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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METO-
DO PARA PURIFICAR PROTEINAS SELECIONADAS DO GRUPO
CONSISTINDO EM PLASMINOGENIO, ATIVADOR DO PLASMINO-
GENIO TECIDUAL E OUTRA(S) PROTEASE(S), SOLUCAO COM-
PREENDENDO FIBRINOGENIO E/OU FATOR VIIl E/OU VWF, SEU
USO E FORMULACAO FARMACEUTICA".
[0001] A presente invencao refere-se geralmente a um método pa-
ra reduzir o nivel de impurezas em uma solucdo contendo pelo menos
uma proteina terapéutica e as solucées contendo a proteina terapéuti-
ca resultante. Mais especificamente, a um método para reduzir o nivel
de plasminogénio e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou ou-
tra(s) protease(s) em uma matéria-prima que compreende fibrinogénio
elou fator VIII e/ou fator de von Willebrand (VWF). A presente inven-
cao também se refere geralmente as solucdes e formulacdes farma-
céuticas que compreende o fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF recu-
perados por estes métodos, e usos dos mesmos.

ANTECEDENTES
[0002] Os métodos atuais para purificar uma proteina terapéutica
de ocorréncia natural ou recombinante a partir de uma solugao que
compreende a dita proteina geralmente transportam pelo menos algu-
mas impurezas para a preparacao final. Em alguns casos, a presenca
de impurezas, como proteases, ira desestabilizar a proteina terapéuti-
ca em solucao, particularmente, durante o armazenamento. Por este
motivo, muitas proteinas terapéuticas sdo armazenadas como prepa-
racoes liofilizadas ou congeladas.
[0003] Embora niveis desestabilizantes de impurezas possam
afetar muitos tipos diferentes de proteinas terapéuticas, eles sdo par-
ticularmente relevantes para aqueles usados para manter a hemo-
stase. A hemostase é um processo fisioloégico importante que impede

0 sangramento apoés lesao (por exemplo, uma ruptura) aos vasos san-
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guineos. Ha trés mecanismos basicos que promovem a hemostase: (i)
vasoconstricao, (ii) agregacao plaquetaria no sitio de ruptura; e (iii) co-
agulacdo. Durante a coagulacdo, as células endoteliais danificadas

liberam o fator tecidual (fator Il), que, por sua vez, ativa o fator VIl com
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o auxilio de Ca*". O fator XlI, que é liberado pelas plaquetas ativadas,
ativa o fator Xl. O fator VII e o fator XI ativados promovem uma casca-
ta de reacdes enzimaticas que levam a ativacao do fator X. O fator X
ativo (fator Xa), junto com o fator Ill, fator V, Ca**, e fator tromboplasti-
co das plaquetas (PF3), ativam o ativador de protrombina. O ativador
de protrombina converte a protrombina em trombina, que converte o
fibrinogénio (fator I) em fibrina, que formas uma rede inicial sobre o
sitio de lesdo. A rede inicial é entdo convertida em um coagulo de fi-
brina denso pelo fator Xlll, fechando a ruptura até o local ser reparado.
Durante a cascata da coagulacao, a trombina também ir4 ativar o fator
VIII, um pré-cofator de glicoproteina que, na circulacdo, é principal-
mente complexado ao fator de von Willebrand (VWF). O fator VIII inte-
rage com o fator 1Xa para ativar o fator X na presenca de Ca** e fosfo-
lipidios.

[0004] Uma deficiéncia no nivel de qualquer uma ou mais das pro-
teinas envolvidas na coagulacéo, inclusive o fibrinogénio, o fator VIII,
elou o fator de von Willebrand (VWF), quer congénita ou adquirida,
pode levar a coagulacéo insuficiente do sangue e ao risco de hemor-
ragia. As opcdes de tratamento atuais s&o limitadas a administracéo
de uma preparacdo farmacéutica de uma ou mais proteinas terapéuti-
cas, de modo a restaurar os niveis enddégenos das ditas proteinas e
manutencdo da hemostase. Entretanto, as preparacdes farmacéuticas
existentes, que sao tipicamente derivadas de plasma sanguineo doado
ou uma fonte recombinante, compreendem zimogénios e proteases
(por exemplo, protrombina, plasminogénio, ativador do plasminogénio
tecidual (tPA) e/ou outras proteases), que podem desestabilizar as
proteinas terapéuticas, como fibrinogénio, fator VIIl, ou VWF durante o
armazenamento. Como uma consequéncia, estas preparacdoes sao
relativamente instaveis em solucdo aquosa, com armazenamento em

longo prazo limitado as preparacgdes liofilizadas ou congeladas.
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[0005] Para aplicacdes clinicas, o fibrinogénio é tipicamente purifi-
cado a partir do plasma humano, onde ele é responsavel por apenas
cerca de 2 a 5% (1,5 a 4,0 g/L) das proteinas totais do plasma. Tradi-
cionalmente, a purificacdo do fibrinogénio do plasma é executada por
fracionamento classico do plasma, onde o fibrinogénio é crio-
precipitado a partir do plasma seguido de precipitacdo com etanol, sul-
fato de amonio, B alanina/glicina, polimeros (por exemplo, polietileno
glicol) ou solu¢cdes de baixa forca ibnica. Estes métodos podem obter
alto rendimento relativo e homogeneidade. Quando um nivel mais ele-
vado de pureza é necessario, técnicas cromatograficas sdo frequen-
temente empregadas. Entretanto, as técnicas cromatogréficas e de
precipitacdo existentes, que sdo suscetiveis aos processos de fabrica-
¢do em escala comercial, produzem, tipicamente, preparacdes de fi-
brinogénio que compreendem proteinas contaminantes como zimogé-
nios ou proteases (por exemplo, protrombina, ativador do plasminogé-
nio tecidual (tPA) e plasminogénio), que podem destabilizar o fibrino-
génio em solucdo. Por exemplo, quando a protrombina esta presente,
ela pode ser ativada para a serina protease, trombina, que, por sua
vez, ira converter o fibrinogénio em fibrina. De maneira similar, quando
tanto o tPA quanto plasminogénio estdo presentes, o tPA pode ativar o
plasminogénio para sua forma ativa, plasmina, que ira, por sua vez,
hidrolisar o fibrinogénio em fibrina. Como uma consequéncia, as pre-
paracbes de fibrinogénio sdo relativamente instaveis em solucao
aguosa, com armazenamento em longo prazo limitado as preparacfes
liofilizadas ou congeladas.

[0006] Contaminantes especificos podem ser absorvidos; por
exemplo, fibronectina em gelatina imobilizada e plasminogénio em lisi-
na imobilizada (Vuento et al. 1979, Biochem. J., 183(2):331-337). En-
tretanto, o uso de resinas de afinidade especificas ndo € suscetivel

aos processos em escala comercial de grande escala. Os motivos pa-
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ra isto incluem o fato de que as resinas de afinidade em si nao séo su-
ficientemente robustas para serem usadas repetidamente e, geralmen-
te, adicionam tempo e custo de processamento significativos.

[0007] O documento EP1240200 (US6960463) é direcionado a
métodos para purificar fibrinogénio a partir de uma solucdo contendo
fibrinogénio usando cromatografia de troca i6nica (IEX). Em particular,
o0 método envolve aplicar uma solugdo contendo fibrinogénio a uma
matriz de troca ibnica sob condicdes que permitem ao fibrinogénio se
ligar & matriz e, entdo, lavar a matriz de troca idnica com uma solucéo
compreendendo pelo menos um 6mega aminodacido. Isto é feito para
promover a remocao diferencial de plasminogénio da resina. O fibrino-
génio que esta ligado a matriz € entéo eluido da matriz.

