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(57) Resumo: A invengéo refere-se a composigbes de trombina
com reduzidos niveis de impurezas de elevado peso molecular. Em
particular, os niveis do fator Va, prions e/ou agentes virais séo
grandemente  reduzidos. Esta invengdo também refere-se
genericamente a métodos para a preparagao de trombina tendo um
alto grau de pureza e elevada atividade especifica. Mais
especificamente, a invengdo abrange etapas para excluir impurezas de
elevado peso molecular das preparagdes de trombina por filtragem de
exclusdo de tamanho. Em formas de realizagdo adicionais, a
preparagao da trombina adicionalmente inclui uma etapa de filtragem
de troca de ions. Os métodos da invengdo sdo particularmente

adequados para purificagdo de larga escala de trombina. Esta
invencdo também refere-se  genericamente a formulagbes
estabilizadas  contendo composi¢ées de  trombina. Mais

especificamente, a presente invencéo refere-se a formulagdes liquidas
estabilizadas contendo trombina tendo um alto grau de pureza e alta
atividade especifica e a métodos de produzir e utilizar tais
formulagdes.
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“METODO PARA PREPARAR UMA TROMBINA, COMPOSICAO DE
TROMBINA, FORMULACAO DE TROMBINA LiQUIDA
ESTABILIZADA, METODO PARA ADMINISTRAR A FORMULACAO
DE TROMBINA ESTABILIZADA, E, KIT”

Este pedido € uma continuagdo em parte do Pedido de Patente
dos Estados -Unidos No. 11/140.374, depositado em 26 de maio de 2005,
incorporado aqui por referéncia em sua totalidade. Este pedido incorpora por
referéncia, em sua totalidade, o Pedido de Patente dos Estados Unidos de
continuagdo em parte intitulado “Thrombin Purification”, depositado em 24
de maio de 2006. Este pedido reivindica prioridade para o Pedido de Patente
dos Estados Unidos No. 11/140.374, depositado em 26 de maio de 2005 e
para o Pedido de Patente dos Estados Unidos de continuagdo em parte
intitulado “Thrombin Purification”, depositado em 24 de maio de 2006.
1. CAMPO DA INVENCAQ

A invengdo refere-se genericamente a preparagdes de trombina
purificada, substancialmente livres de impurezas de grande peso molecular,
tais como fator Va, prions e/ou agentes virais, que contribuem para efeitos
adversos nos pacientes. Esta invenc¢do também refere-se a métodos para a
preparagdo de trombina substancialmente livre de agentes virais, tendo um
alto grau de pureza e alta especificidade especifica. Mais particularmente, a
invengdo abrange métodos compreendendo a exclusio de impurezas de
elevado peso molecular de preparagdes de trombina. Esta inven¢do também
refere-se genericamente a formulag¢Ges de preparag¢des de trombina tendo um
alto grau de pureza.

2. FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A trombina é uma enzima protolitica, que aparece no sangue

_ em seguida a ativagdo do sistema de coagulagdo, como resultado da protedlise

da protrombina. A trombina facilita a coagulagdo do sangue pela catalisador

da conversdo do fibrinogénio em fibrina, que forma os coagulos sangiiineos e
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libera fibrinopeptideos A e B. Em seguida a uma perturbagdo do sistema
vascular, a produgdo de trombina € central ao processo de coagulagio.

A preparagdo de trombina foi aprovado pela FDA para ser
aplicada topicamente como um auxiliar da homeostase, sempre que sangue
vertendo ou sangramento menor dos capilares e pequenas vénulas for
acessivel. A aplicagdo topica da trombina comercialmente disponivel acelera
significativamente a coagulagdo do sangue e significativamente reduz os
tempos de coagulagéo.

Estudos utilizando formulagdes de trombina de alta pureza
indicam que podem ocorrer coagulopatias em pacientes, em resposta a
exposi¢do a formulagdes de trombina topicas, de baixa pureza. As impurezas
tipicamente presentes em preparagdes de trombina comercialmente
disponiveis incluem fator Va, albumina de soro bovino (BSA) e outras
proteinas de elevado peso molecular. A contamina¢do do Fator Va de
formulagdes de trombina bovina comerciais pode estimular a produgdo de
anticorpos Va de fator anti-bovino do paciente, que pode reagir cruzadamente
com o proprio fator Va do paciente, desse modo resultando em hemostase
prejudicada.

A intensidade de coagulagdo sangiiinea da trombina é medida
em unidades/ml. Quanto mais concentrada a amostra for, maior a poténcia,
mais rapido ela coagulara o sangue (ou criard fibrinogénio). A atividade
especifica € uma relagdo da poténcia de uma amostra, dividida por seu teor de
proteina e € expressa em unidades por miligrama de proteina.

A atividade da trombina especifica ¢ dependente da pureza da
apresenta um aumento da
atividade especifica, quando comparada com uma preparagdo menos pura.

Anteriormente, a purificagdo da trombina era genericamente
limitada ao uso de cromatografia por troca de ions convencional. A Patente

U.S. No. 5.397.704 descreve uma preparagdo bovina da trombina que ¢
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preparada utilizando-se uma série de cromatografia por troca de 4nion e
cation.

A Patente U.S. No. 5.151.355 descreve uma preparagdo de
trombina bovina, que é preparada reagindo-se uma unidade de protrombina
com menos do que 5 unidades de tromboplastina na presenga de calcio. A
trombina € entdo aplicada seqiiencialmente a uma coluna de agarose de troca
de anions e uma coluna de agarose de troca de cétions.

A Patente U.S. No. 4.965.203 descreve um método de
purificar trombina bovina, em que a trombina é passada através de uma série
de colunas de cromatografia por troca de ions e entdo formulada com um
poliol e tampdes. Embora as prepara¢des de trombina acima sejam alegadas
terem alta atividade especifica, tais esquemas de purificagdo ndo fornecem
quaisquer meios para efetivamente eliminar impurezas de elevado peso
molecular.

A Publicagdo de Pedido de Patente dos Estados Unidos No.
2001/0033837 descreve um método de purificar uma preparagio de trombina
empregando-se cromatografia por interagdo hidrofébica, opcionalmente
seguida por cromatografia por troca de cations. Embora o método de purificar
trombina inclua cromatografia por interagdo hidrofobica, o método descrito
para purificagdo e remogdo do virus ndo € capaz de conseguir a remog¢do do
virus e a atividade ou pureza especificas abrangidas pela presente inveng¢io.

Desta maneira, ha necessidade de métodos que possam ser
usados para produzir trombina tendo um mais elevado grau de pureza. A

trombina purificada terd niveis mais baixos de impurezas de elevado peso

prions virais.
Embora a trombina tendo um alto grau de pureza possa ser de
uso mais seguro, uma vez que as impurezas tais como fator Va e BSA sio

reduzidos ou eliminados, a trombina altamente purificada é de dificil
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formulagdo em formulagdes estabilizadas. Quanto mais pura for a trombina,
menos estivel ela € e de mais dificil formulagio em formulagdes
estabilizadas. Portanto, permanece a necessidade de formulagdes estabilizadas
contendo trombina tendo um alto grau de pureza e elevada atividade

especifica.

3. BREVE RESUMO DA INVENCAO

A presente invencdo ¢ dirigida a composigdes de trombina e
métodos de preparar essas composi¢des. Como aqui usados, os termos
formulagdo, composicdo e preparagdo podem ser usadas intercambiavelmente.
As formulagdes, composigdes e preparagdes contempladas pela invengdo
contém trombina, preferivelmente trombina tendo aumentada pureza e podem
também conter excipientes adicionais, em particular aqueles que fornecem
estabilidade a formulag&o, composigio ou preparagio.

Em uma forma de realizagfo, a presente invengio compreende
um meétodo para preparar uma trombina tendo uma elevada atividade
especifica, aumentada pureza e € substancialmente livre de impurezas,
incluindo particulas virais, fator Va e prions. De acordo com a presente
inven¢do, os métodos para a preparagdo de trombina tendo aumentada
impureza podem incluir uma ou mais das seguintes etapas: filtragem de
exclusdo de tamanho, troca de ifons ou cromatografia por exclusio de
tamanho, tratamento térmico, ajuste de pH e radiagdo eletromagnética. Na
presente invengdo, a fonte de trombina pode ser bovina ou humana.

Em ainda outra forma de realizagdo, o método da presente
invengdo € capaz de reduzir impurezas na preparagdo em pelo menos 50%,
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Trombina-JMI®. Mais preferivelmente, o método da presente invengdo ¢é
capaz de reduzir impurezas na preparagdo da trombina em pelo menos 80%,
quando comparada com a trombina bovina pré-purificada ou de baixa pureza,

como aqui descrito. De acordo com outra forma de realizagdo da presente
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invengdo, o método é capaz de aumentar a atividade especifica de uma
preparagdo de trombina em pelo menos 1000%, 1200% ou 1500%, quando
comparada com trombina bovina pré-purificada ou de baixa pureza, como
descrito aqui.

De acordo com a presente invengdo, a etapa de filtragem de
exclusdo de tamanho € usada para excluir impurezas que tenham um peso
molecular maior do que 40 kDa. Preferivelmente, o filtro de exclusio de
tamanho € usado para excluir impurezas que tenham uma pesos moleculares
variando de 40 kDa a 300 kDa. Mais preferivelmente, o filtro de exclusdo de
tamanho tem um corte de peso molecular variando de 50 kDa a 150 kDa. Em
outra forma de realizagdo da invengdo, o filtro de exclusdo de tamanho tem
um corte de peso molecular de 50 kDa. Em outra forma de realizago, o filtro
de exclusdo de tamanho tem um peso molecular de 100 kDa.

O método da presente invengdo pode também incluir a
aplica¢do de uma preparagdo de trombina a mais etapas de cromatografia, tais
como uma cromatografia por troca de ions e/ou cromatografia por exclusio de
tamanho.

Em outra forma de realizagdo, o método da presente invengio
compreende aplicar um tratamento térmico a uma preparagio de trombina.
Preferivelmente, o tratamento térmico inclui manter a trombina a 60°C por 10
horas.

Em outras forma de realizag¢do, o0 método da presente invenc¢io
compreende baixar o pH de uma preparagdo de trombina a cerca de 5 ou
menos.

Em ra forma de realizagdo, o méiodo da presente
invengdo compreende a aplicagdo de radiagdo eletromagnética a uma
preparagdo de trombina. A radiagdo eletromagnética pode ser radiagcdo gama
ou radiagdo UV.

A presente invencgdo abrange um método de preparagio de
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grande escala de trombina tendo aumentada pureza, compreendendo aplicar
pelo menos 15 L de uma preparagio de trombina a um filtro de exclusio. Em
uma forma de realizagdo preferida, a presente invengdo € dirigida a um
método para preparagdo de larga escala de trombina tendo aumentada pureza,
compreendendo aplicar pelo menos 15 L de uma preparagio de trombina a um
filtro de exclusdo de tamanho em que os 15 L da preparagio de trombina
compreende cerca de 300.000.000 unidades de trombina.

A presente invengdo € também dirigida a uma composigio de
trombina. Em uma forma de realizagdo, a composi¢do de trombina &
substancialmente livre de impurezas. Em outra forma de realizagio, a
composi¢do de trombina € substancialmente livre de impurezas tendo um peso
molecular maior do que 40 kDa. Preferivelmente, a composi¢io de trombina é
substancialmente livre de impurezas tendo um peso molecular entre 40 kDa e
300 kDa.

Em ainda outra forma de realizagdo, a composi¢do de trombina
da presente invengdo € substancialmente pura. Preferivelmente, a composigio
de trombina € substancialmente livre do fator Va. Mais preferivelmente, o
fator Va estd presente a menos do que 0,4 ug/1000 unidades de trombina.
Adicionalmente, a quantidade de fator Va pode ser medida por ensaio de
atividade do fator Va, ELISA, ou Western Blot.

Em outra forma de realizagdo da presente inven¢do, a
composi¢do de trombina tem atividade especifica maior do que 1800 u/mg de
proteina e € substancialmente livre de impurezas tendo um peso molecular
maior do que 40 kDa. A composi¢do de trombina da presente invengdo pode
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uma atividade especifica entre cerca de 1800

¢ 3000 u/mg de proteina.
Preferivelmente, a composi¢@o de trombina pode ter uma atividade especifica
entre cerca de 2400 e 2500 u/mg de proteina ou entre cerca de 2500 e 2600
u/mg de proteina, entre cerca de 2600 e 2700 u/mg de proteina, entre cerca de

2700 e 2800 u/mg de proteina, entre cerca de 2800 e 2900 u/mg de proteina
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ou entre 2900 e 3000 u/mg de proteina. Adicionalmente, a composi¢do de
trombina pode ter uma atividade especifica maior do que 3000 u/mg de
proteina.

A presente invengdo € também dirigida a uma composigdo de
trombina substancialmente livre de agentes virais. A composi¢do de trombina
da presente inven¢@o pode ser substancialmente livre de agentes virais, em
que o valor de redug@o em log € maior do que 3,5 por virus.

A presente invengdo € também dirigida a formulacdes
estabilizadas, compreendendo trombina tendo um alto grau de pureza e alta
atividade especifica e métodos de produzir e utilizar tais formulagdes. Mesmo
embora a estabilidade das formulagdes possa diminuir 4 medida que a pureza
da trombina aumenta, os inventores descobriram formulacdes estabilizadas
compreendendo trombina, tendo um alto grau de pureza e alta atividade
especifica.

As formulagbes de trombina estabilizadas da presente
invengdo com compreendem trombina e pelo menos um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

As formulagdes estabilizadas da presente inven¢do podem
conter trombina isolada de qualquer fonte, incluindo mas nfo limitado a
fontes bovinas e humanas. Adicionalmente, a trombina pode ser qualquer
preparagdo ou composigdo de trombina, tal como as composi¢des de trombina
purificadas da presente invengio ou a Thrombin JMI® atualmente
comercialmente disponivel. Em uma forma de realizagdo preferida, a
trombina tem um alto grau de pureza e alta atividade especifica.

Além da trombina, as formulagbes de trombina estabilizadas
da presente invengdo incluem um excipiente. Em certas formas de realizago,
os excipientes adequados para as formulagGes da presente invengdo incluem
mas ndo sdo limitados a glicerol; polietileno glicol; sais; solugdes aquosas,

tais como agua, acidos e bases ou uma combinag¢do dos mesmos.
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Sais preferidos incluem mas nio sdo limitados a cloreto de
sodio, acetato de sodio, citrato de sddio ou uma combina¢do dos mesmos.

Acidos e bases adequados incluem mas ndo sdo limitados a
acido cloridrico ou hidréxido de sddio. Preferivelmente, as formulac¢des da
presente invengdo tém um pH de 5-9 ou, mais preferivelmente, um pH de 6-8.

Preferivelmente, as formula¢Ges de trombina estabilizadas da
presente inven¢do compreendem 20-40% em volume de glicerol, 1-20% em
volume de polietileno glicol, concentragdo de 0,15-0,3 M de cloreto de sddio
e concentragdo de 0,025-0,05 M de acetato de sddio.

Em uma forma de realizagdo preferida da presente invencéo,
as formulagdes de trombina estabilizadas da presente inven¢do compreendem
trombina purificada; glicerol; polietileno glicol; cloreto de sddio; acetato de
sodio e um pH de 6-8.

Em certas formas de realizagdo, as formula¢des de trombina
estabilizadas da presente invengdo sdo liquidas. Alternativamente, as
formula¢Ges de trombina estabilizadas da presente invengdo podem ser
solidas, em que, antes da administragdo, a formulagdo de trombina soélida,
estabilizada, € dissolvida ou suspensa em um liquido.

Adicionalmente, a presente invengdo é também dirigida a
métodos de administrar as formulagGes de trombina estabilizadas da presente
invengdo. Preferivelmente, as formula¢des de trombina estabilizadas da

presente invengdo sdo administradas topicamente ou a superficie de um lume

corporal.
A presente invengdo ¢ também dirigida a kits compreendendo
as formulag8es de trombina estabilizadas da presente inven¢do. Em certas

formas de realizagdo da invengdo, os kits compreendem formulagio de
trombina estabilizada; um frasco capaz de conter a formulac¢io de trombina; e
um agulha.

Em outras formas de realizagdo da invengdo, os kits



10

15

20

()
(v

9

compreendem uma formulagdo de trombina e um dispositivo que é capaz de
pulverizar a formulagdo de trombina. Dispositivos de pulverizagdo adequados
incluem mas ndo sdo limitados a uma ponta de spray ou uma bomba de spray.

