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“SUSPENSAO, METODOS PARA PREPARAR UMA SUSPENSAO COM
FIBRINOGENIO E TROMBINA, PARA REVESTIR UM VEICULO COM
A REFERIDA SUSPENSAO, E PARA SECAR A REFERIDA
SUSPENSAO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a uma suspensdo, que
compreende fibrinogénio, trombina, um dlcool e opcionalmente aprotinina. A
invencdo refere-se ainda a um método para a preparacdo de uma tal suspensao
e a um método para o revestimento de um veiculo com uma tal suspensdo. O
veiculo pode ser um veiculo de coldgeno, tal como uma esponja de coldgeno.
A invencdo refere-se ainda a um método para secar um veiculo revestido, em
particular de um veiculo de coldgeno revestido com uma suspensao de acordo
com a invengao, e o veiculo de coldgeno revestido obtido deste modo tendo as
substéncias ativas fixadas solidamente ao veiculo.

O veiculo de coldgeno revestido pode ser usado como uma
composi¢do absorvivel pronta para o uso para a colagem de tecido, vedacao
de tecido e hemostasia, que consiste essencialmente de um veiculo revestido
com componentes humanos solidamente fixados de cola de fibrina:
fibrinogé€nio e trombina. Esta combinacao fixa pode ser aplicada diretamente
a, por exemplo, uma superficie de ferida. Mediante contato com o sangue,
fluidos corpéreos ou soluc@o salina fisiolégica, 0 mecanismo deste sistema
simula o estdgio final da cascata de coagulagao, na qual a trombina catalisa a
conversao de fibrinogénio para fibrina e a ativacdo do fator XIII para fornecer
XIII a. O fator XIII a, uma vez formado, estabiliza o codgulo de fibrina
através de reticulacao covalente.

Do mesmo modo que um adesivo de dois componentes, a

superficie da ferida e o veiculo sdo colados, de modo conjunto, através de
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polimerizagdo. Durante este processo, que dura aproximadamente 3 a §
minutos, o veiculo de colageno revestido da invengdo é preferivelmente
pressionado sobre a area da ferida. Os componentes da composi¢io da
invengdo sdo enzimaticamente degradados em cerca de 4- 6 meses, apos a
aplicag@o.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Colas de fibrina comerciais, que simulam o ultimo estagio da
cascata de coagulagdo, consistem de uma solugio de fibrinogénio altamente
concentrada para ser misturada com uma solu¢do de trombina antes da
aplicagdo ¢ ferida cirurgica existente. Estas misturas contém um inibidor de
fibrinolise, por exemplo, aprotinina ou acido e-aminocaproico, para evitar a
dissolugdo prematura do coagulo de fibrina pela plasmina de enzima
fibrinolitica. Estas colas de fibrina de dois componentes s3o valiosas em
varios procedimentos cirirgicos, mas podem ser lavadas antes que a
hemostasia seja alcangada se a sangria for pesada. Além disso, as colas de
fibrina de dois componentes requerem alguns estigios preparatérios, que
incluem o descongelamento ou a dissolugio. Deste modo, elas nio sdo
bastante préticas e sdo incomodas para trabalhar e é necessario experiéncia
para o uso bem sucedido destas colas de fibrina.

Durante a ultima década, numerosos agentes de vedagdo de
fibrina tornaram-se os métodos de escolha em cirurgia em uma quantidade de
indicagdes. Entretanto, na maioria dos ensaios com colas de fibrina, uma 13
cirargica de coldgeno foi adicionalmente usada para aperfeicoar as
caracteristicas hemostéticas e adesivas, indicando as suas desvantagens € o
seu uso restrito pelos cirurgides.

Colageno tem sido usado como um agente hemostatico desde
os ultimos anos sessenta. O coldgeno ¢é a proteina estrutural mais freqiiente
em todos os mamiferos. A proteina monomérica de aproximadamente 300

kDa (tropocolageno) € covalentemente reticulada em sitios especificos. A
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proteina madura € portanto insolivel e forma fibrilas caracteristicas com alta
resisténcia a tragdo. Numerosas subclasses de colageno foram descritas, a
mais comum das quais é o colageno tipo I, o principal tipo de colageno na
pele, tenddes, ossos e cornea. O colageno € uma proteina fibrosa, que consiste
de uma hélice tripla com um comprimento de aproximadamente 290 mm.
Cinco destas hélices triplas (moléculas de tropocolageno) sdo escalonadas
para formar uma microfibrila com um didmetro de aproximadamente 3,6 nm.
As microfibrilas possuem segmentos polares € ndo- polares, que sdo
prontamente acessiveis para interagdes interfibrilares e intrafibrilares.
Microfibrilas sdo compactadas em uma treliga tetragonal para formar
subfibrilas com um didmetro de cerca de 30 nm. Estas subfibrilas sdo entdo
reunidas na fibrila de colageno, a unidade bésica do tecido conectivo, que
possui um didmetro de varias centenas de nm e é portanto visivel a luz do
microscopio como uma linha delgada.

O colageno pode ser usado como um material para a vedagio
de feridas, possivelmente com um revestimento, que compreende uma cola de
fibrina. Colas de fibrina, isto é a combinagdo de fibrinogénio, trombina e
aprotinina, t€m sido sucessivamente usados terapeuticamente durante muitos
anos para a colagem de tecidos € nervos e para a vedagdo de superficies
quando existe uma sangria menor. Uma desvantagem das colas de fibrina tem
sido a de que, no caso de sangria maior, a cola é usualmente lavada antes que
polimerizagio de fibrina suficiente tenha ocorrido. Para superar este
problema, os cirurgides comegaram a aplicar manualmente colas de fibrina
liquida a veiculos absorviveis, tais que 13 cirurgica de colageno.

A despeito do notavel sucesso destas aplicagdes combinadas,
este método ndo tem sido aplicado em uma larga escala, devido a algumas
desvantagens. A preparagdo € relativamente trabalhosa, o método requer
experiéncia e pessoal habilitado, e a preparagio n3o estd prontamente

disponivel em casos de emergéncia, o tempo requerido para a preparagio
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estando na faixa de 10 a 15 minutos. Estes fatores estimularam o
desenvolvimento de um produto aperfeigoado, resultando no desenvolvimento
de uma combinagio fixa de um veiculo de colageno coberto com um
revestimento de fibrinogénio sélido, trombina sélida e aprotinina sélida,
conforme exposto na EP 0 059 265.

A fung¢fo do veiculo de colageno exposto na EP 0 059 265 é
principalmente aquela de um veiculo, que adsorve e confere estabilidade
mecanica a preparagio de coagulagdo, que é revestida.

Um produto que combina as caracteristicas hemostaticas da
cola de fibrina com os recursos de colageno como um veiculo foi
desenvolvido e manufatura sob a marca registrada TachoComb®.
TachoComb® é uma combinag3o fixa prontamente aplicavel pronta para o uso
de um adesivo de colégeno revestido com os seguintes componentes ativos de
cola de fibrina: fibrinogénio humano, trombina bovina e aprotinina bovina.

TachoComb® tem sido vendido desde os primeiros anos da
década de 1990 por Ntcomed Pharma e foi usado em ensaios clinicos na
Europa em mais do que 2500 pacientes. O produto foi, além disso, usado em
mais do que 700 pacientes no programa clinico japonés em uma ampla
variedade de indicagdes, tais que ressegdes de figado e pulm3o, cirurgia do
trato biliar, do bago, renal e cirurgia pancredtica, cirurgia de ENT, cirurgia
ginecoldgica, e cirurgia vascular. Foi verificado que TachoComb® ¢ eficaz e
seguro.

Ndo foram relatadas complicagdes clinicas relacionadas a
aplicagio de TachoComb® no curso de ensaios clinicos realizados.

Na WO 97/ 37694 (Immuno France S. A) é exposto, no
exemplo de referéncia 4, que quando um produto de coldgeno ou
TachoComb® foi usado, nio houve hemostasia conduzindo 2 sangria até a
morte; TachoComb® foi usado em contraste com hemostasia dentro de 5

minutos quando um produto de coldgeno sem um teor de trombina, preparado
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de acordo com a WO 97/ 37694, foi preparado.

Na WO096/40033, as desvantagens da trombina bovina usada
em TachoComb® sio enfatizadas pelo fato de que o uso da espécie bovina ou
de outras espécies de trombina podem introduzir contaminagao viral danosa e
possivel transmissdo de doengas bovinas, tais como encefalite espongiforme
bovina.

A US 6.177.126 B1 expde um dispositivo € um processo para
a produgdo de um material para a vedagdo e a cura de feridas. O dispositivo
compreende um recipiente tendo, em sua parte do fundo, duas placas
perfuradas, que sdo moviveis uma em relagio a outra, de modo a permitir que
uma suspensdo contida no recipiente seja gotejada sobre um veiculo, que se
move atraveés do recipiente sob a parte do fundo do mesmo.

DESCRICAO DETALHADA

E um objeto da invengio prover uma suspensdo aperfeigoada,
que € adequada, por exemplo, para 0 uso como um revestimento para um
veiculo de colageno, com o objetivo de prover uma composi¢do absorvivel
pronta para o uso para a colagem de tecido, vedagiio de tecido e hemostasia. E
ainda um objeto da invengdo prover um método para a produgio de uma tal
suspensio. E ainda um outro objeto da invengdo prover um método
aperfeigoado de revestir um veiculo, tal como um veiculo de coldgeno, com
uma suspensdo contendo fibrinogénio e trombina. Um outro objeto da
invengdo € o de prover um método para secar um revestimento umido da
suspensdo aplicada ao veiculo, com o objetivo de assegurar uma fixagio
satisfatoria do revestimento ao veiculo. E ainda um outro objeto da inveng&o
prover uma esponja de coldgeno revestida com um revestimento de
fibrinogénio € de trombina, que simula, de modo eficiente, o estigio final da
cascata de coagulagdo, uma vez que a esponja de coldgeno revestida tenha
sido colocada em contato com o sangue fluidos corpdreos ou solugio salina

fisiologica. Além disso, constitui um objeto da invengdo prover uma esponja
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de colageno revestida com o revestimento acima, que possui uma fixagdo
suficiente do revestimento 4 esponja de coldgeno, isto é uma baixa abrasdo
satisfatorio do revestimento quando submetido a impacto mecénico.

Em um primeiro aspecto, a invengdo prové uma suspensio que
compreende fibrinogénio, trombina e alcool, a suspensdo tendo sido obtida
por um método que compreende:

- prover uma mistura de fibrinogénio de fibrinogénio ¢ um
alcool,

- prover uma mistura de trombina de trombina e um alcool,

-  misturar a mistura de fibrinogénio e a mistura de trombina,
de modo a obter a referida suspensdo, a suspensdo contendo particulas de
fibrinogénio e de trombina, o didmetro médio Folk Ward das particulas sendo
de 25-100 pm, tal como de 35-80 um, tal como de 40-78 pum, tal como de 40-
75 pm, tal como de 45-60 pm, tal como de 47-55 um, ou ainda tal como de
60-100 pm, tal como de 60-80 pm, tal como de 65-75 pm, preferivelmente
dentro de +/- 5 um, tal como dentro de +/- 4 um, tal como dentro de +/- 3,5
pm, tal como dentro de +/ - 2 pm, tal como dentro de +/- 1,5 um, tal como
dentro de +/- 1 pm, tal como dentro de +/- 0,8 um, tal como dentro de +/- 0,6
pm, tal como dentro de +/ - 0,5 um. Foi verificado que uma tal suspensdo,
quando revestida sobre um veiculo, tal como um veiculo de coldgeno, é
eficiente em uma composig&o absorvivel pronta para o uso para a colagem de
tecido, vedagdo de tecido e hemostasia. A suspensdo pode opcionalmente
compreende aprotinina, adicionada a mistura de fibrinogénio como uma
solugdo aquosa concentrada. Riboflavina pode ser adicionada como um
colorante, de tal modo que a suspensédo possa ser facilmente identificada, uma
vez que ela tenha sido revestida sobre um veiculo e secada.

