304] Os métodos para purificagdo de albumina a partir de 1V-4
sobrenadantes Fracdo Cohn IV-1 sdo bem conhecidos na técnica.
Tipicamente, os sobrenadantes da Fracdo Cohn IV-1 e IV-4 s3o formadas por
um processo que procede através de precipitagdes dlcool estagios intermédios,
tais como Fracdo Cohn I e Fracdo Cohn II + III precipitacdes. No presente
Exemplo, a albumina foi preparada de acordo com métodos padrio, com
excec¢ao de que o sobrenadante de um baixo pH inicial, precipitagdo de alcool
elevado foi utilizado no lugar de uma Fragdo IV-1 de sobrenadante. Como
mostrado na Tabela 42, a purificacdo a partir de um pH baixo, sobrenadante
elevado de alcool resultou num elevado rendimento de albumina (18,92 g/L
de plasma), que cumpriram os requisitos de controle de qualidade testados.

Tabela 42. Caracterizagdo bioquimica de uma composi¢ao preparada a partir
de albumina de um pH baixo, em grande escala, sobrenadante elevado de

alcool a precipitagdo, como descrito acima.

Teste Unidade AUEO.OI ! INGZ
Recipiente final
Producdo de proteina g/L de plasma 18,92
% 97,3
Albumina (CAE) _ (%)
(%), Apds 2 semanas a 30°C 97,8
HPLC (% monOmeros) 98,1
Citrato mol/mL <0,05
PKA IE/mL <4
A inspegio visual Os frascos rejeitados gpor exemplo, devido as Nenhum
particulas)
[00305] Entende-se que os exemplos e modalidades aqui descritos sdo

apenas para fins ilustrativos e que varias modificagcdes ou alteracdes a luz dos
mesmos serdo sugeridas aos versados na técnica e sdo para ser incluidas
dentro do espirito e ambito deste pedido e do ambito das reivindicacdes

anexas. Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patente aqui citados sdao
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incorporados por referéncia na sua totalidade para todos os fins.
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REIVINDICACOES

I. Método para a fabricacdio de uma composicao de
imunoglobulina IgG enriquecida a partir de um agrupamento de Cohn, o

método caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) coprecipitagao de imunoglobulina IgG e alfa-1-antitripsina
(A1PI) a partir de um agrupamento de Cohn, em uma primeira etapa de
precipitacdo, pela adicdo de etanol ao agrupamento de Cohn em uma
concentragdo final de 20% a 30% (v/v) em um pH de 5,0 a 6,0, para formar
um primeiro precipitado e um primeiro sobrenadante;

(b) solubilizacido de imunoglobulina IgG no primeiro
precipitado, para formar uma primeira suspensdo tendo uma porc¢do soluvel
compreendendo imunoglobulina IgG e uma por¢ao insoluvel compreendendo
A1PI;

(c) separacdo da porcao soluvel da primeira suspensao da
porcao insoluvel da primeira suspensao; e

(d) recuperacdo da fracdo soluvel da primeira suspensdo,
formando, assim, uma composi¢dao de imunoglobulina IgG enriquecida.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que:
(a) a concentragdo final de etanol € de 25+4%;
(b) a concentragao final de etanol é de 25+3%;
(c) a concentracdo final de etanol € de 25+2%; ou
(d) a concentracao final de etanol € de 25+1%.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo

fato de que a concentragdo final de etanol é de 25%.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 3, caracterizado pelo fato de que:

(a) o pH € 5,5+0,4;

(b) o pH ¢ 5,5+0,3;
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(¢c) o pH € 5,5+0,2; ou
(d) o pH € 5,5+0,1.

5. Método de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado pelo
fato de que o pH € 5,5.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes de

1 a 5, caracterizado pelo fato de que a primeira etapa de precipitacdo €
realizada a uma temperatura de -5°C a -9°C.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 6, caracterizado pelo fato de que a primeira suspensao tem um pH de 4,7 a
5,1.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes de

1 a 7, caracterizado pelo fato de que a primeira suspensdo tem uma
condutividade de 0,5 mS/cm a 2 mS/cm.
9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de

1 a 8, caracterizado pelo fato de que a separacdo da por¢cdo soluvel da

primeira suspensdo da por¢ao insoluvel da primeira suspensao compreende:

(1) a mistura de diéxido de silicio (SiO;) finamente dividido
com a primeira suspensdo, em que o dioxido de silicio (Si0;) finamente
dividido tem uma drea de superficie média de 350 m*/g a 410 m%/g; e

(i1) a separacao do SiO; da suspensao.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a9, caracterizado pelo fato de que o método compreende as etapas de:

(a) precipitacdo de imunoglobulinas a partir um agrupamento
de Cohn, em uma primeira etapa de precipitagdo, com entre 24% e 26% de
alcool a um pH de entre 5,3 e 5,7 e temperatura entre -6°C e -8°C para formar
um primeiro precipitado e um primeiro sobrenadante;

(b) suspensdo do primeiro precipitado para formar uma
primeira suspensao;

(c) tratamento da primeira suspensdao com didxido de silicio
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(S10,) finamente dividido;

(d) separacdo da fracdo soluvel da primeira suspensao da
fracdo insoluvel da primeira suspensao; e

(e) recuperacdo da fracdo soluvel da primeira suspensao,
formando, assim, uma composi¢dao de imunoglobulina enriquecida.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 10, caracterizado pelo fato de que o método compreende ainda as etapas

de:

(f) precipitacdo de imunoglobulinas da frac¢do soluvel da
primeira suspensdo, em uma segunda etapa de precipitagdo, para obter um
segundo precipitado e um segundo sobrenadante, em que a segunda etapa de
precipitacdo compreende a adi¢do de etanol a fragdo soluvel da primeira
suspensdo para alcancar uma concentragdo final entre 22% e 28% de etanol a
um pH entre 6,5 e 7,5;

(g) suspensdo do segundo precipitado para formar uma
segunda suspensao; e

(h) recuperacdao da fracdo soluvel da segunda suspensdo,
formando assim uma composi¢do de imunoglobulina adicionalmente
enriquecida.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 11, caracterizado pelo fato de que:

(a) o método produz pelo menos 4g de IgG por L de
agrupamento de Cohn usado na etapa (a);

(b) o método produz pelo menos 4,25g de IgG por L de
agrupamento de Cohn usado na etapa (a); ou

(¢) o método produz pelo menos 4,5¢ de IgG por L de
agrupamento de Cohn usado na etapa (a).

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 12, caracterizado pelo fato de que alfa-1-antitripsina (AIPI) €
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adicionalmente purificada a partir de uma fracdo insoluvel da primeira
suspensao.
14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 13, caracterizado pelo fato de que albumina € adicionalmente purificada a

partir do primeiro sobrenadante.
15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 14, caracterizado pelo fato de que o agrupamento de Cohn € plasma pobre

em Crio.
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