A presente invencdo € dirigida a formula¢cdes de trombina
estabilizadas, que mantém pelo menos 60% de sua poténcia inicial, por um
periodo de dois anos. Em formas de realizagdo preferida, as formulages
mantém pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% de sua poténcia
inicial. A invengdo € particularmente dirigida a formulagbes que mantenham
pelo menos 80%, 85%, 90%, ou 95% da sua poténcia inicial apds 3 meses,
pelo menos 70%, 80%, 85%, ou 90%, 95% de sua poténcia inicial apds 6
meses, pelo menos 70%, 80%, 85%, 90%, ou 95% de sua poténcia inicial
apos 9 meses, pelo menos 70%, 80%, 85%, 90%, ou 95%% de sua poténcia
inicial apds 12 meses, e pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, ou 95%% de
sua poténcia inicial ap6s 18 meses. A presente invengdo é também dirigida a
formulac¢Ses de tablete estabilizadas, que mantenham pelo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, ou 95% de poténcia de reivindicagio de rotulo inicial por
um periodo de dois anos. A invengdo ¢ dirigida a formulagbes que
mantenham pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,0u 95% de sua poténcia
de rétulo inicial apos 3 meses, pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, ou
95% de sua poténcia de rotulo inicial apds 6 meses, pelo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90% ou 95% de sua poténcia de rotulo inicial apds 9 meses, pelo
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, ou 95% of sua poténcia de rétulo inicial
apos 12 meses, pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,0u 95% de sua

poténcia de rétulo inicial apos 18 meses.

4. BREVE DESCRICAC DOS DESENHOS

A figura 1 mostra um fluxograma de todas as etapas usadas
para preparar uma preparagdo de trombina, de acordo com o método da
presente invengao.

A Figura 2 mostra uma comparagéo de Eletroforese de Gel de
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Poliacrilamida de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) da Thrombin-JMI®,
ap0s a adigdo do processo de purificagdo da presente invengio (alamedas, 7, 8
e 9) a Thrombina-JMI®, como atualmente manufaturada (alamedas 4 e 5) e a
retentiva da filtragem de exclusdo de tamanho, mostrando as impurezas de
elevado peso molecular (alameda 11).

A Figura 3 mostra um método de produzir as formulages de

trombina estabilizadas da presente invengéo.

5. DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAOQ][

A presente inven¢do € baseada na descoberta de que o uso
apenas da filtragem de exclusdo de tamanho ou, em combinacio com outras
etapas de purificagdo para a purifica¢do da trombina, fornece substanciais
beneficios em relagdo aos métodos de purificagdo de trombina da arte
anterior. Os métodos de purificar a trombina da presente invengdo fornecem
trombina que € significativamente mais pura e segura, devido a substancial
remogdo ou eliminagdo de impurezas de elevado peso molecular. Os métodos
da presente inven¢do também fornecem um alto grau de depuracgfo viral,
juntamente com consisténcia, confiabilidade e facilidade de uso.

A presente invencdo abrange a aplicagdo de etapas de
purifica¢do a uma preparagdo de trombina e recuperagio da trombina
purificada. Estas etapas incluem mas nfo sfo limitadas a purificagdo
cromatografica; aplicagdo da preparagdo de trombina a um filtro de exclusio
de tamanho; aplica¢do da preparagdo de trombina a um filtro de troca de ions;
diminui¢do do pH; ou irradiagdo da preparagdo de trombina com radiacdo
eletromagnética. Embora a invengio seja baseada na descoberta do uso da
e tamanho, tais etapas de purificacio podem ser
aplicadas independentemente ou em combinagio.

Além disso, os métodos sdo receptivo a grande escala,
produgdo comercial e purificagdo. Os métodos da presente invengdo podem

produzir grandes quantidades de trombina substancialmente livres de
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impurezas, tendo um peso molecular maior do que 40 kDa e agentes virais.

A presente invengdo também contempla a adi¢io de um ou
mais excipientes a trombina, resultando em uma formulagio de trombina que
€ mais estavel do que as formulagSes de trombina atualmente disponiveis.
Como tal, a presente invengdo resolve muitos dos problemas das formulagdes
de trombina da arte anterior. Sem ficarmos presos a qualquer teoria particular,
a capacidade de estabilizar as composi¢des de trombina altamente purificadas
da presente invengdo pode resultar em tratamento consistente e eficaz.
Preferivelmente, as formulagdes de trombina estabilizadas da presente
inven¢@o compreendem trombina tendo um alto grau de pureza e atividade
especifica e pelo menos um excipiente farmaceuticamente aceitavel. A
presente inven¢do também abrange formulagbes de trombina estabilizadas,
liquidas.

5.1 FONTE DE TROMBINA

A trombina de qualquer fonte pode ser usada nas composigdes,
formulagdes e métodos da presente invenc¢do. Exemplos de fontes de trombina
adequada, para uso nas composi¢des, preparagdes e métodos da presente
invengdo, incluem mas ndo sdo limitados a trombina isolada de fontes bovinas
ou humanas. Fontes comerciais de trombina, tais como Thrombin JMI®,
podem também ser usadas na presente invengio.

Também trombina de qualquer nivel de pureza ou trombina
resultando de qualquer preparagdo pode ser usada. Por exemplo, trombina
pré-purificada, como aqui descrito, pode ser usada nas composicdes,
formula¢des e métodos da presente invengdo. Adicionalmente, a trombina
ibinanies € adequada para a
presente invengao.

5.2 PURIFICACAO DA TROMBINA

A presente inven¢do inclui métodos para a preparagdo de

trombina com aumentada pureza, aumentada atividade especifica e aumentada
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seguranga, devido aos baixos niveis de impureza, tais como fator Va, prions e
particulas virais.

Em certas formas de realizagdo, os métodos da presente
inven¢do aumentam a pureza de uma preparagéo de trombina em mais do que
30%, mais do que 50%, mais do que 75% ou mais do que 90%, em
comparagdo com a Thrombin-JMI® ou outra trombina purificada.

Outra maneira pela qual a pureza é quantificada é medindo-se
a atividade especifica da trombina. A atividade especifica da trombina pode
ser medida por ensaios padrdo conhecidos na arte, incluindo ensaios de
coagulacdo e ensaios cromogénicos (vide, p. ex., Gaffney et al.,, 1995,
Thromb Haemost 74:900-903).

Em uma forma de realizagdo, os métodos da inveng¢do
fornecem preparagdes de trombina em que a atividade especifica da
preparagdo da trombina é aumentada em pelo menos 1000%, pelo menos
1200%, pelo menos 1500%, ou pelo menos 1800%, em comparagdo com a
trombina pré-purificada. As composi¢des de trombina da presente invengdo
tém uma elevada atividade especifica; Preferivelmente, a atividade especifica
das composig6es de trombina da presente invengdo é maior do que 1800 u/mg
de proteina.

~ Os métodos da presente invencdo fornecem preparagdes de
trombina tendo uma atividade especifica variando de cerca de 1800 u/mg e
3000 u/mg, mais preferivelmente entre cerca de 1800 u/mg e 2400 u/mg. Em
outras formas de realizagfo, a atividade especifica € entre cerca de 2400 u/mg
e 2500 u/mg, entre cerca de 2500 u/mg e 2600 u/mg, ou entre cerca de 2600
u/mg ¢ 2700 u/mg, entre cerca de 2700 e 2800 wmg de proieina, enire cerca
de 2800 e 2900 uw/mg de proteina ou entre cerca de 2900 e 3000 u/mg de
proteina. Em certas formas de realizagdo, a trombina tem uma atividade
especifica maior do que 3000 u/g.

Empregando-se certos métodos da invengdo, os agentes virais
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e/ou impurezas de elevado peso molecular sdo reduzidos em pelo menos 50%,
pelo menos 60%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 99%. Em uma forma de
realizag@o preferida, as impurezas de elevado peso molecular e/ou impurezas
de particulas virais da prepara¢do de trombina sdo reduzidas em pelo menos
80%. '

A presente invengdo também fornece métodos para purificar
trombina, compreendendo excluir moléculas tendo um mais elevado peso
molecular do que a trombina. S3o providos métodos para purificar trombina para
eliminar pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95% e pelo menos 99% de impurezas tendo um mais
elevado peso molecular do que a trombina. Ao obter-se a eliminagio de
impurezas de mais elevado peso molecular, ¢ desejavel obterem-se recuperagdes
de trombina de pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos
85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 99%.

Também em certas formas de realizagdo dos métodos da
presente inven¢do, a recuperagdo da trombina € também maior do que 80%,
maior do que 85%, maior do que 90%, ou maior do que 95%.

Os métodos da presente invengdo incluem aplicar etapas de
purificagdo a uma preparagdo de trombina e recuperar a trombina purificada. As
etapas de purificagdo da presente invengdo incluem aplicar uma preparagdo de
trombina a um filtro de exclusdo de tamanho; purificagio cromatografica;

aplicagdo da preparagdo de trombina a um filtro de troca de ions; diminui¢do do

pH' Ou IWOA
3

reparac 1 radiagdo eletromagnética. Tais
etapas podem ser aplicadas independentemente ou em combinagio.

5.2.1 FILTRAGEM E CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE
TAMANHO

De acordo com os métodos da presente invengdo, a
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recuperagdo e purificagio das preparagdes de trombina podem ser
conseguidas excluindo-se as impurezas utilizando-se métodos envolvendo
técnicas de separagdo baseadas no peso molecular. Em geral, qualquer método
envolvendo separag@o baseada em peso molecular pode ser usada, incluindo
filtragem e cromatografia por exclusio de tamanho. Em certas formas de
realizagdo, em os métodos da presente invengdo utilizam filtragem de
exclusdo de tamanho, € preferivel que os poros do filtro sejam grandes o
bastante para permitir a passagem das moléculas de trombina, porém bastante
pequenos para reter muitas impurezas, incluindo impurezas e virus de grandes
proteinas.

Uma vez que a trombina tem um peso molecular de
aproximadamente 40 kDa, ¢ preferivel que, em certas formas de realizacéo, os
métodos da invengdo compreendem aplicar uma preparagio de trombina a um
filtro de exclusdo de tamanho capaz de excluir impurezas que tenham um
peso molecular maior do que 40 kDa de tamanho de dita prepara¢io de
trombina. Em uma forma de realizagdo preferida, o filtro de exclusdo de
tamanho € capaz de excluir impurezas que tenham um peso molecular
variando de 40 kDa a 300 kDa.

Assim, os filtros de exclusdo de tamanho de cortes de peso
molecular, isto é, limite de exclusdo de 50, 100, 150, 300 kDa ou maior,
podem ser usados. Em uma forma de realizagdo, o filtro de exclusio de
tamanho tem um corte de peso molecular variando de 40 kDa a 300 kDa. Em
outra forma de realizagdo, o filtro de exclusio de tamanho tem um corte de

peso molecular variando de 50 kDa a 300 kDa. Em ainda outra forma de
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amarnho tem um corte de peso moiecuiar
variando de 50 kDa a 150 kDa. Em uma forma de realizagfo preferida, o filtro
de exclusdo de tamanho tem um corte de peso molecular de 50 kDa. Em uma
forma de realizagdo mais preferida, o filtro de exclusdo de tamanho tem um

corte de peso molecular de 100 kDa. Esta etapa pode também opcionalmente
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incluir a aplicagdo de diafiltragem, para maximizar a recupera¢do da
trombina.

Em formas de realizagdo preferidas, os filtros de exclusdo de
tamanho terdo tamanhos de poro com um corte de peso molecular em torno de
100 kDa. Preferivelmente, o filtro de exclusdo de tamanho adequado para a
presente inven¢do também reduz eficazmente os agentes bacterianos e
endotoxinas.

Em certas formas de realizagdo, os filtro de exclusio de
tamanho s3o feitos de polietersulfona modificada em um suporte de
poliolefina altamente poroso. Além disso, o filtro usado pode ser um filtro de
fluxo tangencial. Um exemplo de um filtro que pode ser usado nesta invengéo
é 0 Omega™ 100K VR, manufaturado pela PALL FILTRON Corporation.

Outros filtros de exclusdo de tamanho que podem ser usados
de acordo com a presente invengdo incluem mas nf3o sdo limitados ao
Viresolve/70, manufaturado por Millipore Corporation; VirA/Gard 500,
manufaturado por A/G Technology, Corporation e Ultipor DV20,
manufaturado por Pall Corporation.

Com a filtragem de exclusdo de tamanho, as moléculas
grandes, incluindo impurezas virais, sdo retidas pelos poros da membrana. A
membrana pode ser descartada apds uso ou, alternativamente, a membrana
pode ser reutilizada. As membranas que resultam em uma redugio em log
bastante elevada sdo consideradas aceitaveis e podem ser usadas. Cada
reducdo em log ¢ uma redugdo de 90%. Outros testes podem também ser
realizados no filtro, para assegurar que o filtro tenha uma faixa de tamanho de
l. Em certas formas de realizagdo dos métodos da presente
invengdo, a depuragéo viral ¢ em um valor de redugdo em log (LRV) maior do
que 3,5, preferivelmente maior do que 4,0, mais preferivelmente maior do que
4,5. Em certas formas de realiza¢do, a depuragdo de prion € em um valor de

reducdo em log (LRV) maior do que 3,5, preferivelmente maior do que 4,0,
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mais preferivelmente maior do que 4,5.

Em certas formas de realiza¢do da inven¢&o, os volumes de 50
ml, 100 ml, 150 ml, 200 ml, 250 ml, 300 ml, 350 ml, 400 ml, 450 ml, 500 ml,
seus multiplos ou mais sdo aplicados a um filtro de exclusdo de tamanho. A
inven¢do também abrange métodos compreendendo aplicar pelo menos 300
ml de uma preparagfo de trombina a um filtro de exclusdo de tamanho.

A invengdo também abrange métodos para purificagdo de
trombina comercial de larga escala, compreendendo aplicar pelo menos 40 1
de uma preparagdo de trombina a um filtro de exclusio de tamanho,
preferivelmente pelo menos 60 1 de uma preparagio de trombina a um filtro
de exclusdo de tamanho, muitissimo preferivelmente pelo menos 90 1 de uma
preparacdo de trombina a um filtro de exclusio de tamanho. Em certas formas
de realizagdo, o volume da preparagdo de trombina aplicada ao filtro de
exclusdo de tamanho depende da area de superficie dos filtros usados e/ou do
numero de filtros usados. Em formas de realizagio preferidas da invenc3o, os
volumes iniciais de 401a 601,601a 801, 801a 100 1, acima de 100 1 ou mais
e seus multiplos sdo aplicados a um filtro de exclusio de tamanho.

Os certos métodos da presente invengdo sdo particularmente
adequados a purificagdes de larga escala de trombina. Como tal, em formas de
realizagdo preferidas da invengdo, os volumes iniciais de 15 L a 20 L e seus
multiplos sdo aplicados a um filtro de exclusio de tamanho. Em uma forma de
realizagdo em que 15 L de preparagdo de trombina sdo aplicados ao filtro de
exclusdo de tamanho, a preparagdo de trombina compreende 300.000.000

unidades de trombina.

522 CROMATOGRAET
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Empregada sozinha ou em conjunto com a filtragem de
exclusdo de tamanho, a filtragem de exclusdo de jons também fornece
substanciais beneficios a preparagdo de trombina. A filtragem de exclusdo de

ions fornece um alto grau de depurac¢do viral, juntamente com consisténcia,



10

1

20

[\
(W)

5

17

confiabilidade e facilidade de uso.

Em certas formas de realizagdo, os métodos da presente
invengdo podem ainda compreender aplicar a trombina a um filtro de troca de
ions. A filtro de troca de ions é um método de separagdo que filtra solutos
baseados em sua carga eletronica. Os filtros de troca de ions contém centros
de carga na membrana de troca de ions. Quando a amostra € passada através
do filtro, os compostos carregados na amostra adsorverio nos centros de carga
da membrana. E selecionado um filtro que tem uma carga positiva e que
filtrara proteina e impurezas virais carregadas da prepara¢io de trombina. Os
virus com a mesma carga liquida que o filtro ndo se ligardo a resina e serdo
removidos na penetragdo.