Devido a propriedade fisica da suspensdo, especialmente ao
comportamento de sedimentagdo das particulas bastante grandes em um

alcool, ndo € possivel medigdo de viscosidade liquida padrdo da suspensio.
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Deste modo, um método alternativo para prover a medigdo da viscosidade foi
implementado. Em conseqiiéncia disto, a suspens3o pode ter uma viscosidade,
de tal modo que um volume de 90-120 ml da suspensdo, quando influenciado
apenas por gravidade, saia através de uma abertura do fundo de um recipiente
tendo:

- uma por¢do cilindrica com um didmetro de 40-50 mm e
uma altura interna de 55-65 mm, e

- uma por¢do base conica com uma altura de 17-23 mm, em
que a abertura do fundo € provida na extremidade inferior da por¢do conica
como uma abertura circular com um didmetro de 2- 3 mm,

em 25-75 segundos.

No caso de que o recipiente seja produzido a partir de ago, o
recipiente € a abertura tendo as seguintes dimensdes:

| - didmetro interno da porgdo cilindrica : 46 mm,

- uma altura interna da porgdo cilindrica: 60 mm,

- altura interna do fundo c6nico: 20,5 mm,

- didmetro interno da abertura do fundo: 2, 6 mm,

- comprimento da passagem conectada a abertura do fundo :
9 mm, ou

no caso em que o recipiente seja feito de um material plastico,
o recipiente e a abertura tendo as seguinte dimensdes:

- diametro interno da porg¢do cilindrica: 50 mm,

- altura interna da porg¢3o cilindrica : 41 mm,

- altura interna do fundo c6nico: 24 mm,

- didmetro interno da abertura do fundo: 2,5 mm,

- comprimento da passagem conectada a abertura do fundo:
menor que 5 mm,

o tempo de saida acima para a suspensao pode ser de 25-60

segundos, tal como de 25-50 segundos, tal como de 30-50 segundos, tal como
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de 32-44 segundos, tal como de 34-38 segundos.

Os parimetros e as caracteristicas da suspensdo expostos
abaixo em conexdo com o método do segundo aspecto da invengio tambémi se
aplicam a suspensio do primeiro aspecto da inveng#o.

Em um segundo aspecto, a invengdo prové um método para
preparar uma suspensio com fibrinogénio e trombina, que compreende:

- prover uma mistura de fibrinogénio e um 4lcool,

- prover uma mistura de trombina e um alcool,

- misturar a mistura de fibrinogénio e a mistura de trombina,
de modo a obter a referida suspensio,

de modo a obter uma suspensio contendo particulas de
fibrinogénio e de trombina, o didmetro médio de Folk Ward das particulas
sendo de 25- 100 um. Os pardmetros € as caracteristicas expostos acima em
conexdo com a suspensdo de acordo com a presente inveng¢do também se
aplicam ao método do segundo aspecto da invengao.

No estagio que prové a mistura de fibrinogénio, o fibrinogénio
pode ser previamente micronizado através de um método adequado, por
exemplo, peneiramento, para a obtengdo de particulas tendo um didmetro
meédio de Folk Ward de 25- 100 pm. O fibrinogénio micronizado pode, por
exemplo, ser agitado no &lcool para a obtenc¢do da referida mistura de
fibrinogénio. No estigio de provimento da mistura, o fibrinogénio pode ser
também diretamente homogeneizado em um 4lcool, preferivelmente em uma
temperatura de entre 0°C e 12°C, tal como entre 2°C e 8°C. A temperatura -
pode ser reduzida durante a homogeneizagdo. O estigio de misturagio da
mistura de fibrinogénio € da mistura de trombina pode ser executado sob
agitagdo da suspensdo, em cujo caso a agitagdo pode ser executada em uma
temperatura de entre 0°C e 12°C, tal como entre 2° e 8°C.

A trombina pode compreender trombina humana, trombina

bovina, ou trombina recombinante, ¢ o fibrinogénio pode compreender
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fibrinog€nio humano ou fibrinogénio recombinante. O &lcool pode ser um
alcool orgénico, tal como metanol, etanol, propanol, isopropanol, tal como um
alcool organico anidro, um etanol anidro, um propanol anidro ou um
isopropanol anidro. Fibrinogénio humano pode ser suprido em uma forma
secada por congelamento sélida.

Em um terceiro aspecto, a inven¢do prové um método para o
revestimento de um veiculo com uma suspensdo que compreende fibrinogénio
e trombina, em que a suspensdo foi derivada a partir de um método, que
compreende os estagios de:

- prover uma mistura de fibrinogénio de fibrinogénio € um
alcool,

- prover uma mistura de trombina de trombina e um alcool,

- misturar a mistura de fibrinogénio e a mistura de trombina,
de modo a obter a referida suspensio,

de modo a obter uma suspensdo contendo particulas de
fibrinogénio e de trombina, o didmetro médio de Folk Ward das particulas
sendo de 25-100 um,

o método para revestir compreendo:

- prover a suspensdo de fibrinogénio, trombina e um alcool
em um local préximo ao veiculo,

- aplicar a referida suspensio a uma superficie de
revestimento do veiculo.

O veiculo pode ser um veiculo de colageno, tal como uma
esponja de colageno. A esponja de colageno pode preencher pelo menos um e

preferivelmente uma pluralidade dos seguintes critérios:

valor de pH entre 5,0 ¢ 6,0,

teor de &cido lactico de, no maximo, 5%,

teor de amonio de, no maximo, 0,5%,

teor de proteina soluvel, calculado como teor de albumina
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de, no maximo 0,5%,

teor de cinzas de sulfato de, no maximo, 1,0 %,

- teor de metal pesado de, no maximo, 20 ppm,

- pureza microbiolégica de, no maximo, 103 CFU/g,

- teor de colageno de 75 a 100%,

- densidade de 1 a 10 mg/ cm3,

- médulo de elasticidade na faixa de 5-100 N/ cm’.

A esponja de coldgeno pode ser derivada a partir de um
método, que compreende os estagios de:

- preparar um gel de coldgeno,

- misturar ar ao interior do gel de colageno, de modo a obter
uma espuma de coldgeno,

- secar a espuma de coldgeno, de modo a obter um bloco
seco do veiculo tendo cAmaras no mesmo,

- 1isolar, a partir do bloco de esponja de coldgeno, partes de
esponja com um didmetro de camara maior que 0, 75 mm e menor que 4 mm,
ou com uma camara de dimensao diagonal média de 3 mm.

No presente contexto, o termo “diametro da camara” deve ser
entendido como a maior distdncia parede a parede em linha reta em uma
camara, isto ¢ a maior distancia em linha reta diagonal de uma camara. As
camaras podem ser de uma forma poligonal, tal como de uma forma
octogonal. Foi verificado que um didmetro de cimara maior que 0,75 mm e
menor que 4 mm, ou um didmetro de cdmara de no maximo 3 mm, torna a
esponja de coldgeno particularmente ttil para que seja revestida com uma
suspensao contendo fibrinogénio e trombina. Foi ainda verificado que uma
esponja de coldgeno, preparada pelo método acima, € vedada a ar e a liquido
no sentido de que, uma vez que a esponja de coldgeno tenha sido aplica a uma
ferida, ela nfo ird permitir que o ar ou o liquido sejam embebidos através da

esponja de coldgeno.
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O estagio de aplicagdo da suspensdo ao veiculo pode ser
executado em uma temperatura ambiente de 0° -12°C, tal como de 1° - 10°C,
tal como de 2° - 8°C. Além disso, o estagio de aplicagdo da suspensdo ao
veiculo pode ser executado em uma atmosfera ambiente com uma umidade
relativa de 75-99%, tal como de 85-95%. Um volume de 0,08 ml-0,12 ml de
suspensdo € preferivelmente aplicado ao veiculo, por cm? da superficie de
revestimento. Para assegurar uma eficacia homogénea do veiculo revestido
final a través de toda a sua superficie, a suspensio é preferivelmente
distribuida uniformemente sobre uma determinada largura da superficie de
revestimento, de tal modo que a massa de fibrinogénio por unidade de area da
superficie de revestimento varie no maximo 25%, tal como no maximo 20%,
tal como no maximo 15%, tal como no maximo 10%.

Um aplicador, que compreende pelo menos um jato, pode ser
usado para a aplicag@io da suspensZo ao veiculo, de tal modo que a suspensio
seja forgada através do jato, a0 mesmo tempo em que o veiculo e o jato sdo
movidos, um em relagdo ao outro. O aplicador pode compreender ou ser
disposto préximo a uma correia transportadora, uma unidade de agitagio
conectada a uma bomba ou um sistema de bombas, ou outro equipamento de
suprimento, € um jato ou sistema de jatos, que é movido transversalmente, por
exemplo, em 4ngulos retos em relagdo a correia transportadora. Dependendo
das caracteristicas especificas dos meios, o jato ou sistema de jatos possui
varias formas e tamanhos. O jato ou sistema de jatos pode ser conectado ao
equipamento de suprimento através dos tubos. O equipamento e suprimento
pode promover o meio de revestimento a partir da unidade de agitagdo para os
sistemas de jato. Durante o processo de revestimento, o sistema de jato pode
ser movido através do veiculo. Em sua posi¢do de repouso, ela pode ser retido
sobre um lado da correia transportadora. O processo de revestimento pode ser
iniciado por uma barreira luminosa, que detecta a presenga do veiculo sobre a

correia transportadora, € pode ser igualmente interrompida por um sinal de
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barreira luminosa. Um tal aplicador confere um volume morto relativamente
pequeno, ¢ € facil de manipular, inclusive facil de limpar. Além disso, ele
confere a possibilidade de interromper o processo de revestimento a qualquer
tempo, € aplicavel em uma faixa de viscosidade relativamente ampla, e ele
confere um revestimento homogéneo.

De modo alternativo, ou adicional, um aplicador, que
compreende um recipiente tendo uma pluralidade de saidas separadas, pode
ser usado para a aplicagfio da suspensdo ao veiculo, pelo que a suspensdo é
forgada a partir do recipiente através das saidas sobre o veiculo. O ultimo dos
tipos de aplicadores esta sob a forma de um recipiente tendo placas méveis
em seu fundo, conforme exposto na patente US N°. 6. 177.126 Bl, que é
incorporada a esta, em sua totalidade, a titulo referencial. Devido a
distribuigdo uniforme conferida pelos dispositivos da US 6.177.126 B1, um
daqueles dispositivos € aplicado em uma modalidade preferida da invengdo. O
veiculo e o aplicador sdo preferivelmente movidos, um em relagio ao outro,
em uma dire¢do de transporte, enquanto a suspenso estd sendo aplicada ao
veiculo, pelo que a taxa de movimento pode ser de 0,025 m/s - 0,05 m/s, tal
como de 0,03-0,04 m/s. A taxa de fluxo da suspensdo aplicada ao veiculo
através do aplicador pode ser de 400- 600 ml/ min., tal como de 470-550 ml/
min., tal como de 495-505 ml/ min.

Em um quarto aspecto, a invengao refere-se a um método para
secar uma suspensado de fibrinogénio, trombina e um alcool aplicado como um
revestimento umido sobre uma superficie de revestimento do veiculo, o
método compreendendo o estigio de submeter o veiculo revestido a uma
pressdo abaixo de 1000 mbar, de modo a obter uma superficie de
revestimento seca sobre o veiculo, de modo a fixar o revestimento seco a
superficie de revestimento. Pela aplicagdo de um vécuo e pelo uso do vacuo
no processo de secagem, podem ser mantidas uma baixa temperatura (2-

10°C)) e uma unidade relativa (80-95%), pelo que a estrutura e as
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propriedades fisicas do veiculo, em particular de um veiculo sob a forma de
um colageno, tal como uma esponja de colageno, assim como do fibrinogénio
¢ da trombina, podem ser mantidas.