[0008] O documento W02012038410 fornece um método para pu-
rificar fibrinogénio usando resinas de troca anidnica, que contém um
suporte de polimero hidroxilado enxertado com aminas terciarias ou
quaterndrias que se ligam ao fibrinogénio.

[0009] O documento EP1519944 ensina o uso de uma matriz de
cromatografia por afinidade a ion metélico imobilizado sob condi¢des
nas quais o fibrinogénio e o plasminogénio se ligam a matriz, e o fibri-
nogénio e o plasminogénio sdo eluidos separadamente, de modo que
a fracao principal de fibrinogénio contenha cerca de 600 ng de plasmi-
nogénio por mg de proteina.

[0010] A presente invencdo fornece um método para reduzir o ni-
vel de plasminogénio e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou ou-
tra(s) protease(s) em uma solugcdo que compreende fibrinogénio e/ou
fator VIII e/ou VWF. A(s) proteina(s) purificada(s) é/sé@o estavel(is) du-
rante 0 armazenamento como preparacdes liquidas e pode(m) ser
usada(s) para aplicacdes clinicas ou veterinarias, incluindo o tratamen-
to ou prevencao de condi¢cdes associadas com uma deficiéncia no ni-

vel da(s) dita(s) proteina(s).
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SUMARIO DA INVENCAO
[0011] Em um aspecto da presente invencao, € apresentado um
método para reduzir o nivel de ao menos uma proteina selecionada do
grupo que consiste em plasminogénio, ativador do plasminogénio teci-
dual e outra(s) protease(s) em uma solugcdo compreendendo pelo me-
nos uma proteina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio,
fator VIII e fator de von Willebrand (VWF), o método compreendendo:
() passar uma matéria-prima que compreende pelo menos
uma proteina selecionada do grupo gque consiste em fibrinogénio, fator
VIl e VWF através de uma resina cromatografica de inducéo de carga
hidrofébica sob condi¢des selecionadas para que pelo menos uma
proteina, selecionada do grupo que consiste em plasminogénio, ativa-
dor do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s), presente na ma-
téria-prima seja ligada a resina; e
(i) recuperar uma solucdo que compreende pelo menos uma
proteina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, fator VIl
e VWF, que passa através da resina, em que a concentracdo de pelo
menos uma proteina selecionada do grupo que consiste em plasmino-
génio, ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) na so-
lucdo é reduzida em pelo menos 50% em comparacdo a matéria-
prima.
[0012] Em outro aspecto da presente invencéo, é apresentado um
método para reduzir o nivel de ao menos uma proteina selecionada do
grupo que consiste em plasminogénio, ativador do plasminogénio teci-
dual e outra(s) protease(s) em uma solugcdo compreendendo pelo me-
nos uma proteina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio,
fator VIII e fator de von Willebrand (VWF), o método compreendendo:
() passar uma matéria-prima que compreende pelo menos

uma proteina selecionada do grupo gque consiste em fibrinogénio, fator
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VIl e VWF através de uma resina cromatografica de inducéo de carga
hidrofébica;

(i) recuperar uma solugdo que compreende pelo menos uma
proteina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, fator VIl
e VWF, que passa através da primeira resina cromatografica de indu-
cao de carga hidrofébica;

(i) passar a solucdo que é recuperada na etapa (ii) através de
uma segunda resina cromatografica de inducao de carga hidrofobica; e
(iv) recuperar a solugcado que compreende pelo menos uma pro-
teina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, fator VIII e
VWF, que passa através da segunda resina cromatografica de inducdo
de carga hidrofébica;

em que as condicbes das etapas cromatograficas sao tais que pelo
menos uma proteina selecionada do grupo que consiste em plasmino-
génio, ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) pre-
sentes na matéria-prima € ligada a primeira e/ou a segunda resina, e
em que a concentracdo de pelo menos uma proteina selecionada do
grupo que consiste em plasminogénio, ativador do plasminogénio teci-
dual e outra(s) protease(s) na solucdo que € recuperada na etapa (iv)
é reduzida em pelo menos 50% em comparacao a matéria-prima.
[0013] Em outro aspecto, é fornecida uma solucdo compreendendo
pelo menos uma proteina selecionada do grupo que consiste em fibri-
nogénio, fator VIIl e VWF recuperado pelo método da presente inven-
¢ao, conforme aqui descrita.

[0014] Em outro aspecto, é fornecido um frasco contendo pelo me-
nos 5 mL de uma solucdo de fibrinogénio estavel farmaceuticamente
aceitavel, em que a concentracdo de fibrinogénio é pelo menos 20
mg/mL.

[0015] Em outro aspecto, € fornecida uma formulacao farmacéutica

compreendendo uma solucdo compreendendo pelo menos uma prote-
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ina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, fator VIl e
VWF recuperado pelo método da presente invencdo, conforme aqui
descrito, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[0016] Em outro aspecto da presente invencao, é fornecida uma
solucdo compreendendo:

(@) pelo menos 75% de proteina total de fibrinogénio;

(b) menos de 50 pg/mg de proteina total de ativador do plasmi-
nogeénio tecidual; e/ou

(©) menos de 1 mg/mg de proteina total de plasminogénio.
[0017] Em outro aspecto da presente invencao, é fornecida uma
solucdo compreendendo:

(@) pelo menos 90% de proteina total de fibrinogénio;

(b) menos de 50 pg/mg de proteina total de ativador do plasmino-
génio tecidual; e/ou

(c) menos de 150 ng/mg de proteina total de plasminogénio.

[0018] Em outro aspecto da presente invencao, é fornecida uma
solucdo compreendendo:

(@) pelo menos 90% de proteina total de fibrinogénio;

(b) menos de 20 pg/mg de proteina total de ativador do plasmino-
génio tecidual; e/ou

(c) menos de 10 ng/mg de proteina total de plasminogénio.

[0019] Em outro aspecto, € apresentado um método para tratar ou
prevenir uma condi¢cdo associada com deficiéncia de fibrinogénio, o
método compreendendo a administracdo a um individuo que necessite
da solugcao ou formulagéo farmacéutica da presente invengao, confor-
me aqui descrito.

[0020] Em outro aspecto, é fornecido o uso da solucao da presen-
te invencgao, conforme aqui descrita, na fabricagcdo de um medicamen-
to para tratar ou prevenir uma condi¢cao associada com deficiéncia de

fibrinogénio.
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[0021] Em outro aspecto, é fornecida uma cola de fibrina compre-
endendo a solucéo da presente invencao, conforme aqui descrito.
[0022] Em outro aspecto, é apresentado um método de produzir
uma solucdo de fibrinogénio liquida e estavel, o método compreen-
dendo:

0] passar uma matéria-prima compreendendo fibrinogénio
através de uma resina cromatografica de inducao de carga hidrofébica
sob condicbes selecionadas de modo que pelo menos uma proteina
selecionada do grupo que consiste em plasminogénio, ativador do
plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) presentes na matéria-
prima é ligada a resina; e

(i) recuperar uma solucdo compreendendo fibrinogénio, que
passagens através da resina, em que a concentracdo de pelo menos
uma proteina selecionada do grupo que consiste em plasminogénio,
ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) na solucéo é
reduzida em pelo menos 50% em comparagdo com a matéria-prima.
[0023] Em outro aspecto, é apresentado um método de produzir
uma solucdo de fibrinogénio liquida e estavel, o método compreen-
dendo:

0] passar uma matéria-prima compreendendo fibrinogénio
através de uma primeira resina cromatografica de inducdo de carga
hidrofébica;