Os filtros de troca de ions usado de acordo com a presente
invengdo sdo preferivelmente carregados positivamente, enquanto que as
resinas de cromatografia por troca de ions tipicamente usadas para purifica¢do
da trombina sdo carregadas negativamente. Os filtros de troca de ions sdo
eficientes para remover acidos nucléicos. Em uma forma de realizagio
preferida, um filtro de troca de ions tem grupos amina quaternaria pendentes.
Um filtro de troca de ions preferido, que pode ser usado com esta invenc¢do, é
o filtro Mustang™ Q, manufaturdo pela Pall Corporation. Outro filtro de troca
de ions que pode ser usado € o Cuno Zeta Plus VRO05.

5.2.3 TRATAMENTO TERMICO

A aplicag¢do de moderado calor é também uma etapa adequada,
que pode ser usada nos métodos da presente invengdo para a purificagdo da
trombina. A aplicagdo de calor moderado pode também ser usada sozinha ou
x8o com a filtragem ou cromatografia por exciusdo de tamanho, bem
como qualquer uma das outras etapas de purificagdo examinadas aqui.
Qualquer tipo de calor pode ser aplicado & trombina, de qualquer fonte, por
qualquer extensdo de tempo, contanto que as impurezas virais sejam

inativadas e a trombina ainda mantenha uma elevada atividade especifica.
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Em certas formas de realizagdo a trombina pode ser aquecida a
40 °C a 100 °C. Em formas de realizagdo preferidas, a trombina é aquecida a
cerca de 60 °C. O tratamento térmico pode ser aplicado & trombina durante
qualquer extensdo de tempo. Por exemplo, a trombina pode ser aquecida por 1
a 60 minutos ou a trombina pode ser aquecida por 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 ou 10
horas. Em uma forma de realizagdo preferida, um tratamento térmico ¢é
aplicado a trombina por 10 horas a 60 °C.
5.2.4 AJUSTE DO PH

Outra etapa de purificagdo que pode ser usada nos métodos da

presente inven¢do € o ajuste do pH da trombina. O pH da trombina pode ser
ajustado a qualquer nivel, contanto que a composi¢ido de trombina resultante
tenha baixas quantidades de impurezas virais. Por exemplo, a diminui¢io do
pH da trombina € eficaz na inativagdo de impurezas virais. Em certas formas
de realizagdo, o pH da trombina € ajustado a abaixo de cercé de 5 ou abaixo
de cerca de 4. Entretanto, o abaixamento do pH da trombina pode resultar em
alguma perda da atividade da trombina.

5.2.5 IRRADIACAO ELETROMAGNETICA

Ainda outra etapa de purificagdo que pode ser usada nos
métodos da presente invengdo € a aplicagdo de radiagdo gama ou
eletromagnética, ou luz UV. A aplicagdo de radiagdo & trombina pode também
ser usada sozinha ou em combinagdo com qualquer uma das outras etapas de
purificagdo aqui descritas.

A invengdo da presente invengdo constatou que a radiag¢do

eletromagnética e gama sdo ferramentas de inativagdo de virus poderosas e
robustas. Relatadamente, a irradiagio gama ¢ eficaz contra uma larga

variedade de virus. Entretanto, menos do que 70% de recuperagio podem ser
obtidos no caso de trombina comercialmente disponivel.
A aplicagdo da luz UV pode também ser usada sozinha ou em

combinagdo com as outras etapas de purificagdo da presente invencdo e é
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também um procedimento de inativagdo de virus eficaz. Entretanto, alguma
perda da atividade da trombina é observada com este método também. Os
inventores observaram que curtos periodos de exposi¢do podem resultar em
menos perda de atividade.

53 PREPARACOES/FORMULACOES DE TROMBINA PURIFICADA

A presente invenc¢do ¢ também dirigida a composi¢bes de
trombina purificadas pelos métodos acima. A composi¢do de trombina da
presente invengdo tém pureza aumentada, elevada atividade especifica e
baixos niveis de impurezas, incluindo baixos niveis de impurezas, tais como
fator Va, prions e particulas virais.

As composigdes de trombina da presente inven¢do tém uma
elevada atividade especifica; preferivelmente, a atividade especifica das
composi¢des de trombina da presente inveng¢do € maior do que 1800 u/mg de
proteina. A presente invengdo abrange composi¢des de trombina tendo uma
atividade especifica variando de cerca de 1800 w/mg e 3000 u/mg, mais
preferivelmente entre cerca de 1800 u/mg e 2400 u/mg. Em outras formas de
realizagfo, a atividade especifica € entre cerca de 2400 u/mg e 2500 u/mg,
entre cerca de 2500 u/mg e 2600 u/mg ou entre cerca de 2600 u/mg e 2700
u/mg, entre cerca de 2700 e 2800 u/mg de proteina, entre cerca de 2800 e
2900 u/mg de proteina ou entre cerca de 2900 e 3000 u/mg de proteina. Em
certas formas de realizagdo, a trombina tem uma atividade especifica maior do
que 3000 u/mg.

As composig¢des de trombina da presente invengo sdo também
substancialmente livres de impurezas de elevado peso molecular, incluindo

fator Va, agentes bacterianos, prions e agentes virais. Como aqui usado, uma
composigdo que € “substancialmente livre” de impurezas de elevado peso
molecular significa que as composi¢des contém menos do que cerca de 5-20%
em peso, preferivelmente menos do que cerca de 15% em peso, mais

preferivelmente menos do que cerca de 10% em peso. Como aqui usado, as



10

15

20

25

20

composi¢des que sdo “substancialmente puras” contém menos do que 5% das
impurezas de elevado peso molecular em peso e, muitissimo preferivelmente,
menos do que cerca de 3% em peso das impurezas de elevado peso molecular.

Em uma forma de realizagdo preferida, as composi¢bes de
trombina da presente invengdo sfio substancialmente livres de impurezas,
tendo um peso molecular maior do que 40 kDa. Em outra forma de realizagio
preferida, a trombina € substancialmente livres de impurezas tendo um peso
molecular na faixa de 40 kDa a 300 kDa. Exemplos de impurezas de elevado
peso molecular incluem fator Va (cadeia pesada (peso molecular = 105 kDa) e

cadeia leve (peso molecular = 71 kDa/74 kDa)) e albumina de soro bovino

(BSA; peso molecular = 66 kDa).

Em outra forma de realizagdo, a invengio fornece composi¢des
de trombina. substancialmente livres de impurezas de particulas virais. As
impurezas de particulas virais sdo também exemplos de impurezas de elevado
peso molecular. Os virus que podem ser removidos pelos métodos da presente
invencdo incluem mas ndo sdo limitados a virus da diarréia viral bovina
(BVDV), virus da pseudo raiva (PRV), virus da encefalomiocardite (EMCV),
parvovirus bovino (BPV), parvovirus canino (CPV), virus stickleback (SBV),
virus da encefalite transmitida por carrapato (TBEV), rinovirus eqiiino 1
(ERV-1), virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1), hepatite A (HAV),
hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV). Os virus podem ser detectados por
uma variedade de ensaios baseados em anticorpo, incluindo ELISAs e ensaios
baseados em 4acido nucléico, incluindo ensaios PCR e de hibridizacio.

Em uma forma de realizagdo especifica, a invengdo fornece
composigdes de trombina substancialmente livres do Fator Va. Em algumas
formas de realizagdo, o fator Va é reduzido em pelo menos 50%, pelo menos
55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou

pelo menos 99%. Em certas formas de realizagdo da invengdo, apos filtragem
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de exclusdo de tamanho, o fator Va pode raramente ser detectado na amostra
concentrada (antes de ser diluido dentro de uma formulagdo final) e é
tipicamente ndo detectado em absoluto na formulagio final.

Em outras formas de realiza¢do, a quantidade de fator Va é
reduzida a menos do que 0,4, menos do que 0,35, menos do que 0,3, menos
do que 0,25, menos do que 0,2, menos do que 0,15, menos do que 0,1, menos
do que 0,02 ng/1000 unidades de trombina ou qualquer outra quantidade
atualmente indetectavel.

Preferivelmente, a auséncia de niveis reduzidos de fator Va ¢
determinada por métodos de rotina conhecidos na arte, p. ex., métodos
cromatograficos, incluindo eletroforese gel, ensaios de atividade de fator Va e
ensaios baseados em anticorpo.

Em uma forma de realizagdo preferida, as composi¢bes de
trombina da presente invengdo tém uma atividade especifica maior do que
2800 u/mg de proteina e sdo substancialmente livres de impurezas de elevado
peso molecular.

A trombina purificada pelos métodos da presente invengdo
podem ainda ser formuladas para uso clinico. As formulagdes de trombina da‘
presente invencédo preferivelmente sdo mais estaveis do que as formulagdes de
trombina atualmente disponiveis. Adicionalmente, em certas formas de
realiza¢do, as formulagdes de trombina da presente invengio sdo liquidas.

Em certas formas de realizagdo, as formulagdes estabilizadas
da presente invengdo compreendem: trombina, em que a trombina ¢é
substancialmente livre de impurezas; e pelo menos um excipiente
farmaceuticamente aceitavel. Em uma tal forma de realizacfo, a trombina é
trombina bovina.

Em certas formas de realizagfo, as formulagdes estabilizadas
da presente inven¢do compreendem trombina, pelo menos um polimero, pelo

menos um alcool, pelo menos um sal e uma quantidade apropriada de um
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acido e/ou base para ajustar o pH a faixa desejada.

Em uma forma de realizag¢do, as formulagdes estabilizadas da
presente invengdo compreendem trombina, glicerol, polietileno glicol, acetato
de sodio e cloreto de sddio e acido cloridrico ou hidrdxido de sédio ou ambos,
para ajustar o pH a entre 5-8.

Em uma forma de realizagdo preferida, as formulagdes
estabilizadas da presente invengdo compreendem trombina, cerca de 30% de
glicerol em volume, cerca de 10% de polietileno glicol em volume,
concentragdo de 0,025-0,05 M de acetato de sodio e concentragdo de 0,15-
0,3M de cloreto de sodio e acido cloridrico e hidréxido de s6dio ou ambos,
para ajustar o pH a uma faixa de 6-7.

A trombina purificada da presente inven¢do pode ser
armazenada a 0-10 °C por 48 horas antes da formulago e/ou processamento
estéril. Em uma forma de realizagéo preferida, a esterilizagdo da formulac¢do
da invengdo é conseguida utilizando-se um filtro estéril de 0,2 micro. A
formulagdo da presente invengdo pode ser armazenada a 25 °C por até 2 anos
sem processamento estéril. A presente invengdo € dirigida a formulag¢des de
trombina estabilizadas, que mantenham pelo menos 60% de sua poténcia
inicial por um periodo de dois anos. Em formas de realizagdo preferidas, as
formula¢6es mantém pelo menos 60% de sua poténcia inicial por um periodo
de dois anos. Em formas de realizagdo preferidas, as formulagdes mantém
pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, ou 95% de sua poténcia inicial.
A invengdo € particularmente dirigida a formulages que mantenham pelo
menos 80%, 85%, 90%, ou 95% de sua poténcia inicial apos 3 meses, pelo
menos 70%, 80%, 85%, 90% ou 95% de sua poténcia inicial apés 6 meses,
pelo menos 70%, 80%, 85%, 90%, ou 95% de sua poténcia inicial apds 9
meses, pelo menos 70%, 80%, 85%, 90%, ou 95%% de sua poténcia inicial
apds 12 meses, e pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, ou 95%% de sua

poténcia inicial apds 18 meses. A presente inven¢do é também dirigida a
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formulagGes de trombina estabilizadas, que mantenham pelo menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95% da poténcia de acordo com a reivindica¢do de
rotulo 1nicial por um periodo de dois anos. A invengdo é dirigida a
formulagdes que mantenham pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, ou 95%
de sua poténcia de rétulo inicial apos 3 meses, pelo menos 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, ou 95% de sua poténcia de rétulo inicial apds 6 meses, pelo menos
70%, 75%, 80%, 85%, 90%,0u 95% de sua poténcia de rétulo inicial apos 9
meses, pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, ou 95% de sua poténcia de
rotulo inicial ap6s 12 meses, pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, ou 95%
de sua poténcia de rétulo inicial apds 18 meses.

5.3.1 EXCIPIENTES

Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem
qualquer excipiente que auxilie na estabilizagdo das formulagdes de trombina
da presente invengdo. Os excipientes farmaceuticamente aceitaveis que sdo
adequados para a presente invengdo podem funcionar como diluentes,
tampdes, estabilizantes, tensoativos, agentes quelantes, conservantes.

Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem
mas ndo sdo limitados a liquidos aquosos, tais como agua, 4cidos e bases;
solventes orgénicos, tais como alcoois; polimeros; sais ou suas combinagdes.

Acidos adequados incluem mas ndo sdo limitados a écido
cloridrico, acido bromidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido férmico,
acido acético, acido citrico e acido fosforico. O acido preferivelmente ¢é acido
cloridrico.

Bases adequadas incluem mas néo sdo limitadas a hidroxido de
sodio, hidréxido de potassio e hidroxido de amonio. A base preferivelmente é
hidroxido de sédio.

Os acidos e bases incluidas nas formula¢Ses de trombina
liquidas estabilizadas da presente invengdo podem ser usadas para ajustar o

pH das formulag¢des de trombina liquidas estabilizadas. O pH das formulag¢des
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de trombina liquidas estabilizadas da presente invengdo pode ser ajustado a
qualquer pH que estabilize as formulag¢des de trombina da presente invenc3o.
Em certas formas de realiza¢do, o pH da formulagio de trombina é entre 4 e
9. Preferivelmente, o pH das formulagdes de trombina da presente invengéo é
entre 5 e 8. Mais preferivelmente, o pH das formulagbes de trombina da
presente invengdo € entre 5,5 e 7,7. Em uma forma de realiza¢do preferida o
pH das formulag¢des de trombina da presente invengédo é 6,7 + 0,1.

Alcoois adequados incluem mas nfo sdo limitados a 4lcoois
poliidricos, tais como glicerol etileno glicol, propileno glicol, butileno glicol,
1,6-hexileno glicol, neopentil glicol, dietileno glicol, trimetilolpropano e
pentaeritritol. O alcool preferido € glicerol.

A quantidade de éalcool nas formulagdes de trombina liquidas
estabilizadas da presente invengdo pode ser de 0 a 80% em volume. Em certas
formas de realizagfo, a quantidade de alcool, por exemplo, glicerol, é de 10-
50% em volume. Em formas de realizagéo preferidas, a quantidade de alcool,
por exemplo, glicerol, € de 20-40% ou 25-35% ou 30% em volume.

Polimeros adequados incluem mas nfo sdo limitados a
polietileno glicol, estireno-isobutileno-estireno, poliuretanos, silicones,
poliésteres, poliolefinas, poliisobutileno, copolimeros de etileno-alfaolefina,
polimeros e copolimeros acrilicos, polimeros de vinil haleto, polivinil éteres,
polivinilideno haletos, poliacrilonitrila, polivinil cetonas, polivinil aromaticos,
polivinil ésteres, copolimeros de vinil mondémeros, copolimeros de vinil
monoémeros e olefinas, poliamidas, resinas alquidicas, policarbonatos,
polioximetilenos, poliimidas, poliéteres, resinas epoOxi, poliuretanos, triacetato
de raiom, acetato de celulose, butirato de celulose, butirato de acetato de
celulose, celofane, nitrato de celulose, propionato de celulose, éteres de
celulose, carboximetil celulose, coldgenos, quitinas, acido polilatico, acido
poliglicélico, copolimeros de acido polilatico-6xido de polietileno, borrachas

de EPDM, fluorossilicones, polissacarideos, fosfolipideos ou uma
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combina¢do dos mesmos. O polimero preferido € polietileno glicol. Um
polimero muito preferido € polietileno glicol 200-400.

A quantidade de polimero das formulagdes de trombina
liquidas estabilizadas da presente invengdo pode ser de 0 a 50% em peso. Em
certas formas de realizagio, a quantidade de polimero, por exemplo,
polietileno glicol, ¢ de 1-30% em volume. Em formas de realizagio
preferidas, a quantidade de polimero, por exemplo, polietileno glicol, € de 1-
20% ou 5-15% ou 10% em volume.

Sais adequados incluem mas nfo sdo limitados a cloreto e
brometo de calcio, potéssio ou sddio e similares; acetato de calcio, potassio,
césio ou sodio; citrato de potassio, césio ou sddio; nitrato de potassio, césio
ou sodio; e formiato de potassio, césio ou sodio. Sais preferidos sdo acetato de
sodio e cloreto de sodio.