A suspensio pode ser obtida por:

- prover uma mistura de fibrinogénio de fibrinogénio e um
alcool,

- prover uma mistura de trombina de trombina € um dlcool,

- misturar a mistura de fibrinogénio e a mistura de trombina,
de modo a obter a referida suspensio,

e o veiculo pode ser uma esponja de colageno, que foi
derivada a partir de um método, que compreender os estagios de:

-  preparar um gel de colageno,

- misturar ar no gel de coldgeno, de modo a obter uma
espuma de colageno,

- secar a espuma de colageno, de modo a obter um bloco
seco de esponja de colageno tendo cimaras no mesmo,

- isolar, a partir do bloco de esponja de colageno, partes de
esponja com um didmetro de cAmara maior que 0,75 mm e menor que 4 mm,
ou com uma camara com dimensdo diagonal média de 3 mm,

e o revestimento pode ser aplicado a esponja de coldgeno por:

- prover a suspensdo de fibrinogénio, trombina € um alcool
em um local préximo a esponja de colageno,

- aplicar a suspensdo a superficie de revestimento da
esponja de colageno.

Os métodos para preparar a esponja de colageno e para
preparar a suspensdo sdo discutidos acima em conexdo com os métodos do
segundo e terceiro aspectos da invengio.

Durante a secagem, o veiculo revestido pode ser submetido a

referida pressdo em uma temperatura de 0°C - 12°C, tal como de 1°C - 10°C,
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tal como de 2°C - 8°C, ¢/ ou em uma umidade relativa da atmosfera
circundante de 75 -99%, tal como de 85 - 95%. Um fluxo de ar pode passar
através do veiculo revestido durante a secagem, de modo a retirar o vapor a
partir do veiculo revestido.

De modo a que a secagem seja completa, o veiculo revestido é
preferivelmente mantido nas referidas condigdes durante um periodo de pelo
menos 1 hora, tal como de pelo menos 2 horas, tal corrio de pelo menos 4
horas.

Devido ao encolhimento, a 4rea da superficie de revestimento
seca ¢ menor do que o tamanho da drea da superficie de revestimento timida.
No método de acordo com a invengdo, a area da superficie de revestimento
seca € de pelo menos 5% da area da superficie de revestimento umida, tal
como de pelo menos 80%.

De modo a manter os componentes ativos estdveis quando o
veiculo revestido € armazenado, o veiculo € a superficie de revestimento seca,
em conjunto, possuem preferivelmente um teor de 4gua nio excedente a 12%
em peso, tal como ndo excedente a 8%, em peso.

Quaisquer pardmetros e caracteristicas da suspensdo e da
esponja de colageno, incluindo os métodos de manufatura, discutidos em
conexdo com 0s outros aspectos da invengdo, também se aplicam ao método
do quarto aspecto da invengao.

Em um quinto aspecto, a invengdo refere-se a uma esponja de
colageno revestida cm um revestimento de fibrinogénio e trombina, em que a
esponja de colageno revestida foi obtida através de um método, que
compreende os estagios de:

- prover uma esponja de colageno através de um método,
que compreende:

- preparar um gel de colageno,

- misturar o ar no gel de colageno, de modo a obter uma
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espuma de colageno,

- secar a espuma de colageno, de modo a obter um bloco
seco de esponja de colageno tendo cAmaras no mesmo,

- 1solar, a parir do bloco de esponja de colageno, partes de
esponja com um didmetro de cimara

maior que 0,75 mm e menor que 4 mm, ou com camaras de
uma dimensio diagonal média de 3 mm,

- aplicar uma suspensio de fibrinogénio, trombina e um
alcool a uma superficie de revestimento da esponja de colageno, e

- submeter o veiculo revestido a uma pressio abaixo de
1000 mbar, de modo a obter uma superficie de revestimento seca sobre o
veiculo, de modo a fixar o revestimento seco a superficie de revestimento, a
esponja de coldgeno revestida tendo pelo menos uma das seguintes
propriedades:

- a suspensdo € distribuida uniformemente sobre uma
determinada largura da superficie de revestimento, de tal modo que a massa
de fibrinogénio por unidade de area da superficie de revestimento varie, no
maximo, 25%,

- aabrasdo do revestimento € inferior a 2,0 mg/ cm?, quando
uma amostra do material revestido € agitada em um agitador Vibrofix em uma
freqiiéncia de 800- 1200 rpm durante 2 minutos.

A distribui¢do uniforme da suspensdo sobre a superficie de
revestimento melhora a eficdcia da superficie revestida quando aplicada, por
exemplo, para a colagem de tecido, vedagdo de tecido ou hemostasia. A baixa
abrasdo do revestimento assegura que a esponja de coldgeno revestida pode
ser transportadas, apanhada pelas mdos de um cirurgido e/ ou por um
instrumento cirurgico, ou manipulada de outro modo, sem perder a suspensio
seca, isto €, o revestimento. A formulagio de fibrinogénio representa

aproximadamente 60-90% do peso total da esponja de colageno revestida. A
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formula¢do contém usualmente cerca de 50-60% do peso das seguintes
substincias : sais, aminoacidos e albumina. Fibrinogénio isoladamente
constitui de 4-50% da formulagZo.

A suspensio possui preferivelmente um teor de agua de 20- 80
mg/ml, tal como de 24-32 mg/ ml. O teor de trombina da suspensdo pode ser
de 20-40 I.U./ ml, tal como de 24-33 L.U./ ml. Em média, o teor de trombina
apds o revestimento pode ser de 2- 4 LU./ cm® sobre a superficie do
revestimento, tal como de 2,3- 3,3 L.U./ cm?. Pode ser desejavel que o teor de
trombina nfo exceda a 5. LU/ cm? em qualquer local da superficie de
revestimento, ou que ele ndo exceda 3, 8 L.U./ cm 2 em qualquer local da
superficie de revestimento.

A pureza microbiolégica do veiculo revestido é
preferivelmente no maximo de 4 CFU/ cm?, tal como de, no maximo, 2,25
CFU/ cm?.

Em um outro aspecto independente, a invengdo refere-se ao
uso da esponja de colageno acima mencionada para a colagem do tecido,
vedagdo do tecido e hemostasia.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As figuras 1-7 ilustram varios veiculos revestidos e
instrumentos para a sua aplicagdo, conforme discutido no Exemplo VIIL.

A figura 8 € um fluxograma, que ilustra uma cadeia de
subprocessos a partir da produgdo de uma suspensio para a compactagio de
uma esponja de colageno,

A figura 9 € uma ilustragdo de dispositivos usados na obtengio
de uma medida para a viscosidade da suspens3o,

As figuras 10 e 11 contém uma fluxograma, que ilustra um
processo para a obtengao de uma esponja de colageno.

DESCRICAO DETALHADA DOS DESENHOS

Modalidades preferidas dos métodos e produtos da presente
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invengdo sdo descritas abaixo, vide também a Figura 8.

Uma suspensdo, que compreende fibrinogénio, trombina € um
alcool poae ser produzida pelo método para produzir uma suspensio de
acordo com a invengdo, como se segue:

Fibrinogénio é homogeneizado em etanol a 100%, a de 2-8°C,
resultando em uma mistura de fibrinogénio e alcool, a mistura constituindo
aproximadamente 80% do volume do volume da suspensdo final. Entdo,
riboflavina € adicionada. A mistura é subseqiientemente agitada em um vaso
fechado, até o processamento ulterior do mesmo.

Trombina humana ou bovina é dissolvida com agua para
injecdo. A solugdo ¢ adicionada em uma quantidade de 35 vezes etanol a
100%, a de 0 -8°C. A suspensio de trombina assim alcangada ¢
homogeneizada a de 0-8°C por de 80- 100°C.

Antes que as misturas de fibrinogénio e trombina sejam
misturadas, uma solu¢ido de aprotinina e agua para inje¢do € adicionada a
mistura de fibrinogénio. Entdo, a mistura de trombina € adicionada a mistura
de fibrinogénio. O volume final da suspensdo € preparado pela adicdo de
etanol a 100%, a de 2 -8°C.

Meétodos, que compreendem os estagios acima, sdo a seguir
referidos como “métodos do grupo I”.

Como uma alternativa, o método para a produgdo de uma
suspensio de acordo com a invengao, que compreende fibrinogénio, trombina
e um alcool, compreende os seguintes estigios:

A mustura de fibrinogénio é obtida pela adi¢io de fibrinogénio
previamente micronizado de um tamanho de particula de diametro médio de
Folk Ward de 35- 80 um e riboflavina, enquanto sob agitacdo em etanol a 94-
97%, a de 2-8°C. A mistura assim resultante de riboflavina e etanol constitui
aproximadamente 0-80% do volume da suspensdo final. A mistura de

fibrinogénio € adicionalmente agitada em um vaso fechado até o
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processamento ulterior do mesmo. A

A mistura de trombina € obtida pela adi¢do de trombina a 94-
97% de etanol a - 30°C. A mistura de trombina assim alcancada é
homogeneizada durante 80 -100 segundos. Alternativamente, a mistura de
trombina € obtida pela dissolugdo de trombina em é&gua para injecdo, e
subseqlientemente a solugio de trombina assim obtida é lentamente
adicionada a de 17 - 35 vezes a quantidade de etanol a 100%, a -30°C. A
suspensdo ¢ homogeneizada durante 80 -100 segundos.

Um equipamento UltraTurrax de IKA pode ser usado como
um equipamento de homogeneiza¢io. A mistura de trombina é adicionada a
mistura contendo fibrinogénio e riboflavina. E adicionado etanol a 94- 97%, a
de 2-8°C.

M¢étodos compreendendo os estagios acima s3o a seguir
referidos como a “ métodos do grupo II”.

Os métodos do grupo I e grupo II podem resultar em uma
suspensdo de acordo com a invengdo, preferivelmente com as seguintes
caracteristicas:

- Concentragio de etanol: 94 - 97%

- Tempo de saida medido com o aparelho ilustrado a
esquerda na Figura 9 : 31, 5 - 48 segundos

- Comportamento de sedimentagdo: Volume de particulas
solidas em percentual do volume total:

5 minutos ap6s o inicio do teste: mais que 85%

24 horas apds o inicio do teste: 50-80%

- Tamanho de particula : didmetro médio de Folk Ward 35-
80 pm

Em uma modalidade do método para secar acordo com a
invengdo, as tiras de esponja de colageno sio incubadas a de 2-8°C a de 80-

91% de umidade relativa durante 2-30 horas, antes do revestimento de um
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veiculo sob a forma de uma esponja de coligeno. O dispositivo para a
aplicagdo da suspensdo a esponja de colageno é descrito acima. Uma vez
revestidas, as tiras de esponja de coldgeno sdo incubadas a de 2-8°C e de 80-
90% de umidade relativa durante 8- 60 minutos. As tiras de esponja de
colageno revestidas sdo secadas em uma cimara de secagem a vacuo em uma
temperatura de 2-8°C, 80-90% de umidade relativa. Um fluxo de ar é passado
sobre as tiras de colageno através de uma valvula de aspira¢do, em uma taxa -
de fluxo de ar de 1,2- 40 m? por hora. E aplicado um vécuo de 30-60 mbar,
isto € uma pressdo absoluta de aproximadamente 970 mbar, dependendo da
pressdo atmosférica e as tiras de colageno revestidas sdo secadas durante 2- 5
horas.

Uma medida da viscosidade da suspensZo ¢ obtida pelo uso de
um dos dispositivos ilustrados na Figura 9 e descritos acima. O dispositivo
mostrado a esquerda na Figura 9 € produzido a partir de ago, e o recipiente € a
abertura do fundo possuem as seguintes dimensdes:

- didmetro interno da porg3o cilindrica : 46 mm,

- uma altura interna da porg¢3o cilindrica: 60 mm,

- altura interna do fundo c6nico : 20,5 mm,

- diametro interno da abertura do fundo : 2, 6 mm,

- comprimento da passagem conectada a abertura do fundo :
9 mm.