(i) recuperar uma solucdo que compreende fibrinogénio que
passa através da primeira resina cromatografica de inducédo de carga
hidrofébica;

(i) passar a solucdo que é recuperada na etapa (ii) através de
uma segunda resina cromatografica de inducao de carga hidrofobica; e
(iv) recuperar uma solucao que compreende fibrinogénio que
passa através da segunda resina cromatografica de inducdo de carga
hidrofébica;
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em que as condicbes das etapas cromatograficas sao tais que pelo
menos uma proteina selecionada do grupo que consiste em plasmino-
génio, ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) pre-
sente na matéria-prima € ligada a primeira e/ou a segunda resina, e
em que a concentracdo de pelo menos uma proteina selecionada do
grupo que consiste em plasminogénio, ativador do plasminogénio teci-
dual e outra(s) protease(s) na solucdo que é recuperada na etapa (iv)
é reduzida em pelo menos 50% em comparacdo a matéria-prima.
[0024] Em outro aspecto da presente invencéo, é apresentado um
método para purificar fibrinogénio, o método compreendendo as eta-
pas de:

() passar uma solucdo compreendendo fibrinogénio através
de uma resina cromatogréfica de troca ibnica sob condi¢cdes selecio-

nadas para que o monémero de fibrinogénio seja ligado a resina;

(i) eluir o monoémero de fibrinogénio da resina com um tampao
de eluicao; e
(i) filtrar o monémero de fibrinogénio eluido da etapa (ii) atra-

vés de um filtro que tem um tamanho de poro na faixa de cerca de 15
nm a cerca de 35 nm.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0025] A figura 1 mostra a porcentagem de recuperacéao de fibri-
nogénio, plasminogénio e t-PA de uma solucéo de fibrinogénio ao lon-
go de um intervalo de niveis de pH, quando a solucdo é passada atra-
vés de HEA Hypercel™ em modo negativo com relacéo ao fibrinogé-
nio. As barras dentro de cada grupo representam (da esquerda para a
direita): recuperacao de fibrinogénio, recuperacao de plasminogénio e
recuperacao de t-PA.

[0026] A figura 2 mostra a porcentagem de recuperacéao de fibri-
nogénio, plasminogénio, t-PA, e fator Il a partir de uma solucao de fi-

brinogénio ao longo de um intervalo de niveis de pH, quando a solucéo
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é passada através de PPA Hypercel™ em modo negativo com relacéo
ao fibrinogénio. As barras dentro de cada grupo representam (da es-
guerda para a direita): recuperacao de fibrinogénio, recuperacao de
plasminogénio, recuperacao de t-PA e fator Il

[0027] A figura 3 mostra a porcentagem de recuperacéao de fibri-
nogénio, plasminogénio, t-PA, e fator Il a partir de uma solucéo de fi-
brinogénio ao longo de um intervalo de niveis de pH, quando a solucéo

é passada através de MEP Hypercel™

em modo negativo com relagao
ao fibrinogénio. As barras dentro de cada grupo representam (da es-
guerda para a direita): recuperacao de fibrinogénio, recuperacao de
plasminogénio, recuperacao de t-PA e fator Il

[0028] A figura 4a mostra a porcentagem de recuperacao de fibri-
nogénio, plasminogénio, t-PA e fator Il de uma solugcao contendo fibri-
nogénio ao longo de um intervalo de niveis de pH, quando a solucao é

passada através de HEA Hypercel™

em modo negativo com relagéo
ao fibrinogénio. As barras dentro de cada grupo representam (da es-
guerda para a direita): recuperacao de fibrinogénio, recuperacao de
plasminogénio, recuperacgao de t-PA e recuperacéao de fator Il.

[0029] A figura 4b mostra a estabilidade da solugao contendo fi-
brinogénio recuperada da gota através da fracdo da coluna HEA

Hypercel™

(figura 4a) ao longo de 6 dias a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 C), conforme medido pelo % de proteina coa-
gulavel inicial. As barras dentro de cada grupo representam (da es-
guerda para a direita): T = 1 dia, T = 3 dias, T = 6 dias.

[0030] A figura 4c mostra a estabilidade da solucéo contendo fi-
brinogénio recuperada da gota através da fracdo da coluna HEA
Hypercel™ (figura 4a) ao longo de 6 dias a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 C), conforme medido pelo % de proteina coa-
gulavel. As barras dentro de cada grupo representam (da esquerda

para a direita): T=1, T = 3 dias, T = 6 dias.
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[0031] A figura 5 mostra a porcentagem de recuperagao do pro-
cesso para fibrinogénio, t-PA, plasminogénio e fator Il em fracbes deri-
vadas de um método de acordo com uma modalidade da presente in-
vencao, a partir do crioprecipitado do plasma através do produto eluido
em MacroPrep™-HQ. As barras dentro de cada grupo representam (da
esquerda para a direita): fibrinogénio, fibronectina, plasminogénio, t-PA
e fator Il.
[0032] A figura 6 mostra a pureza do fibrinogénio monomérico que
foi recuperado da resina cromatografica MacroPrep'™-HQ, conforme
medido por um cromatograma de HPLC de exclusdo de tamanho ana-
litica.
[0033] A figura 7 mostra a capacidade de filtracdo do fibrinogénio
recuperado da resina cromatografica MacroPrep™-HQ usando tam-
poes de eluicdo com diferentes condutividades (NaCl 190mM, 21,5
mS/cm (losangos);NaCl 200mM, 22,5 mS/cm (quadrados); NaCl
210mM, 23,5 mS/cm (triangulos); 1% (p/p) de arginina/NaCl 200mM,
25 mS/cm (cruz)).
[0034] A figura 8 mostra a atividade do fibrinogénio como uma
porcentagem da atividade inicial de fibrinogénio a t=0 de fibrinogénio
liquido recuperado da resina cromatografica MacroPrep™-HQ que é
armazenada a 2 a 8°C (losangos) durante um periodo de 9 semanas
ou 30°C (quadrados) durante um periodo de 7 semanas.

DESCRICAO DETALHADA
[0035] Ao longo do relatério descritivo, a menos que o0 contexto
exija de outro modo, a palavra "compreendem" ou variacbes como
"compreende” ou "compreendendo” deverao ser compreendidas para
implicar a inclusdo de um elemento ou ndmero inteiro ou grupo de
elementos ou numeros inteiros indicados, mas ndo a exclusdo de
qualquer outro elemento ou nimero inteiro ou grupo de elementos ou

ndmeros inteiros.
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[0036] A referéncia neste relatorio descritivo a qualquer publicagéo
anterior (ou informacfes derivadas dela), ou a qualquer matéria co-
nhecida, ndo é, e ndo deve ser considerada um reconhecimento ou
admissao ou qualquer forma de sugestao de que esta publicacédo ante-
rior (ou informacdes derivadas dela) ou matéria conhecida faz parte do
conhecimento geral comum no campo de trabalho ao qual este relaté-
rio descritivo se refere.

[0037] Deve ser observado que, conforme usado no presente rela-

tério descritivo, as formas no singular “o,” “a”, “um”, "uma" incluem re-
feréncias no plural a menos que o contexto claramente determine de
outro modo. Desta forma, por exemplo, referéncia a "uma formulagao"
inclui uma unica formulacao, assim como duas ou mais formulacgdes.