A concentragd@o dos sais das formulagdes da presente invengio
podem ser de 0 a 0,5 M. Em certas formas de realizagdo, a concentra¢do de
sal € de 0,01 a 0,45M. Em outras formas de realizacdo, a concentra¢io de sal
¢ menor do que 0,3 M. Em formas de realizagdo preferidas, o sal é uma
combinagdo de cloreto de sddio e acetato de sodio, em que a concentragio de
cloreto de sodio é de 0,15-0,3M e a concentra¢do de acetato de s6dio é de
0,025-0,05 M. Outra faixa preferida de cloreto de sddio € 0,28 a 0,32 M.

5.4 TESTE DE POTENCIA

A trombina pode ser testada quanto a poténcia ou atividade,
podendo ser testada usando-se ensaios conhecidos na arte. Um tal método é
baseado nas medi¢des do tempo de coagulagdo. As medigdes do tempo de
coagulagdo podem ser determinadas usando-se um regulador de coagulagio
ACL7000. Os tempos de coagulagio medidos sdo convertidos em u/ml
usando-se uma regressdo de duplo log do tempo de coagulagdo de curva
padrdo vs. u/ml. O valor u/ml foi multiplicado pelo fator de dilui¢do para

obter-se a atual poténcia da amostra. Os resultados de ensaio podem ter
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alguma variabilidade devido a uma combinagfo de fatores, incluindo técnicas
de pipetagem, diferentes maquinas ACL e viscosidade da amostra testada.

5.5. KITS E ADMINISTRACAOQ

A presente invencdo também abrange kits compreendendo
formulagdes de trombina estabilizadas da presente invengdo. Os kits incluem
um frasco que contém as formulagdes de trombina estabilizadas da presente
invencdo. Enquanto nos frascos a formulagdo de trombina estabilizada deve

satisfazer as seguintes especificagdes de produto:

Especificacio Liberacio Vida em
Prateleira (2 anos
em temperatura
ambiente)
Poténcia NLT 1.400 wml NLT 900 pw/ml
Volume de
carga
5.000 p/frasco NTL 5,0 ml NTL 5,0 ml
10.000 p/frasco | NLT 10,0 ml NLT 10,0 ml
20.000 wifrasco | NLT 20,0 ml NLT 20,0 ml
pH 5,9-7,5 5,9-7,5
Esterilidade Satisfaz as exigéncias da USP e teste de esterilidade 21
CFR 610.12
Seguranga animal geral Satisfaz as exigéncias de 21 CFR 610.11 modificado

Em certas formas de realizagfo, os kits da presente invengo
compreendem as formulagdes de trombina estabilizadas; um frasco capaz de
conter as formulagdes de trombina; e uma agulha. Os kits podem também
incluir pelo menos uma esponja.

Em outras formas de realizagdo, os kits da presente invengio
sdo kits de spray, em que os kits compreendem uma formulag¢do de trombina
estabilizada e um dispositivo que € capaz de pulverizar a formula¢do de
trombina. Dispositivos de pulverizagdo adequados incluem uma ponte de
spray ou uma bomba de spray e um atuador. Adicionalmente, os kits de spray
podem ainda compreender uma agulha.

Com relagdo aos kits de spray, a formulagdo de trombina
estabilizada pode também ser contida em um frasco. Os frascos contendo a
formulag@o de trombina liquida incluida nos kits de spray devem atender as

seguintes especificagdes de produto:
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Especificacio Liberacao Vida em
Prateleira (2 anos
em temperatura
ambiente)
Poténcia NLT 1.400 wml NLT 900 pw/ml
Volume de
carga
5.000 w/frasco NTL 5,0 ml NTL 5,0 ml
10.000 w/frasco | NLT 10,0 ml NLT 10,0 mi
20.000 w/frasco | NLT 20,0 ml NLT 20,0 ml
pH 5,9-7,5 5,9-7,5
Esterilidade Satisfaz as exigéncias da USP e teste de esterilidade 21
CFR 610.12 apos esterilizagdo com 6xido de etileno
Seguranga animal geral Satisfaz as exigéncias de 21 CFR 610.11 modificado
apos esterilizagdo com oxido de etileno

A presente inveng@o também refere-se a métodos de produzir
formulagdes de trombina estabilizadas. Em certas formas de realiza¢do, um
método para produzir formulagdes de trombina estabilizadas compreende (a)
aumentar a pureza da trombina; e (b) adicionar pelo menos um excipiente
farmaceuticamente aceitavel a trombina purificada.

Os métodos de produzir as formulagdes estabilizadas da
presente invengdo podem ainda compreender ajustar o pH com um acido ou
uma base.

A Figura 3 é um fluxograma que descreve um método de
produzir formulagdes de trombina estabilizadas da presente invengdo Apds
preparar uma composicio de trombina tendo aumentadas pureza e atividade
especifica, 28-33% em volume de glicerol e 7-11% em volume de um
polietileno glicol, tendo um peso molecular entre 200-600, sdo adicionados a
trombina purificada. Cloreto de sodio e acetato de sddio sdo adicionados até a
concentragdo de cloreto de sodio ser 0,08-0,31 M e a concentragdo molar de
acetato de sodio ser 0,02-0,06 M. O pH é ajustado a 5,7 a 7,7. A formulagio
de trombina estabilizada € entdo esfriada a 0-10 °C.

A formulacdo de trombina estabilizada pode entdo ser
esterilizada e armazenada em frascos rotulados.

Adicionalmente, a presente inven¢do é também dirigida a

métodos de administrar as formulagdes de trombina estabilizadas.
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Preferivelmente, as formula¢Ges de trombina estabilizadas da presente
invencdo sdo administradas topicamente.

Em certas formas de realizagdo, o método compreende (a)
puxar a formulagdo de trombina para dentro de uma seringa; (b) forgar a
formulagdo de trombina através da seringa; e (c¢) inundar a superficie de um
lume corporal com a formulagio de trombina.

Em outras formas de realizagdo, o método compreende
pulverizar a formulag@o de trombina tdpica sobre a superficie de um lume
corporal.

Em ainda outras formas de realizagdo, o método compreende
(a) saturar uma esponja com a formulagdo de trombina; e (b) aplicar a esponja
a superficie de um lume humano.

A descrigdo contida aqui e os seguintes exemplos s3o para fins
de ilustracdo e ndo para fins de limitagdo. Mudangas e modifica¢des podem
ser feitas as formas de realizagdo da descrigio e ainda situarem-se dentro do
escopo da invengdo. Além disso, mudangas, modificagdes ou varia¢bes dbvias

ocorrerdo par aqueles habeis na arte.

6. EXEMPLOS

" EXEMPLO 1-PREPARACAO DE TROMBINA PRE-PURIFICADA

Trombina Boviva pré-purificada ou de baixa pureza

Preparacdo da Tromboplatina: Pulmio Bovino fresco é moido
em equipamento de moagem convencional. O Pulméo Bovino Moido pode ser
usado imediatamente ou armazenado congelado em recipientes poli-
revestidos a <-15 °C. O pulm&o moido € suspenso em cloreto de sodio diluido
a cerca de 0-15 °C e extraido por cerca de 12-72 horas. A suspensdo de
pulmio ¢ filtrada através de tecido grosseiro e/ou, alternativamente, por
centrifugacdo e o extrato liquido € coletado.

Enquanto sob agitagdo, aproximadamente 100 ml de uma

suspensdo de aproximadamente 50% de gel de hidroxido de magnésio sdo
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adicionados por litro de extrato de pulmio e completamente misturados. A
suspensdo € centrifugada ou, alternativamente, filtrada com auxiliares de filtro
e o centrifugado ou filtrado coletado. O extrato de pulmio adsorvido é
fracionado adicionando-se, sob agita¢do, a cerca de 0-15 °C,
aproximadamente um litro de sulfato de amoénio saturado frio por litro de
extrato de pulmio e misturados por cerca de 15-480 minutos. A pasta
insoluvel é colhida por centrifugaggo ou, alternativamente, por filtragem com
auxiliares de filtro.

A pasta € ressolubilizada em cerca de 0,25 a 1 litro de cloreto
de sédio diluido por litro de extrato de pulmio de partida. O extrato de
pulmio fracionado € reprecipitado pela adigdo sob agitagdo a cerca de 0-15
°C, aproximadamente um litro de sulfato de aménio saturado frio por litro de
solugdo e misturados por cerca de 15-480 minutos. A pasta insolivel é
colhida por centrifugagdo ou, alternativamente, por filtragem com auxiliares
de filtro. A segunda pasta é ressolubilizada em cloreto de sodio diluido frio e
clarificada por filtragem.

A solu¢do de trombina é concentrada em um sistema de
ultrafiltro adequado a cerca de 10-50% do volume original e entdo diafiltrado
para remover sulfato de amoénio detectdvel. A ultrafiltragem é um processo
pelo qual uma solugdo com um soluto de tamanho molecular, que é muito
maior do que aquele do solvente, é separado do solvente pela aplicacdo de
pressdo hidraulica. A pressdo hidraulica forca o solvente através de uma
membrana adequada e concentra o soluto.

A diafiltragem é conduzida adicionando-se 8 ou mais volumes
de NaCl 0,05 M ou até o permeado passado pelo teste de cloreto de bario. A
diafiltragem ¢ um processo de separar microssolutos de uma solugio de
moléculas maiores por ultrafiltragem com um adi¢fo continua de solvente. O
concentrado € entdo ainda opcionalmente concentrado e a ultrafiltragem

completada. O sistema de ultrafiltragem € enxaguado com diversos litros de
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cloreto de sodio diluido esfriado e esta lavagem € adicionada ao concentrado.
O pH do concentrado € ajustado a cerca de 7,0 com 4cido cloridrico diluido
ou hidréxido de sédio diluido. A tromboplastina resultante é armazenada a
cerca de —15 °C ou mais frio em recipientes plasticos selados.

Plasma Bovino Fresco, citratado, é recebido congelado ou
esfriado em um caminhdo tanque. Se recebido congelado, o plasma é
geralmente armazenado congelado até descongelado para uso. O plasma
descongelado ¢ mantido a 0-10 °C em tanques de ago inoxidavel. O pH do
plasma ¢ ajustado com acido acético tamponado a cerca de 6,5-6,8 e mantido
por cera de 3-30 horas. No final do tempo de retengo, o Plasma é clarificado.
O plasma purificado € ajustado com solugio de hidroxido de sédio a cerca de
pH 6,9-7,2.

Preparagdo de Protrombina: sob agitagio e em uma
temperatura de cerca de 0-10 °C, cerca de 1,5-2,5 (peso seco) gramas de
resina de troca de ions sdo adicionados por litro de Plasma Bovino e
misturados 0,5-6 horas, enquanto controlando o pH a cerca de 6,9-7,2. A
suspensdo resultante € filtrada ou centrifugada para colher a resina. A resina é
lavada completamente com solugdo salina tamponada com fosfato 0,15-0,2
molar a pH de cerca de 6,9-7,2 e guardada.

A Protrombina € eluida da resina lavada usando-se solugfo
salina tamponada com fosfato 0,5-1 molar em um pH de aproximadamente
6,9-7,2, filtrada e os extratos separados e reunidos para mais processamento.
As resinas que podem ser usadas incluem mas nfo s3o limitadas a DEAE-
Sephadex A-50, Marco-Prep DEAE Support, Macro-Prep High Q Support,
Macro-Prep Q Support, UNOsphere Q ion exchange, Capto Q, DEAE-
Sepharose Fast Flow, Q Sepharose™ HP ou equivalente. Os extratos
combinados podem ser filtrados grosseiramente se desejado antes da
ultrafiltragem. A resina gasta pode ser tratada com 4cido e armazenada antes

da subseqiiente regeneracéo e reutilizagdo em um processo de manufaturagdo
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de complexo de protrombina similar.

O extrato de Complexo de Protrombina é concentrado em um
sistema de ultrafiltro adequado a cerca de 10-50% do volume original e entfo
diafiltrado para remover sais indesejados. A diafiltragem € primeiro
conduzida adicionando-se aproximadamente dois a cinco litros de 4gua
purificada esfriada por litro de concentrado como permeado, removida e
entdo, por adi¢do de aproximadamente dois a cinco litros de cloreto de sddio
diluido esfriado por litro de concentrado como permeado, é removida. O
concentrado € entdo ainda opcionalmente concentrado e a ultrafiltragem
completada. O sistema de ultrafiltragem é enxaguado com diversos litros de
cloreto de sodio diluido esfriado e esta lavagem € adicionada ao concentrado.
O Complexo de Protrombina resultante é estocado a cerca de 15 °C ou mais
frio em recipientes selados.

O Complexo de Protrombina é descongelado a cerca de 35 °C
ou menos. O Complexo de Protrombina ¢ diluido a aproximadamente 1000-
5000 u/ml por adicdo de 4dgua purificada contendo suficiente cloreto de célcio
para produzir a concentraggo de cloreto de calcio final de cerca de 0,005-0,03
molar. A suspensdo de tromboplastina é adicionada concomitantemente com o
complexo de protrombina com o cloreto de célcio, sob suave agitagdo. O pH é
ajustado a cerca de 7.3 e misturado por cerca de 15-60 minutos. Em seguida a
ativagdo a cerca de 15-30 °C, a suspensdo é esfriada a cerca de < 10 °C.

Ativagdo e purificagdo da trombina: o Complexo de
Protrombina ativado ¢ diluido a aproximadamente 500-3000 u/ml com
tamp@o de citrato de sdédio diluido, pH de cerca de 6,6. O material pode ser
refiltrado como necessario.

O pH da mistura acima descrita € ajustado a cerca de 6,6 pela
adigdo de 4cido cloridrico diluido ou hidréxido de sddio diluido. O Complexo
de Protrombina ativado ¢ adicionado a uma resina de troca de cations, que foi

ajustada a um pH de cerca de 6,6. As resinas que podem ser usadas incluem
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mas nao sdo limitadas a Amberlite CG-50, Macro-Prep CM Support, Macro-
Prep High S Support, Macro-Prep S Support, UNOsphere S ion exchange, SP
Sepharose™ HP, resina Capto S ou equivalente.

A coluna ¢ lavada com citrato de sodio diluido pH 6,6 e entfo
lavada com cloreto de sédio de cerca de 0,1 a 0,25 molar, para remover
proteinas de baixa afinidade, que sfo descartadas. Isto é seguido pela
aplicagdo de cloreto de sodio aproximadamente 0,5-1 molar para eluir a
trombina purificada. O eluato € coletado em frages que sdo combinadas de
acordo com um ensaio em-processo. A massa ndo-estéril pode ser armazenada
a cerca de 0-10 °C por até cerca de 48 horas enquanto em processo. A
trombina de massa ndo-estéril € formulada a ndo menos do que cerca de 1000
u/ml por adi¢@o de agua para irrigacdo, 30% glicerol, 10% PEG e cloreto de
sodio de aproximadamente 0,15-0,3 M. O pH da solugdo de trombina
formulada € ajustado a pH de cerca de 6,7 + 1,00 com 4cido cloridrico diluido
ou hidroxido de s6dio. A trombina de massa ndo-estéril formulada pode ser
armazenada a cerca de 0-10 °C por até aproximadamente 48 horas antes do
processamento estéril.

A trombina de massa ndo-estéril formulada é esterilizada por
passagem através de filtros de liberagdo ndo-fibrosos retentores bacterianos
estéreis para dentro de um tanque de retengdo estéril adequado. O produto
resultante € uma o-trombina altamente concentrada, que tem um MW de
cerca de 40 kDa. As amostras tém uma atividade especifica média de > a
cerca de 1500 u/mg de proteina.

Além disso, estudos de depuragdo de prion foram realizados
usando-se uma etapa de purificagdo cromatografica de troca de fons. Os
resultados indicam que o nivel de depuragdo de prion, obtido pela etapa de
purificagdo cromatografica de trombina € igual a 3,5 log.

A coluna de pequena escala usada tinha um didmetro interno

de 1,6 cm e foi embalada a uma altura de 50,2 cm com resina. Assim, o
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volume de leito da coluna foi igual a cerca de 101 ml. A coluna guarnecida foi
equilibrada com 100 ml de NaCl 1M, seguido por 100 ml de Na-citrato
0,025M pH 6,61. A taxa de fluxo do sistema de cromatografia foi ajustada a
3,3 ml/min.

A amostra reforcada consistiu de 8 ml de homogeneizado de
cérebro de hamster Scarpie cepa 263K. O homogeneizado foi sonicado por 20
minutos, entdo filtrado através de filtros de 0,45, 0,2 € 0,1 pm. Ap6s o reforgo
de amostra, um total de 12 ml foi retirado para os testes de pré-cromatografia,
deixando uma amostra refor¢ada de pré-coluna de 396 ml (400 + 8-12 ml).