O dispositivo mostrado a direita na Figura 9 é produzido a
partir de um material plastico € o recipiente e a abertura do fundo possuem as
seguintes dimensdes:

- didmetro interno da porg3o cilindrica: 50 mm,

- altura interna da porgio cilindrica: 41 mm,

- altura interna do fundo cénico: 24 mm,

- diametro interno da abertura do fundo : 2, 5 mm,

- comprimento da passagem conectada a abertura do fundo:



10

15

20

menor que 5 mm.

Matérias-primas de fibrinogénio:

Componente % de substincia total
Form. A Form. B Form. C
Fibrinogénio humano 36-52 42-27 36-52
Albumina humana 16-24 20-24 16-24
Proteina total 52-76 62-71 52-76
Cloreto de sodio 8-14 0 8-14
Citrato trissodico 2-4 1-3 2-4
Arginina (cloridreto) 15-26 15-21 15-26
Glicina 0 6-9 1-2
Histidina 0 3-5 0
Sacarose 0 0 1-2
Umidade residual <=2 2-4 <=1,5
Matérias-primas de Trombina:
Formulagdo Atividade (IL.U/ Unidade Aditivos de Substancias
mg substancia) Residual Adicionais
Trombina Humana A 360-540 <=3% Albumina humana, cloreto de
sddio, citrato de sédio
Trombina bovina B > 400 <=3% Albumina bovina, cloreto de
sodio, citrato de sédio
Trombina Humana B 7-10 <=3% Albumina humana, cloreto de
sddio, citrato de sddio
Trombina humana C 35-60 <=3% Albumina humana, cloreto de
sodio, acetato de sodio, glicina

Os Exemplos I-VI abaixo ilustram varios procedimentos para a
preparagdo de uma esponja de colageno revestida com um revestimento de
fibrinogénio e trombina de acordo com a invengdo. Os procedimentos
incluem métodos de preparag@o de uma suspensio de acordo com a inveng3o,

Resultando, nas modalidades abaixo descritas, em suspensdes
de acordo com a inveng@io. Além disso, métodos para o revestimento de
acordo com a inven¢do e métodos para secagem de acordo com a invengdo
sdo aplicados.

EXEMPLO I:

No presente exemplo, a suspensio contém a formulagio de.
fibrinogénio humano B e a formulagio de trombina humana B.

Um volume de suspensdo final de 3500 ml foi obtido pela

aplicagdo das seguintes quantidades e parimetros:
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Mistura de fibrinogénio:

- 2800 ml de etanol (94% a 2°C-8°C)

- 4925 g da formulagio de fibrinogénio humano B

- 493, 5 mg de riboflavina

A mistura de fibrinogénio foi armazenada por 20 horas a de 2-
8°C, enquanto sob agitagio.

Mistura de trombina:

- 100 ml de etanol (100% a - 30°C)

- 12,27 g da formulagio de trombina humana B

A mistura de trombina foi armazenada por 18 horas a -30°C.

Suspensdo:

- 157 ml da mistura de trombina foram adicionados a
mistura de fibrinogénio.

- Etanol a 94% a de 2-8°C foi adicionado para preencher o
volume de suspens@o final de 3500 ml.

Caracteristicas da Suspensao:

1. Concentragio de etanol: 94,3%

2. Tempo de saida medido com o aparelho de ago ilustrado a
esquerda na Figura 9: 36,5 segundos

3. Comportamento de sedimentagio:

a) volume de sedimenta¢do 5 minutos apds o inicio: 98% do
volume de teste,

b) volume de sedimentag@o 24 horas apds o inicio: 64% do
volume de teste.

1. Tamanho da particula (didmetro médio de Folk Ward): 56,
4+/-1,3 um

Veiculos sob a forma de tiras de colageno foram revestidos
com a suspensdo. Primeiro, 48 tiras de esponja de colageno foram

previamente incubadas em uma cimara de resfriamento, nas seguintes
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condigdes:

Temperatura : 5,2°C

Umidade absoluta : 4,8 g de agua por kg de ar

Tempo de incubagdo: 18,5 horas

Um aplicador conforme exposto na patente US N ° 6. 177.126
B1 foi usado para revestir as tiras de colageno com a suspensio.

As tiras de esponja de colageno revestidas foram secadas como
se segue:

As tiras revestidas foram incubadas durante 15 minutos em
uma temperatura de 5,2°C e uma umidade absoluta de 4, 8 g de agua por kg
de ar.

As tiras revestidas foram entio secadas em uma cémara de
secagem a vacuo nas seguintes condig¢des de secagem:

- Condigdo do ar: temperatura de 5,2°C, umidade absoluta
de 4,8 g de agua por kg de ar

- Fluxo de ar através da valvula de aspiragdo: 23 m?® por
hora

- Vacuo: 59 mbar

- Tempo de secagem : 4 horas

A abrasio do revestimento obtido sobre as tiras de esponja de
colageno foi aproximadamente de 0,2 mg/cm? quando agitadas em um
agitador Vibrofix em uma freqiiéncia de 800- 1200 rpm durante 2 minutos.
EXEMPLO II:

No presente exemplo, a suspensdo contém a formulagdo de
fibrinogénio humano C e a formulagdo de trombina humana C.

Um volume de suspensdo final de 3500 ml foi obtido pela
aplicagdo das seguintes quantidades e parametros:

Mistura de fibrinogénio:

- 2252 ml de etanol (94%, a de 2°C-8°C)
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- 370, 7 g da formulag@o de fibrinogénio humano C

- 493,5 mg de nboflavina

A mistura de fibrinogénio foi armazenada por 20 horas a de 2-
8°C, enquanto sob agitacdo.

Mistura de trombina:

- 188 ml de etanol (100% a -30°C)

- 12 frascos da formulagdo de trombina humana C / 12 ml
de agua para injegao.

A mistura de trombina foi armazenada por 8-16 horas a - 30°C.

Suspensdo:

- 164,5 ml da mistura de trombina foram adicionados a
mistura de fibrinogénio.

- Etanol a 94%, a de 2- 8°C foi adicionado para preencher o
volume da suspenséo final de 3500 ml.

Caracteristicas da suspens3o:

1. Concentragio de etanol : 94, 1%

2. Tempo de saida com o aparelho de aco ilustrado na Fig.: 32,
8 segundos

2. Comportamento de sedimentag3o:

a) volume de sedimentagdo 5 minutos apds o inicio: 94% do
volume de teste,

b) volume de sedimentagdo 24 horas apds o inicio: 71% do
volume de teste.

3. Tamanho da particula (didmetro médio de Folk Ward) : 49,2
+/- 0,93 pm.

Veiculos sob a forma de tiras de colageno foram revestidos
com a suspensdo. Primeiro, 48 tiras de esponja de colageno foram
previamente incubadas em uma cidmara de resfriamento, nas seguintes

condigdes:
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- Temperatura : 4,8°C

- Umidade relativa : 90,3%

- Tempo de incubagdo : 22, 25 horas

Um aplicador, conforme exposto na Patente US N° 6.177.126
B1 foi usado para revestir as tiras da esponja de coldgeno com a suspensao.

As tiras da esponja de colageno revestidas foram secadas como
se segue:

As tiras revestidas foram incubadas durante 13 minutos em
uma temperatura de 4,9°C ¢ uma umidade absoluta de 4,8 g de 4dgua por kg de
ar.

As tiras revestidas foram entfo secadas em uma camara de
secagem a vacuo nas seguintes condi¢des de secagem:

- Condi¢do do ar: temperatura de 5,2°C, umidade absoluta
de 4,9 g de 4gua por kg de ar

- Fluxo de ar através da valvula de aspira¢do: 25 m? por
hora

- Vacuo : 60 mbar

- Tempo de secagem: 4 horas

A abrasdo do revestimento obtido sobre as tiras da esponja de
colageno foi aproximadamente de 0,2 mg/ cm? quando agitadas em um
agitador Vibrofix em uma freqiiéncia de 800 -1200 rpm durante 2 minutos.
EXEMPLO III:

No presente exemplo, a suspensdo contém a formulagdo de
fibrinogénio humano B e a formulac¢do de trombina humana B e aprotinina.

Um volume de suspensio final de 1000 ml foi o método obtido
pela aplicagdo das seguintes quantidades e pardmetros:

Mistura de fibrinogénio:

- 800 ml de etanol (100%, a de 2°C - §°C), 39, 4 ml de agua

para inje¢do, € 10, 6 ml de aprotinina
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- 90,67 g da formulagdo de fibrinogénio humano C
micronizada

- 141 mg de riboflavina

A mistura de fibrinogénio foi armazenada durante 20 horas a
de 2-8°C, enquanto sob agitagio.

Mistura de trombina:

- 50 ml de etanol (100% a -30°C)

- 3,75 g da formulagdo de trombina humana B

A mistura de trombina foi armazenada durante 16 horas a -
30°C.

Suspensao :

O volume total da mistura de trombina foi adicionado a
mistura de fibrinogénio.

Etanol a 100%, a de 2-8°C foi adicionado para preencher o
volume da suspensio final de 1000 ml.

Caracteristicas da suspensdo:

1. Concentragio de etanol: 95%

2. Tempo de saida medido com o aparelho de plastico ilustrado
a direita na Figura 9: 35 segundos.

3. Comportamento de sedimentag3do:

a) volume de sedimentagdo 5 minutos apos o inicio: 89m %
do volume de teste,

b) volume de sedimentagdo 24 horas apds o inicio: 76 % do
volume de teste.

4. Tamanho de particula (didmetro médio de Folk Ward) : 74,4
+/- 3,5 pm

Veiculos sob a forma de tiras de colageno foram revestidos
com a suspensdo. Primeiro, 16 tiras de esponja de colageno foram

previamente incubadas em uma cimara de resfriamento, nas seguinte
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condigdes:
- Temperatura: 5,0°C
Umidade Relativa : 85 %

Tempo de incubagio: 17 horas

Um aplicador conforme exposto na Patente US N° 6.188.126
B1 foi usado para revestir as tiras de esponja de colageno com a suspensio.

As tiras de esponja de colageno revestidas foram secadas como
se segue:

As tiras revestidas foram incubadas durante 35 minutos em
uma temperatura de 5°C e uma umidade relativa de 85%.

As tiras revestidas foram entdo secadas em uma camara de
secagem a vacuo nas seguintes condig¢des de secagem:

CondigZo do ar: temperatura de 5°C, umidade relativa 85%

Fluxo de ar através da valvula de aspiragdo: 1,2 m*® por
hora

Vacuo : 35 mbar

Tempo de secagem: 4 horas

A abrasdo do revestimento obtido sobre as tiras da esponja de
colageno foi de aproximadamente de 0,2 mg/ cm? quando agitadas em um
agitador Vibrofix em uma freqiiéncia de 800-1200 rpm durante 2 minutos.
EXEMPLO IV:

No presente exemplo, a suspensio contém a formulagio de
fibrinogénio humano C e a formulagdo de trombina humana C.

Um volume de suspensdo final de 780 ml foi obtido pela
aplicacdo das seguintes quantidades e parametros:

Mistura de fibrinogénio:

- 700 ml de etanol (100 %, a de 2°C- 8°C)

- 8442 g da formulagio de fibrinogénio humano C

micronizada
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- 1100 mg de riboflavina

A mistura de fibrinogénio foi armazenada durante 20 horas a
de 2-8°C enquanto sob agitagao.

Mistura de trombina:

- 35 ml de etanol (100% a -30°C)

- 0,54 g da formulagio de trombina humana C

A mistura de trombina foi armazenada durante 16 horas a -
30°C.

Suspensdo :

- 23,0 ml de 4gua para injegdo foram adicionados a mistura
de fibrinogénio.

- Etanol a 100%, a de 2-8°C foi adicionado para preencher o
volume da suspensdo de 780 ml.