[0038] Na auséncia de qualquer indicacdo em contrario, referéncia
feita a um teor "%" ao longo deste relatorio descritivo deve ser tida
como significando % p/p (peso/peso). Por exemplo, uma solu¢cdo com-
preendendo pelo menos 80% de proteina total de fibrinogénio significa
uma solugcao compreendendo fibrinogénio a uma concentracéao de pelo
menos 80% p/p de proteina total. Isto pode ser calculado, por exem-
plo, pela divisdo da quantidade de fibrinogénio derivada do ensaio de
proteina coagulavel pela quantidade de proteina total derivada de um
ensaio de proteina padrdo (por exemplo, Biuret) e multiplicacdo por
100. No ensaio de proteina coagulavel, a trombina é adicionada a uma
tomar amostras para formar um coagulo, que € guase todo de fibrina.
O coagulo pode ser separado do sobrenadante contendo proteinas
ndo coagulaveis por centrifugacdo. Subsequentemente, o coagulo é
lavado e dissolvido por ureia alcalina ou outras substancias e a con-
centracao de proteina é determinada por espectrofotometria. Uma vez
gue a maior parte do coagulo é de fibrina, a concentracdo de proteina
sera equivalente a concentracado de fibrinogénio. Portanto, a quantida-

de de proteina coaguldvel em uma amostra é equivalente a diferenca



13/69

entre a proteina total e o componente de proteina ndo coagulavel da
amostra.

[0039] A purificacdo de fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF de
uma matéria-prima (por exemplo, plasma ou sobrenadante de cultura
celular) é tipicamente executada por fracionamento convencional, on-
de o fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF é precipitado da solucdo
usando, por exemplo, etanol, sulfato de amoénio, B alanina/glicina, po-
limeros (por exemplo, polietileno glicol) e/ou solu¢des de baixa forca
ibnica. Os métodos de purificacdo de plasma atuais que empregam
diferentes etapas cromatogréaficas podem alcancar alto rendimento re-
lativo e preparacdes homogéneas de uma proteina de interesse. En-
tretanto, estes métodos resultam, tipicamente, em preparacdes com-
preendendo quantidades residuais de impurezas que podem nao ser
adequadas para a formulacdo de uma preparacao liquida estavel para
aplicacdes clinicas. Impurezas como protrombina, ativador do plasmi-
nogénio tecidual (tPA) e plasminogénio sao particularmente problema-
ticas, uma vez que niveis desestabilizantes destas impurezas podem
hidrolisar o fibrinogénio em solucdo aquosa, tornando, entéao, o fibrino-
génio instavel, particularmente durante a fabricacdo e/ou armazena-
mento em longo prazo.

[0040] A presente invencao se baseia, pelo menos em parte, no
achado de que passar uma matéria-prima compreendendo fibrinogénio
el/ou fator VIII e/ou VWF através de uma resina cromatografica de in-
ducéo de carga hidrofébica (HCIC) e recuperar a solucdo compreen-
dendo fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou VWF que passa através da resi-
na é uma alternativa eficaz aos processos de purificacdo existentes
para reduzir o nivel desestabilizante de plasminogénio e/ou ativador do
plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na solucgao.

[0041] Desta forma, em um aspecto da presente invencgao, é apre-

sentado um método para reduzir o nivel de ao menos uma proteina
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selecionada do grupo que consiste em plasminogénio, ativador do
plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) em uma solucdo com-
preendendo pelo menos uma proteina selecionada do grupo que con-
siste em fibrinogénio, fator VIII e fator de von Willebrand (VWF), o mé-
todo compreendendo:

() passar uma matéria-prima que compreende pelo menos
uma proteina selecionada do grupo gque consiste em fibrinogénio, fator
VIl e VWF através de uma resina cromatografica de inducéo de carga
hidrofébica sob condi¢des selecionadas para que pelo menos uma
proteina, selecionada do grupo que consiste em plasminogénio, ativa-
dor do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s), presente na ma-
téria-prima seja ligada a resina; e

(i) recuperar uma solugcdo que compreende pelo menos uma
proteina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, fator VIl
e VWF, que passa através da resina, em que a concentracdo de pelo
menos uma proteina selecionada do grupo que consiste em plasmino-
génio, ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) na so-
lucdo é reduzida em pelo menos 50% em comparacdo a matéria-
prima.

[0042] Em uma modalidade, a concentracdo do plasminogénio
e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na
solugao recuperada compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou
VWEF é reduzida em pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos
80%, ou pelo menos 90% ou pelo menos 95% ou pelo menos 98% em
comparacao a matéria-prima.

[0043] Em outro aspecto, é apresentado um método de produzir
uma solucdo de fibrinogénio liquida e estavel, o método compreen-
dendo:

0] passar uma matéria-prima compreendendo fibrinogénio

através de uma resina cromatografica de inducao de carga hidrofébica
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sob condicfes selecionadas de modo que pelo menos uma proteina
selecionada do grupo que consiste em plasminogénio, ativador do
plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) presentes na matéria-
prima é ligada a resina; e

(i) recuperar uma solucdo compreendendo fibrinogénio, que
passagens através da resina, em que a concentracdo de pelo menos
uma proteina selecionada do grupo que consiste em plasminogénio,
ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) na solucéo €
reduzida em pelo menos 50% em comparagdo com a matéria-prima.
[0044] Em uma modalidade, a concentracdao do plasminogénio
e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na
solucéo recuperada compreendendo fibrinogénio é reduzida em pelo
menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, ou pelo menos 90%
ou pelo menos 95% ou pelo menos 98% em comparacdo a matéria-
prima.

[0045] Os processos cromatograficos empregam, tipicamente, um
suporte solido, também chamado de forma intercambiavel na presente
invencdo de resina ou matriz. Os suportes solidos adequados seriam
familiares aos versados na técnica. Exemplos incluem veiculos inorga-
nicos, como vidro e gel de silica, veiculos organicos, sintéticos ou de
ocorréncia natural, como agarose, celulose, dextrano, poliamida, polia-
crilamidas, copolimeros de vinila de acrilatos bifuncionais, e varios
mondmeros hidroxilados, e similares. Os veiculos comercialmente dis-
poniveis sdo vendidos com os nomes de resinas Sephadex™, Sepha-

rose™, Hypercel™, Capto™, Fractogel™, MacroPrep™, Unosphere™,

|TM bTM

GigaCap™, Trisacryl™, Ultrogel™, Dynospheres™, Macrosor

XAD™,

e

[0046] As etapas de cromatografia serdao geralmente executadas
sob condi¢cbes ndo desnaturantes e a temperaturas convenientes na

faixa de cerca de 10°C a 30°C, mais geralmente a cerca de temperatu-
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ras ambientes. As etapas cromatograficas podem ser feitas por lote ou
continuamente, conforme for conveniente. Qualquer método conveni-
ente de separacédo pode ser empregado, como coluna, centrifugacéo,
filtracdo, decantacéo, ou similares.

[0047] A cromatografia de inducdo de carga hidrofébica (HCIC)
gue também é frequentemente chamada de modo misto, ou cromato-
grafia multimodal, sera familiar aos versados na técnica. A HCIC usa
porcdes de ligacdo fixadas a um suporte solido, sendo que as porc¢des
de ligacdo podem ter especificidade para uma ou mais proteinas que,
de acordo com os métodos da presente invencao, representam impu-
rezas na matéria-prima (por exemplo, zimogénios e proteases, como
protrombina, tPA e plasminogénio).

[0048] Qualquer resina de HCIC adequada conhecida dos versado
na técnica pode ser usada. Em uma modalidade, a resina de HCIC
compreende um ligante selecionado do grupo que consiste em mer-
captoetilpiridina (4-mercaptoetilpiridina, por exemplo, MEP Hyper-
cel™), n-hexilamina (por exemplo, HEA Hypercel™) e fenilpropilamina
(por exemplo, PPA Hypercel™). Em uma modalidade, a resina de
HCIC compreende n-hexilamina.