A coluna pré-equilibrada foi carregada com os 396 ml de
trombina bruta, lavada com 144 ml de tampdo de Na-citrato 0,025M, até
absorvéncia de eluente ficasse abaixo de 0,4AU, e lavada com 275 ml de
NaCl 0,2M, até a absorvéncia de eluente ficasse abaixo de 0,2 AU. A coluna
foi entdo extraida com NaCl 0,65 M e 37 ml de trombina purificada foram
coletados do tempo em que a absorvéncia alcangou 2AU até o tempo em que
ela caiu para 2AU.

As amostras de pré e pos cromatografia coletadas foram
armazenadas a —60°C ou abaixo antes de realizar o ensaio Western Blot de

prion. Os resultados sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1
Codigo Descricao Volume Titulo Final logo final Valor
Registro amostra amostra | (log,o(PrP*=5/ml)) (PrPRES) Redugio
Amostra (ml) em log
1 Carga 396 5,8 8,4
Refor¢ada 3,5
2 Pos coluna 37 3,3 4,9

* loge (PrPRE5) total ~ Titulo Final (logyo (PrP*® / ml) + log;o (volume
amostra (ml))

EXEMPLO 2-DEPURACAO VIRAL UTILIZANDO FILTRAGEM DE
EXCLUSAO DE TAMANHO

As membranas usadas neste exemplo sio Omega™ (100K VR e

sdo “moldadas de polietersulfona modificada em um suporte de poliolefina
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altamente porosa, que concede resisténcia e rigidez & membrana acabada”. O
ponto de corte de peso molecular tedrico é 100 kDa. A passagem de pequenas
moléculas € possivel somente sob condi¢des de filtragem de fluxo tangencial. As
grandes moléculas e virus sdo retidos por exclusio de tamanho. O valor de
reducdo em log (LRV) para Parvovirus bovino (BPV), que é um muito pequeno
virus (20 nm) ndo-envelopado, foi determinado exceder cerca de 3,5 log,.

A solugdo de trombina avaliada durante este estudo de
depuragfo viral € uma trombina pré-purificada. As amostras tipicamente tém
uma atividade especifica maior do que cerca de 1500 u/mg de proteina. A
concentragdo de proteina € estimada a aproximadamente 1,2% e a
concentragdo de sal a cerca de 0,65 M NaCl. O componente principal desta
solug¢do de trombina € o Ingrediente Farmacéutico Ativo a-trombina, que tem
um peso molecular de aproximadamente 40 kDa.

Ha diversas consideragdes quando escolhendo-se um painel de
virus modelo a ser incluido em um estudo de depuragdo viral. Uma é modelar
virus importante que tém um claro potencial de contaminar os materiais de
partida. Outra ¢ incluir virus que tém uma larga faixa de caracteristicas fisicas e
quimicas, no painel de virus modelo, de modo que, se o estudo de depuragio de
virus apresentar boa depuragdo destes virus, entio tem-se certeza de que o
procedimento de manufatura pode efetivamente limpar agentes virais inesperados.

E importante considerar o parvo virus Bovino (BPV) porque
ele € um virus importante, que tem um claro potencial de contaminar os
materiais de partida e também € extremamente pequeno, ndo-envelopado e
muito resistente a tratamentos fisico-quimicos. O virus da leucemia murina
xenotropica (XMuLV), virus da diarréia viral bovina (BVDV) e o virus da
pseudo-raiva (PRV) sdo também incluidos bem como BPV. Este painel de
virus fornece virus modelo para os virus importantes e fornece uma boa faixa
de caracteristicas fisicas e quimicas, de modo que a depuragio destes virus

sugeriria que o procedimento de manufatura poderia limpar os agentes
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inesperados. As caracteristicas do painel de virus sio indicadas na Tabela 2.

Tabela 2 Resumo das caracteristicas dos quadro virus escolhidos

Virus Genoma Envelope Familia Tamanho Resisténcia a agentes
(nm) fisico quimicos
BPV DNA Nio Parvo 20-25 Alta
XmulLV RNA Sim Retro 80-110 Baixa
PRV DNA Sim Herpes 150-200 Média
BVDV RNA Sim Flavi 40-70 Média

Para cada um dos quatro virus considerados, duas filtragens sdo
realizadas: uma em uma pressio de alimentagio alvo de 8 psi (0,56 kg/cm?) e a
outra em uma pressdo de alimentagdo alvo de 0,84 kg/cm®. Cada filtragem &
realizada empregando-se uma nova membrana Omega™ 100 K VR.

Todas as filtragens sdo realizadas em um recinto frio. Cada
filtragem consiste em reforgar a amostra com 5% (v/v) de um dos quatro
virus, filtrar através de um filtro de 0,45 pum para remover quaisquer
agregados de virus, em seguida filtrar através da membrana Pall Omega 100
K VR. O teste dos virus € realizado em amostras retiradas pos reforgo, pos
filtragem de 0,45 um e pés filtragem por membrana Omega 100K VR.

A filtragem da trombina consiste de filtrar cerca de 400 ml de
trombina pré-purificada através de uma membrana de 0,1 pé® (0,929 dm?)
Omega 100K VR. Apés 80% (320 ml) do volume de trombina inicial ser
coletado no permeado, o retido de 80 ml restante ainda continha muita
trombina, além dos virus e impurezas de ndo-trombina. Diafiltragem continua
desta solugdo de 80 ml é usada a fim de maximizar a transmitincia da
trombina. Isto é conseguido por diafiltragem dos 80 ml com 6x aquele volume
(480 ml) com uma solug¢do de NaCl.

O volume de permeado final é assim duas vezes o volume da
amostra de trombina inicial. A concentragdo deste permeado através de um
cassete de membrana 10K VR ¢ entdo realizada para trazer de volta o volume
e concentragdo ao nivel desejado. A pureza do produto final é muito
aumentada, como resultado desta filtragem. Por exemplo, a atividade

especifica é aumentada em mais do que 30% e o teor de fator Va é reduzido a
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niveis indetectdveis no produto final, conforme medido por ensaio
imunossorvente ligado por enzima competitiva (cCELISA).

A remocgdo do virus (e remogdo de molécula grande) ocorre
por exclusdo de tamanho. Valores de redugdo em log muito elevados sio
observados para o painel de 4-virus considerados (Parvo Virus Bovino, Virus
da Diarréia Viral Bovina, Virus de Leucemia de Murino Xenotropica e Virus
da Pseudo-raiva Bovina). A estabilidade do produto de trombina pés-Omega
ndo ¢ comprometida devido & aumentada pureza do produto aumentada.

A Tabela 3 resume os parametros e condi¢des de 8 filtragens.
Uma vez que a amostra de trombina da pré-filtragem ¢ igual a 400 ml e a drea de
superficie do filtro é igual a 0,1 pé® (0,929 dm?), a relacdo do volume de
trombina para a 4rea da superficie do filtro é de 41/pé® (4 /9,29 dm?). O volume
de refor¢o de virus € igual a 20 ml por filtragem (5% v/v). A pressdo de
alimentagdo é mantida a 8 + 2 psi (8 + 0,141 kg/cm® para todas as filtragens.

Tabela 3-Resumo dos parametros e condigoes das 8 filtragens

Virus PRV BVD BPV XmuLV
Filtragem # 1 2 1 2 1 2 1 2
Area de superficie | 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
do filtro (kg/cm?)

Volume da | 400 400 400 400 400 400 400 400
trombina inicial

(ml)

Volume da | 420 420 420 420 420 420 420 420

trombina refor¢ada
inicial (ml)

Volume da | 820 820 820 820 820 820 820 820
trombina pos

filtragem (ml)

Fluxo cruzado | 41 54 43 54 44 56 43 56
inicial

Fluxo cruzado final | 38 51,5 40 50 41 55 40 53,5
no término da

filtragem

Pressdo de | 0,56- 0,84- 0,56- 0,84- 0,56- 0,84- 0,56- 0,84-
alimentag8o 0,703 0,98 0,703 0,98 0,703 0,98 0,703 0,98
(kg/cm’)

Pressdo do retido | 0 0 0 0 0 0 0 0
(kg/cm’)

Tempo de | 257 214 239 223 236 190 251 204
Filtragem total

(min)

Teste de integridade | Passou Passou | Passou | Passou | Passou | Passou | Passou | Passou

de filtro pré e pds-
uso
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Para cada filtragem, um amostra de trombina reforgada de 420
ml é filtrada através de uma membrana de 0,1 pé” (9,29 dm?) Omega™ 100K
VR. Quando 340 ml de permeado s&o coletados, os restantes 80 ml de solugio
de retido sd@o diafiltrados com 6 vezes aquele volume, empregando-se uma
solugdo de NaCl 0,65 M. Portanto, o volume de permeado total € igual a 340
+ (6 x 80) = 820 ml. Estas condigdes de filtragem produzem recuperagido
aceitavel de trombina, bem como aumentado grau de pureza de trombina.

A fluxo cruzado no inicio das filtragens de 8 psi (9,29 cm?)
varia de 41-44 ml/ml. A filtragem de fluxo cruzado é um método de operagio
em que o fluido retido € circulado através da superficie da membrana, o que
evita acimulo do material filtrado na membrana. O fluxo cruzado no inicio
das filtragens de 12 psi (0,84 kg/cm®) varia de 54-56 ml/min. O tempo do
processo para as filtragens de 8 psi (0,84 kg/cm®) varia de 236-257 min. O
tempo do processo para as filtragens de 12 psi (0,84 kg/cm?) varia de 190-223
min). Os resultados da depuragdo dos quatro diferentes virus sdo resumidos na
Tabela 4.

Tabela 4-Resumo dos resultados da depuracao viral

Virus PRV BVD BPV XmuLV

Unidades Titulo+95% CI Titulo+95% CI Titulo+95% CI Titulo+95% CI
(LOngFU/ml) (LogloTCIDsolml) (LogloTCIDs(}/m]) (LogloTCID50/ml)

Filtragem 1 2 1 2 1 2 1 2
LRV por >4,92 24,92 4,35 422 3,83 3,62 3,86 4,47
filtragem
Média LRV 2492 24,29 23,74 24,26
por virus

Os elevados valores de depuragdo conseguidos e a
similaridade dos resultados obtidos entre as filtragens em duplicata para todos
os virus indicam que a etapa de filtragem é robusta. Os valores de redug¢do em
log médios foram acima de 4 para todos os virus, exceto BPV, que tinha um
valor de redugfo em log de 3,74 + 0,39. Mesmo embora este valor de redugio
em log fosse ligeiramente abaixo de 4 log, é ainda muito elevado sob o
conjunto de condi¢gdes empregadas.

Além disso, estudos de depuragdo de prion foram realizados,
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empregando-se a etapa de filtragem de exclusdo de tamanho. Os resultados
indicam que o nivel de depuragédo de prion obtido pela etapa de purifica¢io de
filtragem de trombina € igual a 3,6 log.

O volume da amostra de trombina pré-reforgo era igual a 400
ml.

A amostra de refor¢o consistiu de 8 ml de Homogeneizado de
Cérebro de Hamster Scrapie Cepa 263 K. O homogeneizado foi sonicado por
20 minutos, em seguida filtrado através de filtros de 0,45, 0,2 ¢ 0,1 um.

Apos reforgo da amostra, 12 ml foram retirados para os testes
de filtragem pré-Omega, deixando uma amostra reforcada pré-filtragem de
396 ml (400 + 8-12 ml).

O filtro usado foi membrana Pall’s Omega™ 100K VR, com
uma area de superficie de 0,1 pé” (9,29 dm?). Assim, a relagio de volume de
trombina para area de superficie de filtro foi de 4 1/pé’.

A membrana Omega™ 100K VR foi instalada no sistema de
filtragem e enxaguada com 500 ml de agua purificada. O teste de integridade
de pré-uso foi realizado e foi aprovado pelos critérios de aceitagcdo. A
membrana foi entdo condicionada com 100 ml de NaCl 0,65 M em uma
pressdo de alimentagio de 10 psi (0,703 kg/cm®). As taxas de permeado e
fluxo cruzado, medidas em cilindros graduados, foram de cerca de 5 e 52
ml/min respectivamente.

A filtragem dos 396 ml iniciais de amostra reforgada foi
iniciada. Quando 325 ml do filtrado (isto €, cerca de 80% do volume inicial)
foram coletados, a amostra restante foi diafiltrada com um total de 475 ml de
NaCl 0,65 M (isto €, cerca de 6 vezes o volume do retido). A pressdo de
alimentagio foi mantida a cerca de 10 psi (0,703 kg/cm?) e a pressdo do retido
foi igual a 0 psi do principio ao fim da realizagéo de filtragem. As condi¢bes
de filtragem mostraram previamente produzirem recupera¢do de trombina

aceitavel, bem como alta pureza de virus.
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O volume pés-filtragem final foi igual a 790 ml e o tempo do
processo foi igual a 172 minutos.

As amostras de filtragem pré e pés Omega coletadas foram
armazenadas a-60°C ou abaixo antes da realizagdo do ensaio Wester Blot. Os

resultados sdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 5
Cédigo Descricio Volume Titulo Final log,, final Valor
Registro amostra amostra (logw(PrPREs/ml)) (PrP*es) Redugio
Amostra (ml) em log
1 Carga 396 5,7 8.3
Reforgada 3,6
2 Pos 6mega 790 1,8 4,7

* log;o(PrP*™) total = Titulo Final (logy(PrP=%ml)) + log, (Volume
amostra (ml))

EXEMPLO 3-DEPURACAO VIRAL EMPREGANDO-SE FILTROS DE
fON

Trombina purificada € primeiro concentrada usando-se um
filtro Pall com 10 K MWCO e area de superficie de 1 pé® (9,29 dm?). Em
seguida, as amostras concentradas sdo diluidas com &4gua purificada a
concentragdo de sal desejada. Um total de 15 bateladas é preparado. Os

resultados de todas as bateladas preparadas sdo resumidos nas Tabela 6 e
7.

Tabela 6-Recuperacio percentual média para varias filtragens

Filtragem # Descrigao % Reducio em log para
Recuperacio BPV

1,2&3 NaCl 50 mM, 0,8% de 74 >5,12+0,24
Manitol, pH ~5,5

11,12 & 13 NaCl 50 mM, 0,8% de 76,9 NA
Manitol, pH ~7,0

3,9&10 NaCl 72 mM, 0,8% de 90,8 NA
Manitol, pH ~7,0

14,15 & 16 NaCl 72 mM, 0,8% sem 91,7 3,60 £ 0,62
Manitol, pH ~7,0

45&7 NaCl 108 mM, 0,8% de 99.8 1,2 £ 0,55
Manitol, pH ~7,0
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Tabela 7-Resumo dos resultados

Filtragem# 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentragio de NaCl 50 50 50 108 018 81 108 72
(mM)

72 30192 | 21332 | 22111 | 32660 | 32660 | 32660 | 27217 | 24107
Volume inicial (ml) 600 500 | 500 400 400 400 400 290
Concentragéio em (ml) 213 175 151 250 350 350 310 150
Dilui¢do com H,O 1:13 1:13 1:13 1:6 1:6 1:8 1:6 1:9

Volume final de amostra formulada | 2720 2245 1930 1500 2100 2800 1860 1350
(ml)
Poténcia final de amostra formulada | 4650 3753 4201 8562 6594 4135 5559 4719
(ml)

% de recuperagdo 70 79 73 98.3 106 88,6 95 91,1

Manitol (% p/v) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

H 5,49 5,51 5,53 7,04 7,05 7,02 7,03 7,10
Tabela 7 (cont.)