Caracteristicas da suspens3o:

1. Concentragdo de etanol: 94%

2. Tempo de saida medido com o aparelho de plastico ilustrado
a direita na Figura 9: 33, 5 segundos

3. Comportamento de sedimentag@o:

a) volume de sedimentagdo 5 minutos ap6s o inicio: 92 % do
volume de teste,

b) volume de sedimentagio 24 horas apos o inicio: 72 % do
volume de teste.

4. Tamanho de particula (didmetro médio de Folk Ward) : 60,5
+/- 0,5 pm

Veiculos sob a forma de tiras de colageno foram revestidos
com a suspensdo. Primeiro, 48 tiras de esponja de colageno foram
previamente incubadas em uma cimara de resfriamento, nas seguintes
condigGes:

- Temperatura: 6,0°C
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- Umidade Relativa : 85 %

- Tempo de incubagio: 18,5 horas

Um aplicador, conforme exposto na patente US N° 6,177. 126
B1 foi usado para revestir as tiras de esponja de colageno com a suspensio.

As tiras de esponja de coldgeno revestidas foram secadas como
se segue:

As tiras revestidas foram incubadas durante 45 minutos em
uma temperatura de 5°C e uma umidade relativa de 85 %.

As tiras revestidas foram entdo secadas em uma cdmara de
secagem a vacuo nas seguintes condi¢des de secagem:

- Condigdo do ar: temperatura de 5°C, umidade relativa 85%

- Fluxo de ar através da valvula de aspiragdo: 1,2 m* por
hora

- Vacuo : 35 mbar

- Tempo de secagem: 4 horas

A abrasdo do revestimento obtido sobre as tiras da esponja de
colageno foi de aproximadamente 0,2 mg/ cm? quando agitadas em um
agitador Vibrofix em uma freqiiéncia de 800-1200 rpm durante 2 minutos.
EXEMPLO V:

No presente exemplo, a suspensio contém a formulagio de
fibrinogénio humano A e a formulag3o de trombina humana A.

Um volume de suspensdo final de 3120 ml foi obtido através
de um método do grupo I pela aplicagio das seguintes quantidades e
parametros:

Mistura de fibrinogénio:

- 2540 ml de etanol (100% a de 2°C -8°C)

- 311,6 g da formulagio de fibrinogénio humano A

- 440 mg de riboflavina

- A mistura de fibrinogénio foi armazenada durante 18 horas
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a de 2-8°C, enquanto sob agitagio.

Mistura de trombina:

- 210 ml de etanol (100% a - 30°C)

- 229 g da formulagdo de trombina humana A

Suspensio:

- 87, 3 ml de agua para injegdo foram adicionados a mistura
de fibrinogeénio.

A mistura de trombina foi adicionada & mistura de
fibrinogénio.

Etanol a 100%, a de 2-8°C foi adicionado para preencher o
volume da suspensdo final.

Caracteristicas da suspens3o:

1. Concentragio de etanol : 97%

1. Tempo de saida medido com o aparelho de ago ilustrado a
esquerda na Figura 9: 40,8 segundos.

2. Comportamento de sedimentagio:

a) volume de sedimenta¢do 5 minutos apos o inicio: 95,6%
do volume de teste,

b) volume de sedimenta¢ido 24 horas apos o inicio: 63,5% do
volume de teste.

4. Tamanho de particula (didmetro médio de Folk Ward) : 51,8
+/-0,8 um

Veiculos sob a forma de tiras de colageno foram revestidos
com a suspensdo. Primeiro, 48 tiras de esponja de colageno foram
previamente incubadas em uma cdmara de resfriamento, nas seguintes

condi¢des:

Temperatura : 6,5°C
Umidade relativa : 90%

Tempo de incubag@o : 22,5 horas
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Um aplicador, conforme descrito na patente US N° 6.177.126
B1 foi usado para revestir as tiras de esponja de colageno com a suspensao.

As tiras de esponja de colageno foram secadas como se segue:

As tiras revestidas foram incubadas durante 10 minutos em
uma temperatura de 6,5°C e uma umidade relativa de 90%.

As tiras revestidas foram entdo secadas em uma camara de
secagem a vacuo nas seguintes condi¢des de secagem:

Condig¢3o do ar: temperatura de 6,5°C, umidade relativa

90%

Fluxo de ar através da valvula de aspiragdo: 21 m® por
hora

Vacuo : 58 mbar

Tempo de secagem : 4 horas

A abrasdo do revestimento obtido sobre as tiras de esponja de
colageno foi aproximadamente de 0,2 mg/ cm? quando uma amostrade 1 x §
cm? € agitada em um tubo de teste de um agitador Vibrofix em uma
freqii€ncia de 800-1200 rpm durante 2 minutos.
EXEMPLO VI

No presente exemplo, a suspensdo contém a formulagio de
fibrinogénio humano A e a formulag&o de trombina bovina, e aprotinina.

Um volume de suspensio final de 16720 ml foi obtido através
de um método do grupo I pela aplicagdo das seguintes quantidades e
parametros:

Mistura de fibrinogénio:

- 13600 ml de etanol (100% a de 2°C -8°C)

- 1750, 5 g da formulag@o de fibrinogénio humano A

- 2361 mg de riboflavina

- A mistura de fibrinogénio foi armazenada durante 21 horas

a de 2-8°C, enquanto sob agitagio.
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Mistura de trombina:

- 420 ml de etanol (100% a - 30°C)

- 1229 g da formulagio de trombina bovina

Suspensio:

- 162, 3 ml de solugdo de aprotinina foram adicionados a
mistura de fibrinogénio.

- 304, 7 ml de agua para injecio foram adicionados a
mistura de fibrinogénio

A mistura de trombina foi adicionada a mistura de
fibrinogénio.

Etanol a 100%, a de 2-8°C foi adicionado para preencher o
volume da suspens@o final.

Caracteristicas da suspens3o:

1. Concentragdo de etanol : 97%

2. Tempo de saida medido com o aparelho de ago ilustrado a
esquerda na Figura 9: 36,8 segundos.

3. Tamanho de particula (didmetro médio de Folk Ward) : 58,6
+/-0,6 pum

Veiculos sob a forma de tiras de colageno foram revestidos
com a suspens3o. Primeiro, 288 tiras de esponja de colageno foram
previamente incubadas em uma camara de resfriamento, nas seguintes

condigdes:

Temperatura : 6,5°C
Umidade relativa : 89%

Tempo de incubagdo : 25 horas

Um aplicador, conforme descrito na patente US N° 6.177.126
B1 foi usado para revestir as tiras de esponja de colageno com a suspensio.
As tiras de esponja de colageno foram secadas como se segue:

As tiras revestidas foram incubadas durante 10 minutos em
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uma temperatura de 6,5°C e uma umidade relativa de 89%.
As tiras revestidas foram entdo secadas em uma cimara de

secagem a vacuo nas seguintes condi¢des de secagem:

Condi¢do do ar: temperatura de 6,5°C, umidade relativa
89%

Fluxo de ar através da valvula de aspiragdo: 22,5 m® por
hora

Vacuo : 59 mbar

Tempo de secagem : 4 horas

A abrasdo do revestimento obtido sobre as tiras de esponja de
colageno foi aproximadamente de 0,2 mg/ cm? quando uma amostrade 1 x 5
cm? é agitada em um tubo de teste de um agitador Vibrofix em uma
freqiiéncia de 800-1200 rpm durante 2 minutos.
EXEMPLO VII

Em uma esponja de colageno revestida contendo fibrinogénio
humano, trombina bovina e aprotinina, a estabilidade da suspensido de
revestimento foi investigada quanto a duragdo de um processo de
revestimento de 7 horas sob condigdes ambientais de ambientes de produgo,
por exemplo a de 2-8°C:

Cada ingrediente ativo foi avaliado em diferentes periodos de

tempo de amostragem. Os resultados s3o apresentados na tabela 1 abaixo.

Fibrinogénio Trombina bovina Aprotinina
humano (1.U./ml) (Ph.Eur. U./ml)
No inicio do revestimento 50,0 21,8 0,59
Apbs 4,5 horas 49,7 23,3 0,59
Apds 7 horas (final do 49,1 20,4 0,56
processo de revestimento)
TABELA I

Os resultados demonstram estabilidade satisfatéria para todos

os trés componentes.
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EXEMPLO VIII

E feito referéncia as figuras 1-7, em que as varias figuras
mostram :
Figura 1:

1.1 Opraskm ndo-revestido/ revestido

1.2 Opraskm revestido: inser¢do no interior de equipamento endoscopico

1.3 Opraskm revestido: desdobrado apds inser¢éo em equipamento endoscépico

Figura 2:

1.1 Wlllospon forte: ndo- revestido/revestido

1.2 Wlllospon forte revestido: inser¢do no interior de equipamento endoscdpico

1.3 Wlllospon forte revestido: desdobrado apds inser¢@o no interior do equipamento
endoscdpico

Figura 3:

3.1 Willospon Spezial: ndo revestido/ revestido

3.2 Wlllospon Spezial: inser¢3o no interior de equlpamento endoscopico

33 Wlllospon Spezial: desdobrado apés inser¢do no interior de equipamento
endoscopico

Figura 4:

4.1. Ethisorb® Patch : nio-revestido/ revestido

4.2 Ethisorb® Patch: inser¢do no interior de equipamento endoscépico

43  Ethisorb® Patch revestido: desdobrado apés inser¢do no interior de equipamento
endoscopico

Figura 5:

5.1 Tabotamp NU Knit: ndo-revestido/ revestido

5.2 Tabotamp NU Khnit revestido: inser¢@o no interior de equipamento endoscépico

5.3 Tabotamp® NU Knit revestido: desdobrado apés inser¢do no interior de equipamento
endoscopico

Figura 6:

6.1. Esponja Nycomed: ndo-revestida/ revestida [ amostra laboratorial]

6.2. Esponja Nycomed revestida [ amostra laboratorial]: inser¢io no intertor de
equipamento endoscopico

6.3 Esponja Nycomed revestida com colageno [ amostra de produgio = TachoComb
desdobrada apés insergio no interior de equipamento endoscépico

®]—:

Figura 7:

ferramenta endoscépica : Endodock®

ferramenta endoscépica: Endodock®

ferramenta endoscépica: Endodock”

Comparagdo de esponja Nycomed revestida (TachoComb S) com outros
produtos de veiculo revestidos de modo idéntico a TachoComb S.

Adesao da Camada

Procedimento

1. Revestimento de diferentes veiculos
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Marca Registrada Material Fabricado /Distribuido
Opraskin® Esponja de colageno Lohman, Postfach 2343, D-56513
Neuwied
Willospon®forte Esponja de colageno | Will-Pharma, Postbus 30, NL 1160
(novilhos) AA Zwanenburg
Willospon®Special Esponja de gelatina Will-Pharma, Postbus 30, NL 1160
AA Zwanenburg
Ethisorb®Patch Poliglactina 910/ | Johnson/Johnson (fabricante)
Polidiaxanona Ethicon, Robert-Koch-Str. 1 D-
22851 Norderstedt
Tabotamp® NU Knit Celulose regenerada | Johnson/Johnson (fabricante)
oxidada Ethicon, Robert-Koch-Str. 1 D-
22851 Norderstedt
Esponja de Colageno|Esponja de colageno|Nycomed Austria Sankt-Peter-Str.
Nycomed eqiiina 25 A-4021 LINZ

Uma drea de 2 x 4,5 cm? de cada veiculo foi revestida com
suspensdo de revestimento TachoComb S.
A quantidade de suspensdo de revestimento correspondeu a

especificagdo TachoComb (5,5 mg fibrinogénio/ cm?). As amostras foram

secadas.
2. Uma amostra de 1 x 4 cm? foi preparada de cada veiculo
revestido.
3. A adesdo da camada foi testada como se segue.
Descri¢do do Método:
Aparelho:
Balanga analitica (precisdo de medigdo + 0,5 mg)
Agitador Vibrofix combinado com dispositivo de fixagdo
Regra com graduagdo milimétrica
Crondmetro, bisturi, tubos de 2 cm de didmetro interno com
tampa.
Procedimento

O procedimento e o calculo para determinar a abrasio sio
como acima descritos.