[0049] Os ligantes de HCIC como HEA, MEP e PPA tém uma van-
tagem de que eles permitem a separacdo com base na hidrofobicidade
de superficie das proteinas, mas nao exigem a adicdo de sais liotropi-
cos frequentemente vistos em outros processos para a purificacado do
fibrinogénio usando cromatografia hidrofébica (por exemplo, cromato-
grafia de interacdo hidrofébica; HIC). Ao contrario da cromatografia de
interacdo hidrofdbica tradicional, a HCIC é controlada com base no pH,
ao invés da concentracdo de sal. As resinas de HCIC também forne-
cem alta capacidade de ligacdo e altas taxas de fluxo, ideais pa-
ra purificacdo em escala laboratorial e industrial.

[0050] As resinas de HCIC sao frequentemente empacotadas em
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colunas com alturas de leito de cerca de 2 cm a cerca de 40 cm. Em
escala industrial, as alturas dos leitos sdo geralmente de pelo menos
10 cm e estao tipicamente na faixa de cerca de 15 cm a 25 cm. Os di-
ametros de coluna das colunas industriais podem situar-se na faixa de
20 cm até cerca de 1,5m. Estas colunas sdo operadas a taxas de fluxo
de acordo com as instrucdes de fabricacado da resina de HCIC com
taxas de fluxo no intervalo tipico de 50 a 100 cm/h. A limitacdo superi-
or da taxa de fluxo € em parte, causada pelas restricbes de presséo da
resina de HCIC. Para a resina de HEA, por exemplo, o limite superior
de pressao de operacao é < 3 bar (< 300 kPa). As capacidades de li-
gacao dinamica tipicas (10% de penetracdo de uma proteina de liga-
cao) para resinas de HCIC sao de cerca de 20 a 30 mg de proteina
ligada por mL de resina. Para a presente invencéo, isto permite que
guantidades relativas grandes de proteina sejam carregadas na coluna
de HCIC ja que as proteinas abundantes, como fibrinogénio, podem
passar através da coluna, enquanto proteinas menos abundantes, co-
mo plasminogénio e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou ou-
tra(s) protease(s) se ligam a resina de HCIC. Isto é vantajoso para fa-
bricacdo em escala industrial ja que colunas com menor tamanho e/ou
menos ciclos de coluna sdo necessarios para 0 processamento de um
lote.

[0051] Os presentes inventores observaram que o pH da solucéo
ou matéria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIIl e/ou VWF
gue é passada através da resina de HCIC de acordo com 0os métodos
da presente invencéo pode ser ajustado para controlar a recuperacao
do fibrinogénio e/ou fator VIIl e/ou VWF e a remocdo de impurezas.
Desta forma, em uma modalidade aqui apresentada, a solucdo ou ma-
téria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF que é
passada através da resina de HCIC tem um pH de cerca de 6,0 a cer-

ca de 9,5. Em modalidades particulares, a solucdo ou matéria-prima
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compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou VWF é passada atra-
vés da resina de HCIC, de preferéncia, a um pH de cerca de 4,0; 5,0;
5,25; 5,5; 5,75; 6,0; 6,25; 6,5; 6,75, 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5;
8,75; 9,0; 9,25; 9,5 ou 10,0. Em uma modalidade particular, a solugao
ou matéria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIIl e/ou VWF
gue é passada através da resina de HCIC tem um pH de cerca de 7,0.
Em modalidades particulares, a resina de HCIC € equilibrada antes do
carregamento da solucdo ou matéria-prima a um pH de cerca de 4,0;
5,0; 5,25; 5,5; 5,75; 6,0; 6,25; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25;
8,5; 8,75; 9,0; 9,25; 9,5 ou 10,0.

[0052] O método da presente invencao pode, também, empregar o
uso de mais de uma etapa de cromatografia adicional para remover
impurezas adicionais, se necessario, e desta forma, aprimorar a pure-
za da preparacao final. Etapas de purificacdo cromatogréfica adicio-
nais podem ser implementadas antes ou apés a purificagdo do fibrino-
génio e/ou fator VIII e/lou VWF através da resina de HCIC de acordo
com a presente invencao. Por exemplo, a solucdo compreendendo fi-
brinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF que € recuperada da resina de
HCIC na etapa (ii) pode ser passada através de uma outra resina cro-
matografica.

[0053] As etapas de purificacdo cromatografica adicionais podem
empregar uma outra resina de HCIC. Desta forma, em outro aspecto
da presente invencao, é apresentado um método para reduzir o nivel
de ao menos uma proteina selecionada do grupo que consiste em
plasminogénio, ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) pro-
tease(s) em uma solu¢cdo compreendendo pelo menos uma proteina
selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, fator VlIl e fator de
von Willebrand (VWF), o método compreendendo:

() passar uma matéria-prima que compreende pelo menos

uma proteina selecionada do grupo gque consiste em fibrinogénio, fator
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VIl e VWF através de uma resina cromatografica de inducéo de carga
hidrofébica;

(i) recuperar uma solugdo que compreende pelo menos uma
proteina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, fator VIl
e VWF, que passa através da primeira resina cromatografica de indu-
cao de carga hidrofébica;

(i) passar a solucdo que é recuperada na etapa (ii) através de
uma segunda resina cromatografica de inducao de carga hidrofobica; e
(iv) recuperar a solugcado que compreende pelo menos uma pro-
teina selecionada do grupo que consiste em fibrinogénio, fator VIII e
VWF, que passa através da segunda resina cromatografica de inducdo
de carga hidrofébica;

em que as condicbes das etapas cromatograficas sao tais que pelo
menos uma proteina selecionada do grupo que consiste em plasmino-
génio, ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) pre-
sente na matéria-prima € ligada a primeira e/ou a segunda resina, e
em que a concentracdo de pelo menos uma proteina selecionada do
grupo que consiste em plasminogénio, ativador do plasminogénio teci-
dual e outra(s) protease(s) na solucdo que € recuperada na etapa (iv)
é reduzida em pelo menos 50% em comparacao a matéria-prima.
[0054] Em uma modalidade, a concentracdao do plasminogénio
e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na
solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/lou VWF que é
recuperada na etapa (iv) é reduzida em pelo menos 60%, em pelo me-
nos 70%, em pelo menos 80%, ou em pelo menos 90% ou em pelo
menos 95% ou em pelo menos 98% em comparacdo com a matéria-
prima.

[0055] Em outro aspecto, é apresentado um método de produzir
uma solucdo de fibrinogénio liquida e estavel, o método compreen-

dendo:
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() passar uma matéria-prima compreendendo fibrinogénio
através de uma primeira resina cromatografica de inducdo de carga
hidrofébica;

(i) recuperar uma solucdo que compreende fibrinogénio que
passa através da primeira resina cromatografica de inducédo de carga
hidrofébica;

(i) passar a solucdo que é recuperada na etapa (ii) através de
uma segunda resina cromatografica de inducao de carga hidrofobica; e
(iv) recuperar uma solucdao que compreende fibrinogénio que
passa através da segunda resina cromatografica de inducdo de carga
hidrofobica;

em que as condicbes das etapas cromatograficas sao tais que pelo
menos uma proteina selecionada do grupo que consiste em plasmino-
génio, ativador do plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) pre-
sente na matéria-prima € ligada a primeira e/ou a segunda resina, e
em que a concentracdo de pelo menos uma proteina selecionada do
grupo que consiste em plasminogénio, ativador do plasminogénio teci-
dual e outra(s) protease(s) na solucdo que € recuperada na etapa (iv)
é reduzida em pelo menos 50% em comparacao a matéria-prima.
[0056] Em uma modalidade, a concentracdo do plasminogénio
e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na
solucdo compreendendo fibrinogénio que é recuperada na etapa (iv) é
reduzida em pelo menos 60%, em pelo menos 70%, em pelo menos
80%, ou em pelo menos 90% ou em pelo menos 95% ou em pelo me-
nos 98% em comparacdo com a matéria-prima.