Filtragem# 9 10 11 12 13 14 15 16
Concentracgio de NaCl 72 72 50 50 50 72 72 72
(mM)

72 23950 | 29161 | 22928 | 23826 | 24063 | 26569 | 22474 | 23977
Volume inicial (ml) : 300 300 300 300 300 300 300 300
Concentragdo em (ml) 155 145 117 105 115 140 123 125
Dilui¢dao com H,O 1:9 1:9 1:13 1:13 1:13 1:9 1:9 1:9

Volume final de amostra formulada | 1395 1305 1521 1365 1495 1260 1107 1125
(ml)
Poténcia final de amostra formulada | 4768 5954 3288 4534 3454 5806 5781 5658
(ml)

% de recuperagio 92,6 88,8 72,7 86,5 715 91,8 94,9 88,5
Manitol (% p/v) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0 0 0
pH 7,05 | 7,05 7,05 7,07 7,02 6,98 6,95 7,03

As amostras das filtragem 1-3 (NaCl 50 mM) sio inicialmente
usadas para validagdo de depuragdo viral do filtro Mustang Q e resultam em
valor de reducdo em log muito elevado para Parvo Virus Bovino (BPV).
Entretanto, uma vez que a recuperagdo da trombina € baixa, com a média de
somente 74%, o estudo de depuracdo viral é repetido usando-se amostras das
filtragens 4, 5 e 7 (NaCl 108 mM), que produz uma recuperag¢do de trombina
média de 99,8%, porém menos do que valores de reduggo de 2 log para BPV.
Finalmente, o estudo de depuragdo viral é repetido usando-se amostras das
filtragens 14, 14 e 16 (72 mM NaCl e 91,7% de recuperagdo) e o valor de
reducdo em log para BPV foi aceitavel (3,6 + 0,62).

Além disso, estudos de redugdo de prion foram realizados
usando-se um filtro de troca de ion. Os resultados indicam que o nivel de

depuracdo de prion, obtido pela etapa de purificagéo de filtragem de trombina,
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¢ igual a mais do que 3,9 log.

O volume da amostra de trombina pré-refor¢o foi igual a 91
ml.

A amostra de reforgo consistiu de 1,6 ml de Homogeneizado
de Cérebro de Hamster Scrapie Cepa 236K. O homogeneizado foi sonicado
por 20 minutos, em seguida filtrado através de filtros de 0,45, 0,2 ¢ 0,1 um.

12 ml foram retirados para os testes de filtragem pré-Mustang
Q deixando uma amostra refor¢ada de pré-filtragem de 80,6 ml (91 + 1,6-12
ml).

O filtro usado foi Filtro Pall’s Mustang Q, com uma 4rea de
superficie de 0,35 ml. Assim a relagdo de volume de trombina para area de
superficie de filtro foi de 230 ml de amostra por ml de filtro.

O retentor de filtro foi sanitizado sem disco de filtro com 20
ml de NaOH IN com uma retengdo de 20 min. O filtro Mustang Q foi
colocado no retentor, lavado com 20 ml de NaOH 1N, seguido com lavagem
de NaCl 1M, até o pH do eluente ficar neutro.

Em seguida, o filtro foi condicionado com 25 ml de NaCl 72
mM em uma taxa de fluxo de cerca de 3 ml/min antes da filtragem real da
amostra refor¢ada com 80,6 ml.

O volume de pés-filtragem final foi igual a 77 ml e o tempo do
processo foi igual a 49 minutos.

As amostras de pré e pos filtragem de ion coletadas foram
armazenadas a —60°C ou abaixo, antes de realizar o ensaio Western Blot. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8
Cédigo de Descricio da | Volume da Titulo final Log, total Valor de
registro de amostra amostra (log,o(PrP**S/ml)) (PrPRES)* redugio
amostra (mL) em log
1 Carga reforgada 80,6 4.8 6.7

2 Saida 77 <09 238 >3.9
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EXEMPLO 4-FILTRAGEM DE EXCLUSAO DE TAMANHO SOB
VARIAS CONDICOES

Este exemplo também utiliza filtragem de exclusio de
tamanho empregando-se filtros Pall Omega 100K VR. Trés filtragens sdo
realizadas em uma pressdo de alimentagdo de 8 psi (0,56 kg/cm?) e trés sdo
realizadas em uma pressio de alimentacdo de 12 psi (0,84 kg/cm®). Os
parametros do filtro diminuidos proporcionalmente sio escolhidos para
manter o volume para area de superficie de filtro constante e assegurar
operacgdo na faixa de pressdo de alimentag&o especificada.

Cada filtragem € realizada com um novo filtro Pall Omega
100K VR de 0,1 pé® (0,929 dm?) e todas as filtragens sdo realizadas em um
ambiente frio (< cerca de 80°C). Um medidor de fluxo € incluido no sistema
para melhorar a monitorar o fluxo cruzado durante a filtragem. O fluxdmetro
¢ calibrado no recinto frio antes do uso.

A Tabela 9 resume as condi¢bes e pardmetros das seis
filtragens. Para as filtragens de 8 psi (0,56 kg/cm?), a atividade da trombina
do material de partida medeia 22,091 u/ml e para o pool de filtrado final
medeia 11,130 u/ml. A percentagem resultante de recuperagdo de trombina

apos 6 ciclos de realizagdo de diafiltragem medeia 86%. As filtragens

- realizadas em uma pressdo de alimentagdo de 8 psi (0,56 kg/cm?) mostram

ligeiramente mais recuperagdo de trombina do que a 12 psi (0,84 kg/cm?).

Tabela 9-Resumo de resultados de filtragem e recuperacio de trombina
Filtragem # 1 | Filtragem# 2 | Filtragem# 3| Filtragem # 4| Filtragem # 5| Filtragem # 6

8 8 8 12 12 12

Pressdo de alimentagdo alvo
Volume de trombina (mL) 400 400 400 400 400 400
Volume de reforgo (mL) 20 20 20 Na NA NA

420 420 420 400 400 400
Volume total amostra pré-
filtragemTotal (mL)

22,696 24,177 19,399 21,559 21,559 20,747

Atividade da amostra pré-
filtragem (mL)

Atividade total da amostra 9,532,320 10,154,340 8,147,580 | 8,623,600 | 8,623,600 8,298,800

pré-filtragem (u)
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820 820 820 800 800 800
Volume total da amostra pés-
filtragem (mL)

10,4 13,21 4
Atividade da amostra pos- 405 210 2,776 8,631 9.940 8,923
filtragem (w/mL)
. 8,532,100 10,832,200 8,016,320 | 6,904,800 7,952,000 7,138,400

Atividade total da amostra
pos-filtragem (u)
% de Recuperagdo de 89,5 106,7 98,4 80,0 92 86
trombina
Tempo de processo total 206 219 215 155 173,5 166

Uma diferenga € que em uma pressdo de alimentagdo de 12 psi
(0,84 kg/cm?), o fluxo cruzado é mais elevado, resultando em uma passagem
mais rapida de trombina, desse modo encurtando o tempo de processamento.

A Tabela 10 mostra que a etapa de filtragem resulta em um
aumento de 36,4% em pureza da trombina ou atividade especifica para as
filtragem de 8 psi (0,56 kg/cm®) e um aumento de 37,1% para as filtragens de
12 psi (0,84 kg/cm®). A atividade especifica aumenta de uma faixa de 1688,4
a 1986,0 de trombina/mg proteina nas amostras de pré-filtragem, a uma faixa
de 2324,6 € 2690,1 de trombina/mg proteina nas amostras de pos-filtragem.

Tabela 10. Atividade especifica das amostras de filtragem pré vs. pés-

A
omega 100
Filtragem | Filtragem | Filtragem | Média | Filtragem | Filtragem | Filtragem Média
#1 #2 #3 #4 #S #6
Pressdo da 0,56 0,56 0,56 0,56 0,84 0,84 0,84 0,84
alimentacdo alvo
(kg/cm®)
Atividade 22.696 24177 19.399 21.559 21.559 20.747
Filtro (w/ml)
Pré- Proteina 13,056 12,576 11,1406 10,8554 11,7673 12,2881
Omega (mg/ml)
100 Atividade 1738,4 1922,5 17413 1800,7 1986,0 1832,1 1688.4 1835,5
especifica
(wmg)
Atividade 10.405 13.210 9.776 8.631 9.940 8923
Filtro (wmi)
Pos- Proteina 4,236 5,108 4,2055 3,5337 3,695 3,7365
Omega (mg/ml)
100 Atividade 2456,3 2586,1 2324,6 2455,7 24425 2.690,1 2.338,1 2490,0,562
especifica
(wmg)
0% de aumento em 413 34,5 33,5 36,4 23,0 46,8 41,4 37,1
atividade  especifica
devido a
nanofiltragem

As fragGes de permeado sdo muito mais limpas do que a
respectiva amostra de trombina de partida inicial, como mostrado na Figura 2.
Quase todas as impurezas de elevado peso molecular, observadas no material

de partida, sdo retidas pelo filtro no retido.
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A Tabela 11 mostra que a etapa de filtragem também resulta
em uma substancial redugdo do teor de Fator Va. A reducdo média entre as
filtragens realizadas nas duas pressdes de alimentag¢do é comparavel: 88,5%
em filtragens 8 psi (0,56 kg/cm®) e 89,3% nas filtragens de 12 psi (0,84
kg/cm?). O fator V/Va é associado com coagulopatias que podem ocorrer em
pacientes em resposta a exposi¢do cirurgica a trombina bovina tépica. O
conhecimento atual sugere que a contaminagdo pelo fator V/Va da trombina
bovina estimula a produgdo de anticorpos de Fator Va antibovinos de
paciente, que pode reagir cruzadamente com o proprio fator Va do paciente,
desse modo resultando em hemostase prejudicada. Esta etapa de filtragem
fornece os beneficios do beneficio de substancialmente reduzir o teor do fator
Va a niveis indetectdveis na Thrombin-JMI® final, conforme medido por
ensaio imunoabsorvente ligado por enzima (ELISA) competitiva.

Tabela 11. Teor do fator VA de amostras de filtragem pré- vs. pos-6mega

100 por elisa
Filtragem | Filtragem | Filtragem | Média | Filtragem | Filtragem | Filtragem Média
#1 #2 #3 #4 #5 #6

Pressdo da alimentagdio 0,56 0,56 0,56 0,56 0,84 0,84 0,84 0,84
alvo (psi)
Pré- (pg/ml) 44,993 45,566 40,879 43,813 22,954 22,954 37,163 27,690
Omega (ug/1000u) 1,982 1,885 2,107 1,991 1,065 1,065 1,791 1,307
Pos (ug/ml) 3,625 2,017 1,801 2,481 0,741 0,708 2,357 1,269
Omega (ug/1000u) 0,348 0,153 0,184 0,228 0,086 0,071 0,264 0,140
0% de aumento em 82,4 91,9 91,3 88,5 91,9 93,3 85,3 89,3
atividade especifica
devido a nanofiltragem

EXEMPLO 5-FORMULACAQ DE TROMBINA ESTABILIZADA

A Tabela 12 mostra uma formulagdo de trombina purificada

estabilizada, de acordo com a presente invengao.

Tabela 12-Formulacdes de trombina estabilizadas

Formulagdes de trombina estabilizadas

Composigdo de trombina NLT 1.400 unidades/mI
Glicerol 30% em volume

Polietileno glicol 10% em volume

Cloreto de sédio Concentragéo 0,15-0,3M
Acetato de sodio Concentragdo 0,025-0,05M
pH 6,7+0,1
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A trombina para a formulagdo de trombina estabilizada foi
criada de acordo com o processo da Figura 3. A composi¢io de trombina de
massa ndo-estéril foi formulada a ndo menos do que 1400 unidades/ml, pela
adi¢do de 4gua para irrigagdo. Glicerol foi entio adicionado a uma
concentragdo aproximada de 30% em volume. Polietileno glicol 200-400 MW
foi adicionado a uma concentragdo aproximada de 10% em volume. Cloreto
de sodio foi adicionado até a concentragdo do cloreto de sédio ser de
aproximadamente 0,15-0,3M e acetato de sodio foi adicionado até a
concentra¢do do acetato de sddio ser de aproximadamente 0,025-0,05 M. O
pH da solugdo de trombina foi ajustada a um pH de 6,7 + 0,1 com acido
cloridrico diluido ou hidréxido de sodio.

A formulag@o de trombina ndo esterilizada, estabilizada, foi
entdo colocada em teste de estabilidade em temperatura ambiente (23 °C + 2
°C) e as amostras foram testadas em varios pontos do tempo. As amostras
foram testadas em triplicata. O método de teste usado para ensaiar a poténcia
ou atividade da trombina foi baseado em medigdes de tempo de coagulagio.
A maquina usada para determinar os tempos de coagulagdo foi o regulador de
coagulagdo ACL 7000. As amostras foram diluidas a uma concentragio que
se situava dentro da faixa de curva padrio e colocada sobre o rotor da
maquina. Plasma humano foi também colocado no copo da maquina e
amostras tanto de plasma como de trombina diluida foram incubadas a 37 °C.
Em seguida, um volume especificado de cada um do plasma e trombina
diluida foram concomitantemente bombeados e misturados. Apés mistura, luz
foi passada através da mistura de plasma/trombina e, quando um coagulo
formou-se a luz foi dispersa. Um detector mediu a luz dispersa e transformou
o resultado em tempo de coagulagdo (segundos). O tempo de coagulagio foi
entdo convertido em u/ml, usando-se uma regressdo em log dupla do tempo
de coagulagdo da curva padrdo vs. wml. Finalmente, o valor u/ml foi

multiplicado pelo ator de diluigio, para obter-se a poténcia real da amostra.
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A Tabela 13 mostra os resultados da estabilidade durante 6

meses em temperatura ambiente (23 °C + 2 °C) para a formulagfio da atual

invencio.

Tabela 13-Formulag¢des de trombina estabilizadas

Amostra | Reinv. do Volume Poténcia 3 mo. 6 mo.
rotulo inicial
wirasco ml/frasco Wwml Wml wml
1 5.000 5 1,661 1,613 1,611
2 20.000 20 1,661 1,727 1,672
3 5.000 5 1,486 1,451 1,327
4 20.000 20 1,486 1,483 1,492
5 A Tabela 14 mostra uma formulagio de trombina, formulada

para estabilidade melhorada, que ndo foi submetida aos métodos de
purificagdo da atual invengdo.

Tabela 14-Formulag¢des de trombina estabilizadas
Formulagdes estabilizadas de trombina

Composigdo de trombina NLT 1.400 unidades/ml

Glicerol 30% em volume

10% em volume
Concentragédo 0.15-0.3M

Polietileno glicol
Cloreto de sodio

Acetato de sédio Concentragdo 0.025-0.05M

pH 6,71+0,1

A composi¢do de trombina de massa ndo-estéril foi formulada

10 a nf3o menos do que 1400 unidades/ml pela adigdo de 4gua para irrigagdo.
Glicerol foi entdo adicionado a uma concentra¢do aproximada de 30% em
volume. Polietileno glicol 200-400 MW foi adicionado a uma concentragio
aproximada de 10% em volume. Cloreto de sdédio foi adicionado até a
concentragdo do cloreto de sddio ser de aproximadamente 0,15-0,3M e

15  acetato de sddio foi adicionado, até a concentragdo do acetato de sodio ser
aproximadamente de 0,025-0,05M. O pH da solugio de trombina foi ajustado

a um pH de 6,7 £ 0,1 com &cido cloridrico diluido ou hidréxido de sédio. A
formula¢do foi entdo colocada em teste de estabilidade a (23 °C + 2 °C) e

testada quanto a poténcia em intervalos de tempo regulares. As amostras
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foram testadas em triplicata.
A Tabela 15 mostra os resultados da estabilidade durante 24
meses em temperatura ambiente (23 °C % 2 °C).

Tabela 15-Formulagdes de trombina estabilizadas

Amostra Iﬁ"?"‘;-‘) Volume Pi()"tie‘;:;a 3mo. | 6mo. | 9mo. | 12mo. |24 mo. 24 mo. como

% de poténcia
u/frasco | mL/frascoll u/mL wmL | wmL | wmL u/mL u/mL inicial

1 5.000 5 1397 1.506 | 1.425 | 1.306 1.267 | 1.078 71,2

2 10 1.484 1.592 | 1357 | 1.346 1.288 1.068 72,0

3 20.000 20 1.355 1.510 | 1.379 | 1.309 1.280 | 1.178 86,9

4 5.000 5 1.900 NA 1.717 | 1.644 1.768 1502 | 79,1

5 5.000. 5 1.765 NA 1.433 | 1.471 1.564 1.258 71,3

6 5.000 5 1.664 1.711 1.610 | 1.544 1.613 1.289 71,5

7 5.000 5 1.860 1.939 | 1.700 | 1.734 1.522 1.406 75,6

8 5.000 5 1.451 1.480 | 1.347 | 1.348 1.229 | 1.106 76,2

NA-n3o disponivel

Embora exemplos especificos tenham sido dados, estes sdo
formas de realizagdo preferidas somente e pretendem explicar e descrever
mais a inveng¢fo. Eles nfo destinados a definir o completo escopo desta
invencgao.