Resultados:
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Veiculo Substéncia Abrasdo (mg/cm?)
Opraskin® Colageno liofilizado 2,1
Willospon®forte (3mm) Colageno liofilizado 1,2
Willospon®Spezial (1mm) Gelatina 2,1
Ethisorb® Ptch (ZVP609) Poliglactina/dioxanona 14,3
Tabotamp® UN Knit  Celulose oxidada 9,2
Esponja de colageno Nycomed |Coldgeno, espumado 0,15
Comentarios:

Todos os veiculos, exceto a esponja de colageno Nycomed,
ndo sdo flexiveis apds o revestimento.

A amostra tem que ser cortada com muito cuidado. Se ela for
cortada através do uso de um par de tesouras, uma quantidade do material de
revestimento sera lascada, porque a camada em si mesma € rigida. O adesivo
Ethisorb® quase nio demonstrou conexo com o material de revestimento.
Quando agitado apenas um pouco, todo o revestimento € desgarrado, como
um “tapete”.

A diferenga entre a esponja de colageno Nycomed e os outros
materiais de veiculo ¢ demonstrada de modo bastante evidente.

Elasticidade do veiculo revestido umedecido
Procedimento

1. Revestimento de diferentes veiculos:

Uma area de 2 x 4,5 cm? de cada veiculo foi revestida com
suspensdo de revestimento TachoComb S. A quantidade de suspensdo de
revestimento correspondeu a especificagio de TachoComb (5,5 mg de
fibrinogénio/ cm?). As amostras foram secadas.

2. Uma amostra de cerca de 5-7 cm? foi preparada de cada
veiculo revestido. Foi determinada a area inicial exata de cada amostra seca.

3. A amostra foi umedecida e colocada sobre uma folha de
Latex elastica, fixada a um equipamento especial conforme descrito em
detalhe sob o titulo “ procedimento”. Foi entdo aplicada pressdo sobre a folha

de latex, que se expandiu. Apds 2 periodos de expansdo e relaxamento, a
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folha € expandida por um terceiro periodo de tempo. A area do veiculo foi
medida no ponto de expans3o mais alto.

Descrigdo do Método

Aparelho/ Substdncias Quimicas

Bomba peristaltica (IKA PA-SF)

Garrafa de compensagdo de pressdo (3 saidas)

Mandémetro VDO (0 - 250 mbar)

Funil de vidro (@ abertura 1: 30 mm, abertura 2: 15 mm)

Tubos e grampos de silicone, luvas de latex (Semper Med),
bisturi, régua com graduagio milimétrica, tesouras

Solug¢io salina fisiologica
Procedimento

O seguinte equipamento é conectado vedado a ar as trés saidas
da garrafa de compensagdo de pressdo através de tubos de silicone:

| a) bomba peristéltica

b) mandmetro

¢) funil de vidro/ abertura 2

Uma folha dupla de cerca de 8 x 8 cm? € cortada a partir de
uma luva de Latex. Esta folha ¢é fixada, vedada a ar, ao funil de vidro/ abertura
1.

Cerca de 5-7 cm? de area revestida s3o cortados a partir do
veiculo revestido usando um bisturi.

A érea da amostra é medida (area inicial). O revestimento da
amostra ¢ umedecido com solugdo salina e aplicado sobre a folha de Latex.
Ele € entdo pressionado manualmente a folha de Latex por cerca de Iminuto.

Usando a bomba peristaltica, a folha de Latex € expandida pela
aplica¢do de uma pressdo de cerca de 70 mbar. Isto é repetido duas vezes com
relaxamento da folha de Latex posteriormente. Na terceira expansdo, a area

(comprimento e largura) do veiculo revestido ¢ medida no ponto mais alto da
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expansdo da folha de Latex.
Calculo:

Fator de “elasticidade” = area do veiculo na terceira expansio
Area inicial da amostra

Resultados:

Veiculo Substéincia Fator de Elasticidade
Opraskinv Colégeno liofilizado 1,78
Willospon®forte (3 mm) Colégeno liofilizado 1,53
Wilospon®Spezial (1 mm) Gelatina - 1,79
Ethisorb®Patch (ZVP609) Poliglactina/dioxanona 1,0
Tabotamp® NU Knit Celulose oxidada 1,15
Esponja de Coldgeno Nycomed | Colageno, espumado 1,55
Comentarios:

A elasticidade da esponja de colageno Nycomed umedecida
(TachoComb S) € uma das caracteristicas importantes do produto. A
elasticidade € essencial em cirurgia toracica e abdominal. Apds a colagem, o
veiculo de ser capaz de seguir, por exemplo, os movimentos de expansio e
relaxamento dos pulmdes ou intestinos. Ethisorb®, em especial, nio
demonstrou nenhuma elasticidade. Destacou-se a partir do revestimento
imediatamente. Wilospon®Spezial revestido e Opraskin® apresentaram
defeitos estruturais durante o teste.

Uso do veiculo revestido em cirurgia endoscépica
Procedimento:

1. Revestimento de diferentes veiculos:

Uma érea de 2 x 4 cm? de cada veiculo foi revestida com
suspensdo de revestimento TachoComb S. A quantidade da suspensdo de
revestimento correspondeu a especificagdo TachoComb (5,5 mg fibrinogénio/
cm?). As amostras foram secadas.

2. A manipulaggo das amostras de veiculo revestidas para uso
em cirurgia endoscdpica e a perda de revestimento devido a esta manipulagdo

estdo documentados em um equipamento fotografico digital.
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Descrig¢ao do Método
Aparelho
Endodock: ferramenta endoscépica designada para o uso de

TachoComb® em cirurgia endoscOpica (vide Figura 7). Equipamento

fotografico digital.
Lista dos veiculos investigados:
Veiculo Material do Veiculo
Opraskin® Colageno liofilizado
Willosponforte (3mm) Colageno liofilizado
Willospon®Spezial (1 mm) Gelatina
Ethisorb® Patch (ZVP 609) Poliglactina/ dioxanona
Tabotamp® NU Knit Celulose oxidada
Esponja de colageno Nycomed Colageno, espumado
Procedimento

Séries de ilustragdes tomadas de cada veiculo:

1. Tlustragdo : Documentagdo das amostras de veiculo
revestidas e ndo-revestidas.

2. Ilustracio : As amostras revestidas s3o inseridas no interior
do equipamento endoscopico (Endodock).A amostra tem que ser aplainada
manualmente, de modo a que seja capaz de ser enrolada em torno de um
“pino” guia. Entdo, a amostra € cuidadosamente inserida no tubo de ago de 10
mm de didmetro.

3. Ilustrag@o: A amostra é puxada para fora com cuidado.
Depois disso, a amostra tem que ser desdobrada. O revestimento, que foi
salpicado a partir do veiculo devido 4 sua manipulago é reunido junto ao
veiculo. A amostra desdobrada apods a inser¢do no interior do equipamento
endoscopico e a perda de revestimento devido a esta manipulagio sdo
documentados.

Comentarios

TachoComb S (esponja de coldgeno eqiiino revestida /

Nycomed) em cirurgia endoscopica ¢ a aplicagdo mais exigente do produto.

TachoComb S ¢ inserido no interior de um equipamento endoscépico. O tubo
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deste equipamento possui geralmente de 10-13 mm de didmetro. De modo a
que seja inserido no interior do tubo, TachoComb S é aplainado e entdo
enrolado em torno de um “pino” guia e entdo inserido cuidadosamente no
interior do tubo. Portanto, a conexio do revestimento com o veiculo e consigo
mesmo tem que ser forte, mas o produto tem que ser mantido flexivel em
condig@o seca para que possa ser curvado e enrolado. Quando colocado no
sitio de cirurgia, TachoComb S é cuidadosamente extraido a partir do tubo.
Entdo, ele tem que ser desenrolado e aplicado na superficie da ferida. Isto
requer freqiientemente alguns ajustes. Portanto, a adesdo da camada ao
veiculo deve ser suficientemente forte para que possa resistir a esta
manipulagao.

Resultados

Os resultados s@o observados a partir das Figuras 1-6 anexas.

Uma estimativa da fusdo de materiais de revestimento € a que se segue:

Opraskin® 30-40%
Wilospon®forte 60-70%
Wilospon®Spezial 50%
Tacotamp® NU Kanit 60-70%
Ethisorb® Patch 95%

Esponja de colageno Nycomed  <5%

Como Ethisorb® é um veiculo muito rigido, a adesdo do
revestimento ¢ muito fraca. Portanto, o Ethisorb® revestido perdeu quase todo
o revestimento nesta investigagdo. Comparado & esponja de coldgeno
revestida de Nycomed, todos os outros veiculos investigados possuiam uma
superficie plana a ser revestida. Portanto, o revestimento repousa como um
“tapete plano” sobre o veiculo. Isto conduz a uma estrutura preferivelmente
flexivel dos veiculos revestidos secos. A curvatura € o enrolamento muitas
vezes causa a ruptura o revestimento em si proprio.

Apds a insergdo dos veiculos revestidos no interior do tubo, o
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equipamento endoscdpico e o desdobramento da amostra subseqiiente, todos
os veiculos exceto a esponja de coldgeno Nycomed perderam bastante do
revestimento, de tal modo que grandes 4reas sdo deixadas sem o material de
revestimento.

A estrutura e a textura da esponja de colageno Nycomed ¢ a
base da alta flexibilidade de TachoComb S em condi¢Ges umidas ou secas. A
esponja de coldgeno Nycomed é espumada e possui cdmaras poligonais em
seu interior. Sobre a superficie destas cAmaras sdo cortadas cavernas. Estas
cavernas aumentam a superficie de revestimento. Durante o revestimento, a
suspensdo de revestimento € distribuida de modo uniforme sobre a superficie
estruturada. Devido a secagem, a solugdo contendo tanto fibrinogénio como
trombina € fixada como solidos no interior das cavernas. Portanto,
TachoComb S pode ser cortado nos tamanhos desejados € pode ser inserido
no interior do equipamento endoscépico apenas com uma pequena perda do
material de revestimento, ou até mesmo sem nenhuma perda.

A alta flexibilidade de TachoComb S seco é uma grande
vantagem, comparado a todos os outros veiculos revestidos investigados.
Manufatura da Esponja de Colageno

A esponja de coldgeno referida no presente texto pode ser
manufatura por um método como ilustrado, de modo genérico, nas figuras 10
e 11 e como abaixo descrito:

Foi verificado que o revestimento bem sucedido de uma
esponja de coldgeno com uma preparagdo de cola de fibrina depende da
textura da esponja de colageno. E assim desejavel prover um método para
produzir uma esponja de colageno com uma certa textura, em particular com
o objetivo de tornar a esponja de colageno adequado para o revestimento com
uma preparagao de cola de fibrina, de modo a obter um material para a cura e
a vedagio de feridas. E ainda desejavel prover um método para produzir uma

esponja de colageno tendo caracteristicas fisicas aperfeigoadas em relagdo as
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esponjas da técnica anterior, no sentido de médulos de umidade, elasticidade,
densidade e elasticidade aperfeigoados. E ainda desejavel prover um método
para a preparagdo de uma esponja de colageno, que é vedada a are ¢ a liquido
no sentido de que, uma vez a esponja de colageno aplicada a uma ferida, ela
ndo ird permitir que ar ou liquido sejam embebidos através da esponja de
colageno.

Deste modo, o método para preparar a esponja de colageno
pode compreender os estagios de:

- preparar um gel de colageno,

- misturar ar no gel de colageno, de modo a obter uma
espuma de colageno,

- secar a espuma de colageno, de modo a obter um bloco
seco de esponja de coldgeno tendo cidmaras no mesmo,

- 1solar, a partir do bloco da esponja, partes de esponja com
um didmetro de camara maior que 0, 75 mm e menor que 4mm, ou tendo um
diametro de cdmara médio de, no méximo 3 mm.