[0057] Em uma modalidade aqui apresentada, a segunda resina
de HCIC é diferente da primeira resina de HCIC. Em outra modalidade
aqui apresentada, a primeira e a segunda resinas cromatograficas de
inducdo de carga hidrofébica séo iguais. Quando a solucdo que com-

preende fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF que é recuperada da re-
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sina de HCIC na etapa (ii) é passada através da mesma resina de
HCIC, pode ser desejavel lavar a resina de HCIC apéds a etapa (ii) e
antes de passar a solucdo recuperada através da resina de HCIC na
etapa (iii) novamente, de modo a remover quaisquer impurezas que
podem estar ligadas a resina.

[0058] A resina cromatogréafica adicional pode, também, ser uma
resina cromatografica de troca de anion. Em cromatografia de troca de
anion, moléculas negativamente carregadas sao atraidas para um su-
porte sélido carregado positivamente. Um suporte solido carregado
positivamente pode ser preparado por quaisquer meios conhecidos
dos versados na técnica e geralmente envolvera a ligagcdo covalente
de um ligante funcional carregado negativamente sobre um suporte
sélido. Os ligantes funcionais carregados negativamente adequados
dependerdo invariavelmente da molécula a ser separada da solugéo.
Exemplos de resinas de troca anionica adequadas sdo aquelas com-
preendendo um grupo de amina quaternaria funcional (Q) e/ou um
grupo de amina terciaria (DEAE), ou um grupo de dietilaminopropila
(ANX). As matrizes de cromatografia de troca de anion comercialmen-
te disponiveis incluem, mas n&o se limitam a, DEAE celulose, Poros™
Pl 20, Pl 50, HQ 10, HQ 20, HQ 50, D 50 obtidas junto a Applied
Biosystems, MonoQ™, MiniQ™, Source™ 15Q e 30Q, Q, DEAE e
ANX Sepharose Fast Flow™, Q Sepharose high Performance™, QAE
SEPHADEX™ e FAST Q SEPHAROSE™ obtidas junto a GE Heal-
thcare, WP PEI™, WP DEAM™, WP QUAT™ obtidas junto & J.T. Ba-
ker, Hydrocel™ DEAE e Hydrocell™ QA obtidas junto & Biochrom
Labs Inc., UNOsphere™ Q, Macro-Prep™ DEAE e Macro-Prep™ High
Q obtidas junto & Biorad, Ceramic HyperD™ Q, Ceramic HyperD™
DEAE, Q Hyperz™, Trisacryl™ M e LS™ DEAE, Spherodex™ LS
DEAE, QMA Spherosil™ LS, QMA Spherosil™ M obtidas junto a Pall

Technologies, matriz ani6nica de base forte e rede fina DOWEX™ tipo
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| e tipo Il e &nion de base fraca DOWEX™ MONOSPHER E 77 obtidas
junto & Dow Liquid Separations, Matrex Cellufine™ A200, A500, Q500,
e Q800, obtidas junto a Millipore, Fractogel™ EMD TMAE; Fractogel™
EMD DEAE e Fractogel™ EMD DMAE obtidas junto & EMD, trocado-
res de anions fracos e fortes Amberlite™ tipos | e Il, trocadores de
anions fracos e fortes DOWEX™ tipos | e Il, trocadores de anions fra-
cos e fortes Diaion™ tipos | e II, Duolite™ obtidos junto & Sigma- Al-
drich, TSK™ gel Q e DEAE 5PW e 5PW-HR, Toyopearl™ SuperQ-
650S, 650M e 650C; QAE-- 26 - 550C e 650S, DEAE- 650M e 650C
obtidas junto & Tosoh, e QA52™, DE23™, DE32™, DE51™, DE52™,
DE53™, Express-lon™ D e Express-lon™ Q obtidas junto & Whatman.
[0059] Se desejavel, uma membrana de cromatografia de troca de
anion pode ser usada ao invés de uma matriz de cromatografia de tro-
ca de anion. As membranas de troca de anion comercialmente dispo-

niveis incluem, mas ndo se limitam a, Sartobind™

Q obtida junto a
Sartorius, Mustang™ Q obtida junto & Pall Technologies e membrana
Intercept™ Q obtida junto & Millipore.

[0060] Em uma modalidade aqui apresentada, a resina de troca de
anions é uma resina de troca de anions forte. Em outra modalidade
aqui apresentada, a resina de troca de anions forte compreende um
ligante funcional de amina quaternaria (por exemplo, -N*(CHs); con-
forme visto, por exemplo, em MacroPrep™-HQ; Bio-Rad Laboratories).
Em ainda outra modalidade, a resina de troca de anions é grupos de
trimetilamina enxertados a um polimero metacrilico hidroxilado atraves
de um grupo de ligacdo como GigaCap Q-650M°®.

[0061] Em uma modalidade, a cromatografia de troca de anion é
feita em modo positivo com relacdo ao fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou
VWEF. Ou seja, as condi¢cbes usadas sao tais que, quando a solucao
ou matéria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIIl e/ou VWF

€ passada através da resina cromatografica de troca de anion, o fibri-
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nogénio e/ou fator VIII e/ou VWF se liga aos grupos funcionais carre-
gados positivamente ligados a resina, permitindo que impurezas na
solucdo passem através da resina na fracdo do fluxo de passagem
("escoamento (drop-through™), onde elas podem ser descartadas ou
recuperadas para outros propdésitos. Quando a fracdo de escoamento
passa através da resina, a resina cromatografica de troca de anions
pode ser lavada com um tampéao de lavagem adequado conhecido dos
versados na técnica. Os constituintes do tampdo de lavagem e as
condicbes da etapa de lavagem seréo tipicamente selecionados para
reter o fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF ligado a resina durante a
etapa de lavagem. O versado na técnica também reconhecera que re-
feréncia ao tampéao de lavagem, tampéao de eluicdo ou similar em rela-
cado a cromatografia pode incluir solu¢des que tém pouca ou nenhuma
capacidade de tamponamento.

[0062] Em uma modalidade aqui apresentada, antes de eluir o fi-
brinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF da resina cromatografica de troca
de anion, a resina é lavada com uma solucédo de lavagem que com-
preende acido épsilon-aminocaproico (e-ACA). A adicdo de ¢-ACA ao
tampdo de lavagem pode promover a eluicdo de proteases (como
plasminogénio) que podem ser ligadas a resina cromatografica de tro-
ca de anions durante a primeira passagem. Um exemplo de uma etapa
de lavagem adequada é descrita na Patente US 6.960.463.