Todas as referéncias citadas aqui sdo incorporadas aqui por
referéncia em sua totalidade e para todas as finalidades na mesma extensdo
como se cada publicagdo, patente ou pedido de patente individual fosse
especifica e individualmente para ser incorporado por referéncia em sua

totalidade para todas as finalidades.
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REIVINDICACOES

1. Meétodo para preparar uma trombina purificada,

caracterizado pelo fato de compreender:

(a) aplicar uma preparagdo de trombina a um filtro de
exclusdo de tamanho capaz de excluir impurezas que tenham um peso
molecular maior do que 40 kDa; ¢

(b) recuperar a trombina purificada.

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

fato de a fonte de trombina ser bovina.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de a fonte de trombina ser Thrombin-JMI®.

4. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de o filtro de exclusdo de tamanho ser capaz de excluir impurezas que
tenham pesos moleculares variando de 40 kDa e 300 kDa.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de o filtro de exclusdo de tamanho ser selecionado de um capaz de
excluir impurezas tendo peso molecular de 50 kDa, 100 kDa ou 150 kDa.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de o filtro de exclusdo de tamanho ser selecionado de um capaz de

excluir impurezas tendo peso molecular de 50 kDa.

7. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de o filtro de exclusdo de tamanho ser selecionado de um capaz de
excluir impurezas tendo peso molecular de 100 kDa.

8. Método de acordo com a reivindicag8o 1, caracterizado pelo

fato de as impurezas da trombina purificada recuperada serem reduzidas em
pelo menos 50%.

9. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo

fato de as impurezas na trombina purificada recuperada serem reduzidas em

pelo menos 80%.
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10. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a atividade especifica da trombina purificada recuperada ser
aumentada em pelo menos 1000%.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a atividade especifica da trombina purificada recuperada ser
aumentada em pelo menos 1200%.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a atividade especifica da trombina purificada recuperada ser
aumentada em pelo menos 1500%.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a trombina purificada recuperada ser substancialmente livre de

impurezas.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de a trombina purificada recuperada ser substancialmente livre de
fator Va.

15. Método de acordo com a reivindicagio 1, caracterizado

pelo fato de a trombina purificada recuperada ser substancialmente livre de
prions.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a trombina purificada recuperada ter uma redugdo de prion igual
a pelo menos 3,5 log.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a trombina purificada recuperada ser substancialmente livre de
agentes virais.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a trombina purificada recuperada ser substancialmente pura.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender ainda aplicar a trombina purificada recuperada a um

filtro de troca de ions.
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20. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender ainda aplicar a trombina purificada recuperada a
uma etapa de purificagdo cromatografica.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado

pelo fato de a etapa de purificagdio cromatografica compreender uma coluna
de cromatografia por troca de ions.

22. Composigdo de trombina, caracterizada pelo fato de ser

substancialmente livre de impurezas e ter um peso molecular maior do que 40
kDa.
23. Composi¢do de trombina de acordo com a reivindicago

22, caracterizada pelo fato de ser substancialmente livre de impurezas tendo

um peso molecular entre 50 kDa e 300 kDa.

24. Composigdo de trombina, caracterizada pelo fato de ser

substancialmente livre de impurezas.

25. Composigdo de trombina, caracterizada pelo fato de ser

substancialmente pura.

26. Composi¢do de trombina, caracterizada pelo fato de ser

substancialmente livre de fator Va.
27. Composi¢do de trombina de acordo com a reivindicacdo

27, caracterizada pelo fato de o fator Va ser medido pelo ensaio de atividade

do fator Va, ELISA, ou Western Blot.

28. Composi¢do de trombina de acordo com a reivindicagio

27, caracterizada pelo fato de o fator Va ser menor do que 0,5 pg/1000
unidades de trombina.

29. Composi¢do de trombina, caracterizada pelo fato de ser

substancialmente livre de agentes virais e seu valor de redugdo em log ser
maior do que 3,5 por virus.

30. Composi¢do de trombina, caracterizada pelo fato de ter

uma atividade especifica entre cerca de 1800 e 3000 u/mg de proteina.
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31. Composi¢do de trombina de acordo com a reivindicagio

30, caracterizada pelo fato de a atividade especifica ser entre cerca de 1800 e

2400 u/mg de proteina.

32. Composi¢do de trombina de acordo com a reivindicagio

30, caracterizada pelo fato de a atividade especifica ser entre cera de 2400 e
2500 u/mg de proteina.
33. Composi¢do de trombina de acordo com a reivindicacgéo

30, caracterizada pelo fato de a atividade especifica ser entre cerca de 2500 e

2600 u/mg de proteina.
34. Composi¢do de trombina de acordo com a reivindicagio

30, caracterizada pelo fato de a atividade especifica ser entre cerca de 2600 e

2700 u/mg de proteina.
35. Composigdo de trombina de acordo com a reivindicacio

28, caracterizada pelo fato de compreender ainda um excipiente.

36. Composi¢do de trombina de acordo com a reivindicagio

30, caracterizada pelo fato de compreender ainda um excipiente.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender ainda aplicar a prepara¢io de trombina a um filtro
de troca de ions.

38. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender ainda aplicar um tratamento térmico a preparacgédo
de trombina.

39. Método de acordo com a reivindica¢do 38, caracterizado

pelo fato de o tratamento térmico incluir manter a trombina a 60°C por 10
horas.

40. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender abaixar o pH abaixo de cerca de 5 da preparagio de
trombina.

41. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
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pelo fato de compreender ainda aplicar radiagdo eletromagnética a preparagdo
de trombina.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 41, caracterizado

pelo fato de a radiag@o eletromagnética ser radiagdo gama.

43. Método de acordo com a reivindicagdo 41, caracterizado

pelo fato de a radiagdo eletromagnética ser radia¢do UV.

44. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a quantidade de preparagdo de trombina aplicada ao filtro de
exclusdo de tamanho ser de pelo menos 15 L.

45. Método de acordo com a reivindicagdo 44, caracterizado

pelo fato de a preparagéo de trombina compreender pelo menos 300.000.000
unidades de trombina.
46. Método para preparar uma trombina tendo aumentada

pureza, caracterizado pelo fato de compreender:

(a) aplicar a preparagdo de trombina a uma etapa de
purifica¢do cromatogréfica;

(b) aplicar a preparagdo de trombina a um filtro de exclusdo
de tamanho;

(c) aplicar a preparagdo de trombina a um filtro de troca de
ions; e

(d) recuperar a trombina purificada.

47. Método de acordo com a reivindica¢do 46, caracterizado

pelo fato de a etapa de purificagdo cromatografica compreender uma coluna
de cromatografia por troca de ions ou uma coluna de cromatografia por
exclusdo de tamanho.

48. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 36,

caracterizada pelo fato de ser liquida.

49. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 36,

caracterizada pelo fato de o excipiente farmaceuticamente aceitavel ser agua,
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glicerol, polietileno glicol ou um combinag¢io dos mesmos.
50. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 49,

caracterizado pelo fato de o glicerol ser entre 20-40% em volume.

51. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 49,

caracterizado pelo fato de o polietileno glicol ser entre 1-20% em volume.

52. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 49,

caracterizado pelo fato de o excipiente ser cloreto de sddio, acetato de sddio,

citrato de sédio ou combinac¢do dos mesmos.
53. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 49,

caracterizada pelo fato de compreender ainda um acido ou uma base.

54. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 53,

caracterizada pelo fato de o 4cido ou base ser acido cloridrico ou hidréxido de

sédio.
55. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 53,

caracterizada pelo fato de as formulagdes terem um pH entre 5-9.

56. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 53,

caracterizada pelo fato de as formulagdes terem um pH entre 6-8.

57. Formulagdo de trombina liquida estabilizada, caracterizada

pelo fato de compreender uma composigdo de trombina que ¢é
substancialmente livre de impurezas e pelo menos um excipiente. '
58. Formulagdo de trombina liquida estabilizada de acordo

com a reivindicagdo 57, caracterizada pelo fato de na formulagdo manter pelo

menos 60% de sua poténcia inicial por até dois anos.
59. Formulag¢do de trombina liquida estabilizada de acordo

com a reivindicag@o 57, caracterizada pelo fato de na formulagdo manter pelo

menos 70% de sua poténcia de reivindicaggo de rotulo por até dois anos.

60. Formulagdo de trombina liquida estabilizada, caracterizada

pelo fato de compreender:

uma composi¢do de trombina em que a composi¢do de
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trombina € substancialmente livre de impurezas;
glicerol,;
polietileno glicol;
cloreto de sodio;
acetato de sodio; e
em que a formulag¢do tem um pH entre 6-8.
61. Método para administrar a formula¢io de trombina

estabilizada como definida na reivindicag¢do 57, caracterizado pelo fato de

compreender administrar a formulagdo de trombina estabilizada topicamente.
62. Método para administrar a formula¢io de trombina

estabilizada como definida na reivindicagdo 57, caracterizado pelo fato de

compreender:
puxar a formulagéo de trombina para dentro de uma seringa;
forcar a formulag@o de trombina através da seringa; e
inundar a superficie de um lume de corpo com a formulacio de
trombina.

63. Método para administrar a formula¢io de trombina

estabilizada como definida na reivindicagdo 57, caracterizado pelo fato de

compreender pulverizar a formulagdo de trombina sobre a superficie de um
lume corporal.
64. Método para administrar a formulagio de trombina

estabilizada como definida na reivindicagdo 57, caracterizado pelo fato de

compreender:
saturar uma esponja com a formulagio de trombina; e
aplicar a esponja a superficie de um lume corporal.

65. Kit, caracterizado pelo fato de compreender:

a formulacdo de trombina estabilizada como definido na
reivindicac¢do 57;

um frasco capaz de conter a formulagio de trombina; e
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66. Kit, caracterizado pelo fato de compreender:

a formulagdo de trombina estabilizada como definida na
reivindica¢do 57; e

um dispositivo que é capaz de pulverizar a formulagdo de
trombina.

67. Kit de acordo com a reivindicagdo 65, caracterizado pelo

fato de o dispositivo ser uma ponta de spray ou uma bomba de spray.

68. Formulagdo de trombina liquida estabilizada, caracterizada

pelo fato de compreender:
trombina;
glicerol;
polietileno glicol;
cloreto de sodio;
acetato de sodio; e
em que a formulagdo tem um pH entre 6-8
69. Formulagdo de trombina liquida estabilizada de acordo

com a reivindicagdo 69, caracterizada pelo fato de na formulagdo manter pelo

menos 60% de sua poténcia inicial por até dois anos.

70. Formulagdo de trombina liquida estabilizada de acordo

com a reivindicagfo 69, caracterizada pelo fato de na formula¢do manter pelo

menos 70% de sua poténcia rétulo inicial por até dois anos.
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Pulmdes de boi

'

Moer, esfriar (congelar - descongelar)

'

Extrair com 0,05 M NaCl 12 - 72 hbras, 0-150C

V

Clarificar por Filtragem e/ou Centrifugagéo

'

Extrato Clarificado

/

Adicionar 50% Mg(OH), 100mL/L extrato, 0~15°C

Clarificagdo por Centrifugagao ou Filtragem (Descartar Pasta)

/

Extrato adsorvido

\

Adicionar Igual Volume Frio, Saturado (NH4)2504. 0~15°C

Clarificagdo por Centrifugagdo ou Filtragem (Descartar Sobrenata)

PRECIPITADO 1

\

Dissolver em 0,05 M NaCl

\

Adicionar Igual Volume Frio, Saturado (NH4)2804

Clarificagao por Centrifugagao ou Filtragem

V

PRECIPITADO 2

\

FIG. 1
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Dissolver em 0,05M NaCl

1

Filtragem

\

Ultrafiltragem, (—15°C

'

Concentrado e Diafiltro 0,05 M NaCl

v

Concentrado Tromboplastina

B \

Armazena congelado, <15°C Liofilizagao
Procedimentos QC Procedimentos QC
Tromboplastina Congelada Liberada Tromboplastina liofilizada liberada

- - - ——— > . - — - —

Plasma Bovino Citratado (esfriado ou congelado)

\

ajustar pH 6,6 — 6,8 com Tampao Acetato 40x, manter por 3 — 30 horas, | =0 — 10 oC

\

Plasma ajustado pH

' \

Centrifugar Filtrar Utilizando Auxiliares de Filtragem

\

Plasma Purificado

FIG. 1 (con't)
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'

DEAE-Sephadex A -50 1,5-2,5 gramas (Peso Seco)/Plasma L, Misturar 1 — 6 horas, pH 6,9-7,2,0-100C

v

Resina Coletada por Filtragem

\

Resina de protrombina (Descartar Plasma Adsorvido)

/

Lavar com 0,15 — 0,2 M Tampao Solugao Salina Fosfato, pH 6,9 — 7,2 (Descartar lavagem)

\

Resina de protrombina lavada

{

Eluir com 0,5 — 1 M Solug&o Salina Fosfato, pH 6,7 — 7,2 (Descartar ou Regenerar Resina Usada)

\

Eluato de protrombina

i

Filtro (Opcional)

\

Ultrafiltragem

}

Concentrado & Diafiltro a 0,04 — 0,1M NaCl

\

Concentrado de protrombina (Armazenar Congelado < 15 oC)

FIG. 1 (con't)
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\

Concentrado Protrombina Congelado

\

Descongelar

\

Concentrado de Protrombina

\

0.005-0.03M CaCly, pH 7.0-7.6 Mix 15-60

\

Adicionar Tromboplastina de Pulmdo Bovino, Congelado ou liofilizado

'

Trombina Ativada

'

Esfriar, 0-10°C

Adicionar Trombina Liofilizada em Massa (solubilizar em H20)

v

Purificar por Filtragem e/ou Centrifugagao (Descartar detritos)

'

Trombina purificada

Adicionar Reelaboragédo Trombina Purificada

\

FIG. 1 (con't)
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Diluir a 500 — 3000 u/ml. com 0,02 — 0,06 M Citrato Na ou Acetato Na, pH 6,0 -7,2, 0 - 30 oC

\

Trombina Diluida

'

Meio de Cromatografia de Troca de Cations, pH 6,0 - 7,2, 0 — 30 oC

'

Lavar com Solugéo NaCl Diluida, pH 6,0 — 7,0, 0 — 30 oC (Descargar Proteina nao-Adsorvida)

|

Meio de Troca de Cation Lavado

\

Solugéo de eluigao #1 (0,1 — 0,35 NaCl) 0 — 30 oC, pH 6,0 — 7,2 (Descartar Fragio de Proteina Eluida #1)

{

Meio de Troca de Cation Eluido

\

Solugéo de Eluicao #2 (0,5 — 1M NaCl), 0 - 30 oC

'

Fracdo de Elui¢do de Trombina Purificada #2 (Trombina Ndo-Usada Armazenada para Reelboragéo)

v

Ultrafiltragem (Opcional)

'

Concentrar e Diafiltrar a 0,05-0,3 M NaCl (opcional)

¥

Filtragdo (Opcional)

'

Etapés de Purificagao Adicionais

FIG. 1 (con't)
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FIG. 2

Alamedas 1 2345 6 7 8 91011

Alameda 2: padriao de peso molecular; Alamedas 4 — 5: Thrombin-JMI como
manufaturada sem o processo de purificacdo da atual invengio; Alamedas 7 - 9:
Trombina-JMI apds a purificagdo da presente invengio; Alameda 11: retentivo da
filtragem de exclusdo de tamanho mostrando impurezas de elevado peso molecular.
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Trombina Ativada

'

Esfriar,0—~10 °C

solubilizar emH0

Purificagao por Filtragem
elou Centrifugacao

Detritos Trombina Purificada
(Descartar)
reelaborar
-— trombina
purificada

Diluir a 500 — 3000 unidades/ml com
0,02 — 0,05 M NaAcetato
pH6,0-7,2,0-300C

'

Trombina Diluida

Meio de Cromatografia de Troca de Cation,
pH6,0-7,2,0-300C

Lavar com Solugao NACI diluida,
pH6,0-7,2,0-300C

Proteina Nao-adsorvida
(Descartar) Meio de Troca de Cation Lavado

FIG.3
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Meio de Troca de Cation Lavado

\

Solugao de eluigao #1 (0.1-0.35M NaCl)
0-30°C, pH 6.0~7.2
i

' v

Fragao de Proteina . ‘s .
Eluida # 1 Meio de Troca de Cation Eluido

(Descartar)

Solugao de eluigdao # 2

(0.5-1M NaCl), 0-30°C
|

Meio de Troca de Cation

Gasto (guardar para Fragao de Eluigao de
regeneracao ou descarte) Trombina Purificada # 2
Processamento Trombi - g
Ultrafiltragem Opcional Armasonaa :sa?aa
+ reelaboracio

Concentrar e diaﬁltfar
a 0,05 - 0,3M NaCl

'

Filtragem

L

:

v

Filtragem Através de Filtro de Exclusio de Tamanho

'

Filtragem Através de Filtro de Troca de ions
(Opcional)

'

Filtragem Através de Coluna de Troca de ions
(Opcional)

v

Preparar Formulagdo de Trombina Estabilizada

28-33 Vol. % Glycerol
7-11 Vol % PEG 200-600
0.08-0.32M NaC
0.02-0.06M NoAcetato

pH 5.7-7.7, 0-10°C

Formulagio Trombina Estabilizada ]

FIG. 3 (con't)
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Formulagéo
Trombina estabilizada

!