No presente contexto, o termo “ didmetro de camara deve ser
entendido como a maior distancia parede a parede em linha reta em uma
camara, isto ¢ a maior distincia em linha reta diagonal de uma cimara. As
camaras podem ser de uma forma poligonal, tal como de uma forma
octogonal

Foi verificado que um didmetro de cAmara maior que 0,75 mm
e menor que 4 mm, ou um didmetro de cAmara médio de no maximo 3 mm,
torna a esponja de colageno particularmente 1itil para ser revestida com uma
preparag@o de cola de fibrina. Preferivelmente, o gel de colageno possui uma
massa seca na faixa de 2-20 mg de massa seca por 1 g de gel, tal como de 4-
18 mg, tal como de 5-13 mg, tal como de 6-11 mg por 1 g de gel. A
viscosidade dindmica do gel de colageno é preferivelmente de 2-20 Ncm, tal

como de 4-10 Ncm, tal como de 6-8 Ncm. A esponja de coligeno possui
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preferivelmente um teor de 4gua de nao mais do que de 20%, tal como de 10-
15%, tal como de cerca de 18%. O moddulo de elasticidade da esponja de
coldgeno estd preferivelmente na faixa de 5-100 N/cm?, tal como de 10-50 N/
cm?, e a densidade da esponja é preferivelmente de 1-10 mg/ cm?, tal como de
2-7 mg/ cm3.

Foi verificado que uma esponja de coldgeno preparada pelo
método acima € vedada a ar e a liquido no sentido de que, uma vez que a
esponja de coldgeno é aplicada a uma ferida, ela nao permitird com que o ar
ou o liquido passem através da esponja de coldgeno. Os liquidos sdo
absorvidos na esponja. Este efeito é primariamente alcancado devido ao fato
de que o estagio de misturacdo de ar no gel de colageno fornece uma esponja
de coldgeno, que possui uma estrutura tridimensional com camaras
empilhadas separadas e substancialmente totalmente fechadas por paredes de
material de coldgeno, em contradi¢cdo com aquelas esponjas de coldgeno que
possuem uma estrutura de fibra.

O gel de colageno pode compreender materiais de diferentes
tipos, tais que tipo I, II ou III a partir de fontes de mamifero, transgénicas ou
recombinantes, mas todos os outros tipos de coldgeno podem ser usados. O
coldgeno pode compreender materiais de tenddes, selecionados a partir do
grupo que consiste de tenddes eqiiinos, tenddes humanos e tenddes bovinos.
O gel de colageno pode compreender, de modo adicional ou alternativo,
material de coldgeno recombinante.

O teor de coldgeno de partes isolada da esponja €
preferivelmente de 50% -100% com relagdo a massa seca da esponja, tal
como de 75% - 100%, tal como de 80% - 100%, tal como de 85% - 100%, tal
como de 90% - 100%, tal como de 92-100%, tal como de 92-98%, tal como
de 93-97%, tal como de 94-96%.

O estagio de preparacdo do gel de coldgeno compreende

preferivelmente os estagios de:
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- armazenar os tenddes em uma temperatura entre - 10°C ¢ -

30°C, e retirar a pele dos tenddes,

remover a proteina estranha a partir dos tenddes,

reduzir o teor de germe nos tenddes,

intumescer os tendGes,

homogeneizar os tendGes intumescidos.

Os estagios de armazenamento, retirada da pele, remog¢do da
proteina, redu¢do do teor de germe, e intumescéncia tém o objetivo de
purificar a matéria-prima, enquanto que o estagio de homogeneizagdo tem o
objetivo de obter o colageno sob a forma de um gel.

O estigio de redugdo do teor de germe compreende
preferivelmente a adi¢do de um acido, tal como um 4cido orgéanico, tal como
acido lactico aos tenddes. Além disso, um solvente organico, tal como um
alcool, tal como etanol, € preferivelmente adicionado ao tenddes. Além disso
o estagio de intumescer os tenddes compreende preferivelmente a adigio de
acido lactico aos tenddes. O acido lactico usado pode ser um acido lactico a
0,40 - 0,50%, tal como um 4cido lactico a 0,45%.

O estagio de intumescer os tenddes pode compreender
armazenar os tenddes em uma temperatura de 4°C a 25°C, tal como uma
temperatura de 10°C a 20°C, durante um periodo de 48 a 200 horas, tal como
um periodo de 100 a 200 horas.

O estagio de homogeneizagdo dos tendbes intumescidos é
preferivelmente executado de modo a que seja obtido um tamanho de
particula de fragmentos de gel de colageno, isto é esferas de fibra, com um
diametro de 0,8 -1,2 cm, tal como de aproximadamente 1 cm. Além disso, as
caracteristicas fisicas do gel de coldgeno sdo preferivelmente como acima
mencionadas. As caracteristicas apropriadas do gel de colidgeno sio
preferivelmente como acima mencionadas. As caracteristicas apropriadas

podem, por exemplo, ser alcangadas pela execugdo do estigio de



10

15

20

25

44

homogeneiza¢io dos tenddes intumescidos através de um moinho de disco
denteado ou equipamento de homogeneizagdo adequado.

O estagio de misturagdo de ar no gel de colageno compreende
preferivelmente os estagios de :

- misturar ar ambiente no gel através de um misturador, de
modo a gerar uma espuma de colageno,

- alimentar a espuma de gel mista em um canal de
fracionamento,

- separar o gel de coldgeno e a espuma de colageno contidos
no canal de fracionamento.

Pelo menos algum do gel de colageno separado a partir da
espuma de colageno no canal de fracionamento pode ser reconduzido ao
misturador. Neste caso, a razdo entre a quantidade de gel de colageno que é
reconduzido de volta ao misturador a partir do canal de fracionamento € a
quantidade de colageno fresco conduzida ao misturador estd preferivelmente
entre 0,1 € 0,5. O estagio de separar o gel de colageno e a espuma de colageno
compreende preferivelmente os estagios de:

- separar uma parte selecionado da espuma de colageno
contida no canal de fracionamento,

- conduzir a parte selecionada da espuma de colageno para
fora do canal de fracionamento para a secagem do mesmo.

Em uma modalidade preferida do método, uma temperatura de
15°C a 40°C, tal como de 20°C a 25°C, é mantida no canal de fracionamento.

Subseqiientemente & misturagdo de ar no gel de colageno, a
espuma de coldgeno pode ser homogeneizada durante um periodo de 2 a 4
minutos.

Antes do estagio de secagem da espuma de colageno e
subseqiientemente ao estagio de misturacdo de ar no gel de colageno, um

agente de neutralizagdo pode ser adicionado a espuma de colageno, € a



10

15

20

25

45

espuma de coldgeno € preferivelmente neutralizada, de modo a alcancgar de
um valor de pH de usualmente entre 2,5 e 3,5, um valor de pH na espuma de
colageno de entre 6,5 e¢ 8,5. Um agente de neutralizacdo, que compreende
uma solucdo de amonia, pode ser usado, e a espuma de coldgeno ¢é
preferivelmente neutralizada durante um periodo de 5-30 horas, tal como de
10-20 horas, tal como aproximadamente de 24 horas.

Antes do estigio de secagem da espuma de coldgeno, a
espuma de coldgeno ¢ preferivelmente enchida em um recipiente de secagem,
de tal modo que nenhum ar seja substancialmente introduzido no interior da
espuma durante o enchimento.

O estagio de secagem compreende preferivelmente a secagem
em uma temperatura de entre 15°C e 60°C, tal como entre 20°C e 40°C,
durante um periodo de 50-200 horas, tal como entre 100-150 horas, de modo
a que seja obtida uma esponja de coldgeno seca. A secagem pode ser efetuada
em uma pressdo ligeiramente abaixo da pressdo atmosférica, tal como uma
pressao de entre 700 e 900 mbar, tal como de aproximadamente 800 mbar.

A esponja de coldgeno produzida pelo método acima preenche

pelo menos um dos seguintes critérios :

valor de pH entre 5, 0 e 6,0,

teor de acido lactico de, no maximo, 5%,

teor de amonio de, no maximo, 0,5%,

teor de proteina soldivel, calculado como o teor de
albumina de, no maximo, 0,5%

teor de cinzas de sulfato de, no maximo, 1,0%,

- teor de metal pesado de, no maximo, 20 ppm,

- pureza microbioldgica de, no maximo, 103 CFU/ g,

- teor de colageno de, no maximo, 75% a 100%,

- densidade de 1-10 mg/cm3, tal como de 2-7 mg/ cm?,

- médulo de elasticidade de 5-100 N/ cm?, tal como de 10-
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50 N/ cm’,

O estdgio de isolar partes da esponja de coldgeno pode
compreender dividir a esponja de coligeno em uma pluralidade de partes
através de corte. As partes obtidas podem ser configuradas em qualquer forma
desejada, tal como conica, cilindrica, incluindo cilindrica com uma segdo
transversal anular, retangular, poligonal, cibica e folhas planas, ou elas
podem ser transformadas em um granulado através de um método de
granulagdo apropriado, etc.

Como € evidente a partir do acima, a esponja de coldgeno pode
ser produzida por um método, que compreende os estagios de:

- preparar um gel de coldgeno,

- misturar ar no gel de coldgeno, de modo a obter uma
espuma de coldgeno,

- secar a espuma de coldgeno, de modo a obter um bloco
seco de esponja de coldgeno tendo camaras no mesmo,

- 1isolar, a partir do bloco de esponja de coldgeno, partes de
esponja tendo as seguintes propriedades:

- médulo de elasticidade na faixa de 5 a 1 N/cm?,

- densidade na faixa de 1 a 10 mg/cm3,

- didmetro de cadmara maior que 0,75 mm e menor que 4

mm, ou um didmetro de camara médio de, no maximo, 3 mm.
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REIVINDICACOES

1. Suspensdo, caracterizada pelo fato de que compreende

particulas de fibrinogénio humano, particulas de trombina humana e um
alcool, em que o diametro médio de Folk Ward das particulas € 25 - 100 pm.

2. Suspensdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que o diametro médio de Folk Ward das particulas é de 35- 80
pm.
3.Suspensio de acordo com qualquer uma das reivindicagdes |

a 2, caracterizada pelo fato de que compreende adicionalmente aprotinina.

4. Método para preparar uma suspensdo com fibrinogénio
humano e trombina humana, caracterizado pelo fato de que compreende:

- prover uma mistura de fibrinogénio humano e um alcool,

- prover uma mistura de trombina humana e um dlcool,

- misturar a mistura de fibrinogénio e a mistura de trombina,

de modo a obter uma suspensdo contendo particulas de
fibrinogénio humano e trombina humana, em que o didmetro médio de Folk
Ward das particulas é 25-100 pm.

5. Método de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo
fato de que, no estagio de provimento da mistura de fibrinogénio, o
fibrinogénio humano € previamente micronizado, de modo que sejam obtidas
particulas tendo um didmetro médio de Folk Ward de 25- 100 pm.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 4 ou 5, caracterizado
pelo fato de que o fibrinogénio humano previamente micronizado € agitado no
alcool para a obtengdo da referida mistura de fibrinogénio.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4 a
6, caracterizado pelo fato de que, no estigio de provimento da mistura, a
mistura ¢ homogeneizada.

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

fato de que a mistura € homogeneizada em uma temperatura entre 0°C e 12°C.
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9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo
fato de que a mistura ¢ homogeneizada em uma temperatura entre 2°C e 8°C.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado
pelo fato de que a temperatura € reduzida durante a homogeneizagio.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 4
a 10, caracterizado pelo fato de que a suspensdo compreende adicionalmente
aprotinina.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4
a 11, caracterizado pelo fato de que o dlcool € etanol.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
pelo fato de que o etanol é etanol anidro.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4
a 13, caracterizado pelo fato de que o estagio de misturagdo da mistura de
fibrinogénio humano e da mistura de trombina humana é executado enquanto
a suspensdo € mantida sob agitacéo.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado
pelo fato de que a agitagdo é executada em uma temperatura entre 0°C e 12°C.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que a agitagio ¢ executada em uma temperatura entre 2°C e 8°C.