[0063] Para eluir o fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF que per-
manece ligado a resina cromatogréfica de troca de anion, qualquer
tampéao de eluicdo adequado conhecido dos versados na técnica pode
ser usado. Para a remocéao de plasminogénio e/ou t-PA e/ou outra(s)
protease(s) de uma solucdo compreendendo fibrinogénio, os presen-
tes inventores observaram que um tampé&o de eluicdo compreendendo
de cerca de 150mM a cerca de 300mM de NaCl permite aos mondme-

ros de fibrinogénio serem eluidos da resina de troca de anion, enquan-
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to minimizam a eluicdo dos agregados de fibrinogénio e/ou outras pro-
teinas (por exemplo, fator VIII, VWF, fibronectina ou proteases) que
também podem estar ligados a resina. Desta forma, em uma modali-
dade aqui apresentada, o fibrinogénio é eluido da resina de troca de
anions com um tampéo de eluicdo que compreende de cerca de
150mM a cerca de 300mM de NacCl. Isto corresponde a um tampéao de
eluicdo tendo um intervalo de condutividade de cerca de 18mS/cm
(NaCl 150 mM) a cerca de 32mS/cm (NaCl 300 mM).

[0064] Em outra modalidade, o fibrinogénio € eluido da resina de
troca de anions com um tampao de eluicdo que compreende de cerca
de 150 mM a cerca de 270 mM de NacCl. Isto corresponde a um tam-
pao de eluicdo tendo um intervalo de condutividade de cerca de 18
mS/cm (NaCl 150mM) a cerca de 29 mS/cm (NaCl 270 mM).

[0065] Em outra modalidade, o fibrinogénio € eluido da resina de
troca de anions com um tampao de eluicdo que compreende de cerca
de 170 mM a cerca de 230 mM de NacCl. Isto corresponde a um tam-
pao de eluicdo tendo um intervalo de condutividade de cerca de 19
mS/cm (NaCl 170 mM) a cerca de 25 mS/cm (NaCl 230 mM).

[0066] Em outra modalidade, o fibrinogénio € eluido da resina de
troca de anions com um tampao de eluicdo que compreende de cerca
de 200 mM a cerca de 220 mM de NacCl. Isto corresponde a um tam-
pao de eluicdo tendo um intervalo de condutividade de cerca de 22
mS/cm (NaCl 200 mM) a cerca de 24 mS/cm (NaCl 220 mM).

[0067] Em outra modalidade, o fibrinogénio € eluido da resina de
troca de anions com um tampao de eluicdo que compreende de cerca
de 190 mM a cerca de 210 mM de NacCl.

[0068] Em outra modalidade, o fibrinogénio € eluido da resina de
troca de anions com um tampao de eluicdo que compreende de cerca
de 150 mM a cerca de 190 mM de NacCl.

[0069] Em outra modalidade, o tamp&o de eluicdo tem uma condu-



25/69

tividade na faixa de 18 a 32 mS/cm; ou 20 a 25 mS/cm; ou 21 a 23,5
mS/cm; ou 22 a 23 mS/cm. Em uma modalidade preferencial, a condu-
tividade do tampao de eluicdo é de cerca de 22,5 mS/cm.

[0070] Em uma modalidade aqui apresentada, o tampéao de elui-
cdo compreende um aminoacido livre em uma concentragcdo que pro-
move a eluicdo do mondmero de fibrinogénio em seus agregados. Em
outra modalidade, o tampao de eluicdo compreende um aminoacido
livre a uma concentragcao de cerca de 0,5 a 10 % (p/p). Qualgquer ami-
noacido livre adequado pode ser usado nesta capacidade. Em uma
modalidade, o aminoéacido livre é arginina. Em outra modalidade, o
tampao de eluicdo compreende arginina na faixa de cerca de 4 a cerca
de 10% (p/p).

[0071] Em outras modalidades, o tampao de eluicdo compreende
NaCl 200mM, 0,5% (p/p) de arginina; ou NaCl 160mM, 1% (p/p) de
arginina.

[0072] Em uma modalidade, a cromatografia de troca de anion é
feita em modo negativo com relacéo ao fibrinogénio e modo positivo
com relacao ao fator VIII e/ou VWF. Ou seja, as condi¢cbes usadas sao
tais que quando a solucdo, ou matéria-prima compreendendo fibrino-
génio e fator VIII e/ou VWF, é passada através da resina cromatografi-
ca de troca de anion, o fator VIII e/ou VWF se liga aos grupos funcio-
nais carregados positivamente ligados a resina, permitindo ao fibrino-
génio na solucdo passar através da resina na fracdo do fluxo de pas-
sagem (“escoamento”). Quando a fracdo de fluxo de passagem con-
tendo fibrinogénio passa através da resina, a resina cromatografica de
troca de anions pode ser lavada com um tampéao de lavagem adequa-
do conhecido dos versados na técnica. Os constituintes do tampao de
lavagem e as condi¢cdes da etapa de lavagem seréo tipicamente sele-
cionados para reter o fator VIl e/ou VWF ligado a resina durante a

etapa de lavagem.
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[0073] Em uma modalidade, a solucdo ou matéria-prima compre-
endendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF é passada através da
resina cromatografica de troca de anions na presenca de cerca de
150mM a cerca de 270mM de NacCl. Isto corresponde a um intervalo
de condutividade de cerca de 18mS/cm (NaCl 150mM) a cerca de
29mS/cm (NaCl 270mM). Sob estas condic¢des, o fibrinogénio, particu-
larmente a forma monomérica, passa através da resina cromatografica
de troca de anions enquanto os agregados contendo fibrinogénio e ou-
tras impurezas como IgG e fibronectina se ligam a resina. Em modali-
dades adicionais, a solucdo ou matéria-prima compreendendo fibrino-
génio e/ou fator VIII e/ou VWF é passada através da resina cromato-
grafica de troca de anions na presenca de cerca de 170mM a cerca de
230mM de NaCl (cerca de 19 mS/cm a cerca de 25 mS/cm) ou cerca
de 200mM a cerca de 220mM de NaCl (cerca de 22 mS/cm a cerca de
24 mS/cm). Sob estes tipos de condicdes, espera-se que o fator VIl
e/ou VWF se liguem a resina cromatografica de troca de anion.

[0074] O fator VIII e/lou VWF podem ser eluidos da resina de troca
de anions com um tampé&o de eluicdo compreendendo pelo menos
300mM de um sal como NaCl. Em uma modalidade particular, o fator
VIII e/lou VWF séo eluidos da resina de troca de anions com cerca de
500 mM de NaCl. Quando o fibrinogénio e fator VIl e/ou VWF séo li-
gados a resina de troca de anion, a etapa de eluicdo pode ser condu-
zida de modo que o fibrinogénio seja inicialmente eluido (por exemplo,
usando as condi¢cdes mostradas nas modalidades acima) e, entéo, o
fator VIII e/ou VWF podem ser eluidos usando uma concentracdo mais
elevada de sal, tal como NaCl 500mM.

[0075] Quando uma etapa de cromatografia de troca de anion é
empregada, ela pode ser feita antes e/ou depois de passar a matéria-
prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF através da

resina de HCIC. Em uma modalidade aqui apresentada, o método
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compreende adicionalmente passar a solugdo compreendendo fibrino-
génio e/ou fator VIII e/ou VWF que é recuperada na etapa (ii) através
de uma resina cromatografica de troca de anion. Em outra modalidade,
guando a primeira e a segunda etapas cromatograficas de HCIC sao
empregadas, conforme aqui descrito, 0 método compreende, ainda,
passar a solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou VWF
gue é recuperada na etapa (ii) e/ou etapa (iv) através de uma resina
cromatografica de troca de anion.

[0076] Em uma modalidade aqui apresentada, o método compre-
ende, adicionalmente, passar a matéria-prima compreendendo fibrino-
génio e/ou fator VIII e/ou VWF através de uma resina cromatografica
de troca de anions antes da etapa (i).