> Filtragem Asséptica
< 0.2 Micron
Formulagdo
Processo Realizado Sob Trombina Filtrada
Condigdes de Fluxo Laminar
Asséptico (Classe 100) ‘

Encher Frascos Estéreis, 1 — 25 ml solugio,
frascos fechados com tampas estéreis

'

# Frascos de Trombina Liquido tamponados

'

Aplicar Sobre-selagens

'

Frascos de Trombina Liquida Nao-rotulados

v

Aplicar Rétulo Apropriado
]

1
Embalar em Kits Spray -¢
] Embalar em Caixas de papelao Unitarias
Esterilizar com leido de Etileno bl

Produto Acabado colocado
em quarentena

'
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RESUMO
“METODO PARA PREPARAR UMA TROMBINA, COMPOSICAO DE
TROMBINA, FORMULACAO DE TROMBINA LIQUIDA
ESTABILIZADA, METODO PARA ADMINISTRAR A FORMULACAO
DE TROMBINA ESTABILIZADA, E, KIT”

A invengdo refere-se a composigdes de trombina com
reduzidos niveis de impurezas de elevado peso molecular. Em particular, os
niveis do fator Va, prions e/ou agentes virais sdo grandemente reduzidos. Esta
inven¢do também refere-se genericamente a métodos para a preparagio de
trombina tendo um alto grau de pureza e elevada atividade especifica. Mais
especificamente, a inveng&o abrange etapas para excluir impurezas de elevado
peso molecular das preparagdes de trombina por filtragem de exclusio de
tamanho. Em formas de realizagfio adicionais, a preparagdo da trombina
adicionalmente inclui uma etapa de filtragem de troca de ions. Os métodos da
invengdo sdo particularmente adequados para purificagdo de larga escala de
trombina. Esta invencdo também refere-se genericamente a formulagdes
estabilizadas contendo composi¢des de trombina. Mais especificamente, a
presente invengdo refere-se a formulagdes liquidas estabilizadas contendo
trombina tendo um alto grau de pureza e alta atividade especifica e a métodos

de produzir e utilizar tais formulagdes.
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“METODO PARA PREPARAR TROMBINA BOVINA RECUPERADA, E,
METODO PARA A PREPARARACAO DE UMA COMPOSICAO DE
TROMBINA BOVINA PURIFICADA”

Este pedido é uma continuagio em parte do Pedido de Patente
dos Estados Unidos No. 11/140.374, depositado em 26 de maio de 2003,
incorporado aqui por referéncia em sua totalidade. Este pedido incorpora por
referéncia, em sua totalidade, o Pedido de Patente dos Estados Unidos de
continuagdo em parte intitulado “Thrombin Purification”, depositado em 24
de maio de 2006. Este pedido reivindica prioridade para o Pedido de Patente
dos Estados Unidos No. 11/140.374, depositado em 26 de maio de 2005 e .
para o Pedido de Patente dos Estados Unidos de continuagdo em parte
intitulado “Thrombin Purification”, depositado em 24 de maio de 2006.
1. CAMPO DA INVENCAO

A invencdo refere-se genericamente a prepara¢des de trombina

purificada, substancialmente livres de impurezas de grande peso molecular,
tais como fator Va, prions e/ou agentes virais, que contribuem para efeitos
adversos nos pacientes. Esta invengdo também refere-se a métodos para a
preparagdo de trombina substancialmente livre de agentes virais, tendo um
alto grau de pureza e alta especificidade especifica. Mais particularmente, a
invengdo abrange métodos compreendendo a exclusdo de impurezas de
elevado peso molecular de preparagdes de trombina. Esta inven¢do também
refere-se genericamente a formulacdes de preparacdes de trombina tendo um
alto grau de pureza.

2. FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A trombina € uma enzima protolitica, que aparece no sangue
em seguida a ativagdo do sistema de coagulagdo, como resultado da protedlise
da protrombina. A trombina facilita a coagulagcdo do sangue pela catalisador

da conversdo do fibrinogénio em fibrina, que forma os codgulos sangiiineos e
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EXEMPLO 4-FILTRAGEM DE EXCLUSAO DE TAMANHO SOB

VARIAS CONDICOES

- Este exemplo também utiliza filtragem de exclusdo de
tamanho empregando-se filtros Pall Omega 100K VR. Trés filtragens sdo
realizadas em uma pressdo de alimentaqﬁb de 8 psi (0,56 kg/cm?) e trés séo
realizadas em uma pressio de alimentagdo de 12 psi (0,84 kg/em®). Os
parﬁfnetros do filtro diminuidos proporcionalmente sdo escolhidos para
manter o volume para area de superficie de filtro constante e assegurar
operagio na faixa de pressdo de alimentaco especificada.

Cada filtragem € realizada com um novo filtro Pall Omega
100K VR de 0,1 pé® (0,929 dm?) e todas as filtragens sdo realizadas em um
ambiente frio (< cerca de 80°C). Um medidor de fluxo é incluido no sistema
para melhorar a monitorar o fluxo cruzado durante a filtragem. O fluxémetro
é calibrado no recinto frio antes do uso. '

A Tabela 9 resume as condi¢des e pardmetros das seis
filtragens. Para as filtragens de 8 psi (0,56 kg/cm?), a atividade da trombina
do material de partida medeia 22,091 u/ml e para o pool de filtrado final
medeia 11,130 u/ml. A percentagem resultante de recupera¢io de trombina
ap6s 6 ciclos de realizagdo de diafiltragem medeia 86%. As filtragens
realizadas em uma presséo de alimentagéb de 8 psi (0,56 kg/cm®) mostram
ligeiramente mais recuperagdo de trombina do lque a 12 psi (0,84 kg/cm®).

Tabela 9-Resumo de resultados de filtragem e recuperacio de trombina

Filtragem# 1 | Filtragem# 2 | Filtragem# 3| Filtragem # 4| Filtragem # 5| Filtragem # 6
8 8 8 12 12 12

Pressao de alimentacdo alvo
Volume de trombina (mL) 400 400 400 400 400 400
Volume de reforgo (mL) 20 20 20 NA NA NA

) 420 420 420 400 400 400
Volume total amostra pré-
filtragemTotal (mL)
Atividade da amostra pré- 22.696 24,177 19,399 21,559 21,539 20,747
filtragem (u/mL)

337 3D 47 3 a I

Atividade total da amostra 9,532,320 10,154,340 | 8,147,580 | 8,623,600 8,623,600 8,298,800
pré-filtragem (u)
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A Tabela 13 mostra os resultados da estabilidade durante 6
meses em temperatura ambiente (23 °C % 2 °C) para a formulagdo da atual

invencdo.

Tabela 13-Formulacdes de trombina estabilizadas

Amostra | Reinv. do Volume Poténcia 3 mo. 6 mo.
rotulo inicial

Wfrasco ml/frasco wml Wml wml

1 5.000 5 1,661 1,613 1,611

2 20.000 20 1,661 1,727 1,672

3 5.000 5 1,486 1,451 1,327

4 20.000 20 1,486 1,483 1,492

5 A Tabela 14 mostra uma formulag¢do de trombina, formulada

para estabilidade melhorada, que foi submetida aos métodos de purifica¢do da
atual invencao.

Tabela 14-Formulacdes de trombina estabilizadas
Formulagdes estabilizadas de trombina

Composicio de trombina NLT 1.400 unidades/ml

Glicerol 30% em volume

Polietileno glicol 10% em volume

Concentracio 0.15-0.3M

Cloreto de sodio

Acetato de sédio Concentragdo 0.025-0.05M

pH 6,7 +0,1

A composi¢do de trombina de massa nio-estéril foi formulada

10  a ndo menos do que 1400 unidades/ml pela adigdo de agua para irrigag3o.
Glicerol foi entdo adicionado a uma concentragdo aproximada de 30% em
volume. Polietileno glicol 200-400 MW foi adicionado a uma concentrag¢do
aproximada de 10% em volume. Cloreto de sdédio foi adicionado até a
concentragdo do cloreto de sédio ser de aproximadamente 0,15-0,3M e

15  acetato de sodio foi adicionado, até a concentra¢do do acetato de sodio ser
aproximadamente de 0,025-0,05M. O pH da solugdo de trombina foi ajustado

a um pH de 6,7 £ 0,1 com acido cloridrico diluido ou hidréxido de sodio. A
formulagdo foi entdo colocada em teste de estabilidade a (23 °C £ 2 °C) e

testada quanto a poténcia em intervalos de tempo regulares. As amostras
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REIVINDICACOES

1. Meétodo para preparar trombina bovina purificada,

caracterizado pelo fato de compreender:

(a) aplicar uma preparacdo de trombina bovina a um filtro de
exclusdo de tamanho capaz de excluir impurezas que tenham um peso
molecular maior do que 40 kDa; e

(b) recuperar a trombina bovina purificada.

2. Método de acordo com a reivindicag#o 1, caracterizado pelo

fato de a preparagdo de trombina bovina ser Thrombin-JMI®.

3. Método de acordo com a reivindica¢do 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de o filtro de exclusdo de tamanho ser capaz de excluir impurezas
que tenham pesos moleculares variando de 40 kDa e 300 kDa.

4. Método de acordo com a reivindicag¢do 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de o filtro de exclusdo de tamanho ser capaz de excluir impurezas
que tenham peso molecular de pelo menos 100 kDa.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagGes 1 a

4, caracterizado pelo fato de as impurezas na trombina bovina purificada
recuperada serem reduzidas em pelo menos 80%.
6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

5, caracterizado pelo fato de a trombina bovina purificada recuperada ser

substancialmente livre de impurezas que tenham um peso molecular maior
que 40 kDa.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a

6, caracterizado pelo fato de a trombina purificada recuperada ser
substancialmente livre de fator Va.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo

fato de o fator Va estar presente a menos que 0,4 png/1000 unidades de
trombina.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
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8, caracterizado pelo fato de a trombina bovina purificada recuperada ser

substancialmente livre de prions.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

pelo fato de a trombina bovina purificada recuperada ter um valor de redugéo
em log de prion de pelo menos 3,5 log.
11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 10, caracterizado pelo fato de a trombina bovina purificada recuperada ser

substancialmente livre de agentes virais.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de a composi¢do de trombina bovina purificada recuperada ter um
valor de redugdo em log de depuragio viral de pelo menos cerca de 3,5 log.
13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 12, caracterizado pelo fato de compreender ainda aplicar a trombina bovina

purificada recuperada a um filtro de troca de ions.
14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 13, caracterizado pelo fato de compreender ainda aplicar a preparagdo de

trombina bovina a uma etapa de purificagdo cromatografica antes de aplicar o
filtro de exclusdo de tamanho.

15. Método de acordo com a reivindicag¢do 14, caracterizado

pelo fato de a etapa de purificagdo cromatografica compreender uma
cromatografia por troca de cation.
16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 15, caracterizado pelo fato de a quantidade de trombina bovina purificada

recuperada aplicada ao filtro de exclusio de tamanho ser de pelo menos 15 L.
17. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1

a 16, caracterizado pelo fato de a preparacéo de trombina bovina compreender

pelo menos 300.000.000 unidades de trombina.

18. Método para a prepararacio de uma composi¢do de

- trombina bovina purificada, substancialmente livre de impurezas que tenham
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um peso molecular maior que 40 kDa e tenham uma atividade especifica

maior do que 1800 unidades de trombina por mg (u/mg) de proteina,

caracterizado pelo fato de compreender:

(a) aplicar a preparagdo de trombina bovina que tenha cerca
de 500 a 3000 unidades de trombina por mL (WmL) da prepara¢do a uma
cromatografia por troca de cétion para obter uma composi¢do de trombina
bovina pré-purificada que tenha uma atividade especifica maior do que 1500
u/mg de proteina;

(b) aplicar a composigdo de trombina bovina pré-purificada da
etapa (a) a um filtro de exclusdo de tamanho capaz de excluir impurezas que
tenham um peso molecular maior que 40 kDa para obter uma composigdo de
trombina bovina purificada, substancialmente livre de impurezas que tenham
um peso molecular maior que 40 kDa, e tenha uma atividade especifica maior
do que 1800 u/mg de proteina; e opcionalmente

(c) aplicar a composi¢cdo de trombina bovina purificada da

etapa (b) a uma filtragdo por troca de anion.

19. Método de acordo com a reivindicag¢do 18, caracterizado
pelo fato de a filtragdo por exclusdio de tamanho ser capaz de excluir
impurezas que tenham um peso molecular maior que 50 kDa.

20. Método de acordo com a reivindica¢do 18, caracterizado

pelo fato de a filtragdo por exclusdo de tamanho ser capaz de excluir
impurezas que tenham um peso molecular maior que 100 kDa.

21. Método de acordo com a reivindica¢do 18, caracterizado

pelo fato de a filtragdo por exclusdo de tamanho ser capaz de excluir
impurezas que tenham um peso molecular variando de 40 kDa a 300 kDa.
22. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢Bes

18 a 21, caracterizado pelo fato de a composicdo de trombina bovina

purificada ter uma atividade especifica entre cerca de 1800 e cerca de 3000

u/mg de proteina.
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23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

18 a 21, caracterizado pelo fato de a composi¢do de trombina bovina

purificada ter uma atividade especifica entre cerca de 2300 e cerca de 2700
u/mg de proteina.
24. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

18 a 23, caracterizado pelo fato de a composicdo de trombina bovina

purificada ser substancialmente livre de fator Va.

25. Método de acordo com a reivindicag¢do 24, caracterizado

pelo fato de o fator Va estar presente a menos que 0,4 pug/1000 unidades de
trombina.
26. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

18 a 25, caracterizado pelo fato de a composi¢do de trombina bovina

purificada ser substancialmente livre de prions.

27. Método de acordo com a reivindica¢do 26, caracterizado

pelo fato de a composi¢do de trombina bovina purificada ter um valor de
redugdo em log de depuragfo de prion de pelo menos cerca de 3,5 log.
28. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢fes

18 a 27, caracterizado pelo fato de a composi¢do de trombina bovina

purificada ser substancialmente livre de agentes virais.

29. Método de acordo com a reivindicagdo 28, caracterizado

pelo fato de a composicdo de trombina bovina purificada recuperada ter um

valor de reducdo em log de depuragdo viral de pelo menos cerca de 3,5 log.
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RESUMO
“METODO PARA PREPARAR TROMBINA BOVINA RECUPERADA, E,
METODO PARA A PREPARARACAO DE UMA COMPOSICAO DE
TROMBINA BOVINA PURIFICADA”

A invencdo refere-se a composi¢bes de trombina com
reduzidos niveis de impurezas de elevado peso molecular. Em.particular, 0s
niveis do fator Va, prions e/ou agentes virais sdo grandemente reduzidos. Esta
inven¢do também refere-se genericamente a métodos para a preparagdo de
trombina tendo um alto grau de pureza e elevada atividade especifica. Mais
especificamente, a invengdo abrange etapas para excluir impurezas de elevado
peso molecular das preparagdes de trombina por filtragem de exclusdo-de
tamanho. Em formas de realizagdo adicionais, a preparagdo da trombina
adicionalmente inclui uma etapa de filtragem de troca de ions. Os métodos da

inven¢do sdo particularmente adequados para purificagdo de larga escala de

trombina. Esta invengdo também refere-se genericamente a formulagdes

estabilizadas contendo composi¢des de trombina. Mais especificamente, a
presente invengdo refere-se a formulacGes liquidas estabilizadas contendo
trombina tendo um alto grau de pureza e alta atividade especifica e a métodos

de produzir e utilizar tais formulagdes.
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