17. Método para revestir um veiculo com uma suspensdo como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de
que o método de revestimento compreende:

- prover a suspensdo de fibrinogénio humano, trombina
humana e um dlcool em um local préximo ao veiculo,

- aplicar a referida suspensdo a uma superficie de
revestimento do veiculo.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado
pelo fato de que o veiculo é um veiculo de colageno.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado
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pelo fato de que o veiculo de colageno € uma esponja de colageno.
20. Método de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado
pelo fato de que a esponja de colageno preenche pelo menos um dos seguintes

critérios:

¥

valor de pH entre 5,0 e 6,0,

teor de acido lactico de, no maximo, 5%,

teor de aménio de, no maximo, 0,5%,

teor de proteina solivel, calculado como o teor de
albumina de, no maximo, 0,5%,

- teor de cinzas de sulfato de, no maximo, 1,0%,

- teor de metal pesado de, no maximo, 20 ppm,

- pureza microbiologica de, no maximo, 10* CFU/ g,

- teor de colageno de 75 a 100%,

- densidade de 1 a 10 mg/cm’,

- médulo de elasticidade na faixa de 5-100 N/ cm®.

21. Método de acordo com a reivindicagio 19 ou 20,
caracterizado pelo fato de que o veiculo é uma esponja de coldgeno, e em que
a esponja de colageno foi derivada a partir de um método, que compreende os
estagios de:

- preparar um gel de colageno,

- misturar o ar no gel de coldgeno, de modo a obter uma
espuma de colageno,

- secar a espuma de coldgeno, de modo a obter um bloco
seco do veiculo tendo cdmaras no mesmo,

- isolar, a partir do bloco de esponja de colageno, partes da
esponja com um didmetro de cdmara maior que 0,75 mm e menor que 4 mm,
ou um didmetro de cdmara médio de, no maximo, 3 mm.

22. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des

17 a 21, caracterizado pelo fato de que o estagio de aplicagdo da suspensdo ao
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veiculo € executada em temperatura ambiente de 0°- 12°C.

23. Método de acordo com a reivindica¢do 22, caracterizado
pelo fato de que o estagio de aplicagdo da suspensdo ao veiculo é executado
em uma temperatura ambiente de 1°- 10°C.

24, Método de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado

pelo fato de que o estdgio de aplicagdo da suspensdo ao veiculo é executado
em uma temperatura ambiente de 2°-8°C.

25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
17 a 24, caracterizado pelo fato de que o estagio de aplicagdo da suspensio ao
veiculo € executado em uma atmosfera ambiente com uma umidade relativa
de 75-99%.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado

pelo fato de que o estdgio de aplicagdo da suspensdo ao veiculo ¢ executado
em uma atmosfera ambiente com uma umidade relativa de 85-95%.

27. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
17 a 26, caracterizado pelo fato de que um volume de 0,08 - 0,12 ml de
suspensdo ¢ aplicado ao veiculo por cm? da superficie de revestimento.

28. Método para secar uma suspensio como definida em
qualquer uma das reivindicagdes | a 3, aplicada como um revestimento umido
sobre uma superficie de revestimento de um veiculo de colageno, o método
caracterizado pelo fato de que compreende o estagio de: submeter o veiculo
revestido a uma pressio abaixo de 1000 mbar, de modo a obter uma superficie
de revestimento seca sobre o veiculo, de modo a fixar o revestimento seco a
superficie de revestimento.

29, Método de acordo com a reivindicagdo 28, caracterizado
pelo fato de que a suspenséo foi obtida por:

- prover uma mistura de fibrinogénio humano e um alcool,

- prover uma mistura de trombina humana e um alcool,

- misturar a mistura de fibrinogénio e a mistura de trombina,
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de modo a obter a referida suspensio,

e em que o veiculo ¢ uma esponja de colageno, que foi
derivada a partir de um método, que compreende os estagios de:

- preparar um gel de colageno,

- misturar ar no gel de coldgeno, de modo a obter uma
espuma de colageno,

- secar a espuma de coldgeno, de modo a obter um bloco
seco de esponja de colageno tendo cdmaras no mesmo,

- 1solar, a partir do bloco de esponja de colageno, partes da
esponja com um didmetro de cAmara maior que 0,75 mm e menor que 4 mm,
ou um didmetro de camara médio de, no maximo, 3 mm,

e em que o revestimento foi aplicado a esponja de colageno
atraves:

- do provimento da suspensdo de fibrinogénio humano,
trombina humana e um alcool em um local préximo a esponja de colageno,

- da aplicagdo da suspensdo a superficie de revestimento da
esponja de coldgeno.

30. Método de acordo com a reivindicagio 28 ou 29,
caracterizado pelo fato de que o veiculo revestido é submetido a referida
pressdo em uma temperatura de 0°C- 12°C.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 30, caracterizado
pelo fato de que o veiculo revestido é submetido a referida pressdo em uma
temperatura de 1°C -10°C.

32. Método de acordo com a reivindicagdo 31, caracterizado
pelo fato de que o veiculo revestido é submetido a referida pressdo em uma
temperatura de 2°C -8°C.

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 32, caracterizado pelo fato de que o veiculo revestido é submetido a

referida pressdo em uma umidade relativa da atmosfera circundante de 75-
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99%.

34. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 33, caracterizado pelo fato de que o veiculo revestido é submetido a
referida pressdo em uma umidade relativa da atmosfera circundante de 85-
95%.

35. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 34, caracterizado pelo fato de que o fluxo de ar passa através do veiculo
revestido durante a secagem.

36. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
30 a 35, caracterizado pelo fato de que o veiculo revestido ¢ mantido na
referida temperatura por um periodo de pelo menos 1 hora.

37. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
30 a 35, caracterizado pelo fato de que o veiculo revestido é mantido na
referida temperatura por um periodo de pelo menos 2 horas.

38. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des
30 a 35, caracterizado pelo fato de que o veiculo revestido € mantido na
referida temperatura por um periodo de pelo menos 4 horas.

39. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 38, caracterizado pelo fato de que a area da superficie de revestimento
seco € de pelo menos 75% do tamanho da area da superficie de revestimento
amido.

40. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des
28 a 38, caracterizado pelo fato de que a drea da superficie de revestimento
seca € pelo menos 80% do tamanho da area da superficie de revestimento
umida.

41. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 40, caracterizado pelo fato de que o veiculo e a superficie de revestimento
seca possuem um teor de dgua que ndo excede a 12% em peso.

42. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes



28 a 40, caracterizado pelo fato de que o veiculo e a superficie de revestimento
seca possuem um teor de agua que ndo excede a 8%, em peso.

43. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 42, caracterizado pelo fato de que a suspensio compreende

adicionalmente aprotinina.
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Processo

Estagio 1
Produgao de revestimento
de suspensio Homogeneizagao

IPC: teor de dgua, massa seca,
teor de trombina
+
Estagio 2
Rev%ﬁmer@dmﬁrasdesponjadeoolégeno
{

——

Estagio 3

Semgemdasﬁrasdeesponiadecoégeni
4

[ Estagio 4

Cortedasﬁrasdeesponjadecolégem:
ProdugZo de folhas TachoComb H

IPC: aparéncia,masgdefolha,pefda
nasewgem,adeténciadoreves_ﬁmenm,
pureza microbiana, teor de trombing _J
4
Estagio 5
Despachar para embalagem
primaria e esterilizagio

—

Estagio 6
Embalagem primaria

Estagio 7
Esterilizagao (Irradiagio)

LIPC: dose de irradiagio
{

]
Estagio 8 J

Embalagem final
{
Produto acabado

FIG.8
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Ingredientes adicionados

etanol absoluto

agua para injegio

preparacgio fibrinogénio humano
preparagio trombono humano
aprotinina

riboflavina

“— tiras de esponja de colageno

embalagem interna: (ldamina de
poliestireno removido profundamente)
«— saco de silicagel,
embalagem externa (lamina ligada por aluminic

—

folheto de embalagem
rétulos auto-adesivos
caixa dobrave]
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1. Ago inoxidavel de alto gray 2. Plastico
volume de descarga: 110 mi volume de descarga: 96 mi

d=46 mm
d=50mm
1}
h1=60mm hM=41mm
ﬂ ﬂ h2=24mm
h2=20,5mm saida: 2,5 mm
h3: Smm

saida: 2,6 mm
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Material Adicionado

Processo

Estagio 1

Fornecimento de tenddes

de cavalo profundamente congelados
Armazenamento dos tenddes a de-18°Ca -25°C
Controles : aparéncia, cinzas, de

gradabilidade por colagenase

\:

Estagio 2
Retirada da pele dos tendGes de cavalo

Armazenamento dos tenddes em pele
ade-18°Ca-25°C

1)

‘Estagio 3

Corte em fatias dos tenddes
de cavalo sem pele
Desinfegédo dos tendées
com etancl a 70%

Lavagem dos tendGes com dgua
ou solugao salina
Congelamento profundo

Corte em fatias

/etanol a 70%

lédgua para injegdo ou solucdo salina

o

Estagio 4

Lavagem e desinfecgdo das fatias de tendio
Lavagem com agua ou solugio salina
Desinfegdo com etanola 70%

Lavagem com &cido lactico a 0,45% em solugio
agua para inje¢do ou solugio salina

etanol a 70%

acido lactico a 0,45% em solucdo

agua para inje¢do ou solugdo salina

etanol a 70%

<

acido lactico a 0,45% em solugdo

i

F1G.10
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Processo ( continuagio)

Estigio 5

Produg3o de gel de colageno
. Embebimento de fatias de tendao

Homogeneizag3o das fatias de tenddo

Material adicionado

' acido lactico a 0,45% em solugdo salina
L

[ écido lactico a 0,45% em solugdo salina

Estagio 6

- Formagdo de espuma

Introdugio de ar no gel de colageno
Fracionamento da espuma
Homogeneizagéo da espuma

ar esteéril
.(_

\

| Estagio 7

Secagem da espuma de colageno
Drenagem da espuma

INH;

Neutralizagio da espuma com NH,
Secagem da espuma

]LPC: peso dos biccos de esponja de colageno secos

i

Estagio 8

Corte dos blocos de esponja de coldgeno em tiras

UPC: peso das tiras de esponja de colageno seca?[

!

v

Estagio 9
Classificagio das tiras de esponja
de colageno de acordo com
Propriedades estruturais

FIG.11
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RESUMO
“SUSPENSAO, METODOS PARA PREPARAR UMA SUSPENSAO COM
FIBRINOGENIO E TROMBINA, PARA REVESTIR UM VEICULO COM
A REFERIDA SUSPENSAO, E PARA SECAR A REFERIDA
SUSPENSAO”

Uma suspensdo de fibrinogénio, trombina, d&lcool e
opcionalmente aprotinina € obtida pela misturacdo e fibrinogénio em alcool
com trombina em 4lcool. A suspensdo contém particulas de fibrinogénio e
trombina com um diametro médio de Folk Ward de 25- 100 um. A trombina
pode ser humana, bovina ou recombinante. O fibrinogénio pode ser humano
ou recombinante. Um método para o revestimento de um veiculo, tal como
uma esponja de coldgeno, com a suspensao, e um método para a secagem do
revestimento é exposto. O veiculo de coldgeno revestido pode ser usando
como uma composicdo absorvivel, pronta para o uso para a colagem de
tecido, vedacdo de tecido e hemostasia, em que o veiculo € revestido com
componentes solidamente fixados de cola de fibrina, isto € fibrinogénio e

trombina.
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