[0077] Os versados na técnica irdo compreender que o niumero de
etapas cromatograficas adicionais usadas de acordo com a presente
invencdo dependera do nivel de pureza necessario na preparacao fi-
nal. Por exemplo, o0 método da presente invencdo pode compreender
2, 3, 4 ou 5 etapas de cromatografia, conforme descrito aqui. Por
exemplo, quando o método compreende 2 etapas de cromatografia, a
sequéncia de etapas sera HCIC/IEX ou HCIC/HCIC ou IEX/HCIC;
guando o método compreende 3 etapas de cromatografia, a sequéncia
de etapas sera HCIC/IEX/HCIC ou HCIC/HCIC/IEX ou
HCIC/HCIC/HCIC ou HCIC/IEX/IEX ou IEX/HCIC/HCIC ou
IEX/HCIC/IEX ou IEX/IEX/HCIC; quando o método compreende 4 eta-
pas de cromatografia, a sequéncia de etapas sera
HCIC/IEX/HCIC/HCIC ou HCIC/HCIC/IEX/HCIC ou
HCIC/HCIC/HCIC/IEX ou HCIC/HCIC/HCIC/HCIC ou
HCIC/IEX/IEX/HCIC ou HCIC/IEX/IEX/IEX ou HCIC/HCIC/IEX/IEX ou
HCIC/IEX/HCIC/IEX ou IEX/HCIC/IEX/HCIC ou IEX/HCIC/HCIC/IEX ou
IEX/HCIC/HCIC/HCIC ou IEX/HCIC/IEX/IEX ou IEX/IEX/HCIC/HCIC ou
IEX/IEX/HCIC/IEX ou IEX/IEX/IEX/HCIC; e assim por diante (quando
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“IEX” denota cromatografia de troca de anion). O nivel de pureza ne-
cessario pode ser ditado pelo uso pretendido da solucédo (por exemplo,
para o tratamento de pacientes com uma deficiéncia de fibrinogénio
el/ou fator VIl e/ou VWF) e/ou quando um periodo de armazenamento
mais longo é necessario como uma preparacao aquosa.

[0078] A cromatografia pode ser feita usando quaisquer meios co-
nhecidos dos versados na técnica. Por exemplo, as etapas de croma-
tografia de acordo com a presente invencdo podem usar colunas de
fluxo axial, como aquelas disponiveis junto a GE Healthcare, Pall Cor-
poration e Bio-Rad, ou colunas de fluxo radial, como aquelas disponi-
veis junto a Proxcys. As etapas de cromatografia de acordo com a
presente invencdo também podem ser conduzidas usando tecnologias
de leito expandido.

[0079] Em uma modalidade, a concentracdo do plasminogénio
e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na
solugao recuperada compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou
VWEF é reduzida em pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos
80%, ou pelo menos 90% ou pelo menos 95% em comparacdo a ma-
téria-prima.

[0080] Os métodos que aumentam a remocao de impurezas, como
plasminogénio e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou outra(s)
protease(s) sao particularmente vantajosos, porque a estabilidade e a
eficacia do fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF em solucéo € decisi-
vamente aprimorada, particularmente durante armazenamento em
longo prazo. O armazenamento sob a forma liquida é particularmente
vantajoso para solu¢cdes compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII
e/ou VWF porque o uso imediato em um paciente é possivel. Isto é ao
contrario do uso de preparacoes liofilizadas de fibrinogénio e/ou fator
VIl e/lou VWF purificado, que exigem reconstituicdo da(s) proteina(s)

liofilizada(s) em um tampé&o adequado e/ou agua para injecdo imedia-
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tamente antes da administracdo a um individuo que necessite.

[0081] Uma vantagem da deplecédo de proteases ou seus zimogé-
nios (como plasminogénio) de uma solugcdo que compreende fibrino-
génio e/ou fator VIII e/ou VWF é que isto reduz a necessidade de adi-
cionar agentes anti-fibrinoliticos para inibir qualquer protease e/ou zi-
mogénio residual (por exemplo, plasmina ou plasminogénio). Exem-
plos destes agentes incluem aprotinina, um inibidor de proteina bovina
da plasmina; &cido ortranexamico, um inibidor sintético da plasmina
também associado com efeitos colaterais neurotoxicos.

[0082] Uma caracteristica vantajosa adicional € que o plasminogé-
nio, que foi separado da solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fa-
tor VIII e/lou VWF por HCIC, pode ser adicionalmente processado para
produzir um concentrado contendo plasminogénio para, por exemplo,
uso clinico. A HCIC pode, portanto, ser usada para preparar plasmino-
génio e solugcbes compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF
a partir de uma unica solucéo inicial.

[0083] Uma caracteristica vantajosa adicional é que os custos de
producdo da resina de HCIC s&o muito mais econdmicos do que o
custo da resina lisina-Sepharose™ ou resina com lisina imobilizada
gue sao usadas em procedimentos de cromatografia de afinidade.
[0084] Uma caracteristica vantajosa adicional é que a HCIC pode-
ria ser usada para substituir as etapas com hidroxido de aluminio (por
exemplo, Alhydrogel™) para a remocéo de proteases (por exemplo,

|TM

fator 11). Alhydrogel'™ € atualmente amplamente usado na producéo
comercial de fator VIII e VWF. O material é, entretanto, relativamente
caro, com 100 kg tipicamente usados por lote. Além disso, o Alhydro-
gel™ frequentemente exige manuseio manual e o material é descarta-
do apds um unico uso. Em contrapartida, as etapas de HCIC podem
ser completamente automatizadas e a resina pode ser usada na fabri-

cacao de multiplos lotes.
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[0085] Uma outra caracteristica vantajosa é que a resina de HCIC
€ compativel com NaOH 1M, que pode ser usado para inativacao e
remocdo de patdgenos, incluindo virus e prions durante os procedi-
mentos de limpeza da coluna e sanitizacao da resina.

[0086] As preparacdes liguidas derivadas dos métodos da presen-
te invencdo também tém vantagens em relacédo ao uso de preparacfes
congeladas, que exigem meios caros de armazenamento e transporte
e devem ser descongeladas antes do uso imediato. Mesmo quando o
fibrinogénio e/ou fator VIII e/lou VWF é armazenado como uma prepa-
racao liofilizada ou congelada, € vantajoso que a proteina reconstituida
ou descongelada seja estavel por mais tempo. Isto é evidente, por
exemplo, quando o material foi reconstituido como uma precaucéo pa-
ra um procedimento médico, mas seu uso nao foi necessério devido a
consideracdes médicas. Este material é tipicamente descartado, ja que
o fibrinogénio s6 é estavel por um curto periodo de tempo devido a
presenca de protrombina e/ou t-PA e/ou outra(s) protease(s).

[0087] Em modalidades particulares, as preparacdes liquidas da
presente invencao contendo fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou VWF sao
armazenadas como uma preparacao liquida ou liofilizada ou congela-
da.

[0088] Em outro aspecto da presente invencéo, é apresentado um
método para purificar fibrinogénio, o método compreendendo as eta-
pas de:

0] passar uma solucdo compreendendo fibrinogénio através
de uma resina cromatografica de troca i6nica sob condi¢cdes selecio-

nadas para que o monémero de fibrinogénio seja ligado a resina;

(i) eluir o monoémero de fibrinogénio da resina com um tampao
de eluicao; e
(i) filtrar o monémero de fibrinogénio eluido da etapa (ii) atra-

vés de um filtro que tem um tamanho de poro na faixa de cerca de 15
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nm a cerca de 35 nm.

[0089] Em uma modalidade, a solugcdo compreendendo fibrinogé-
nio (etapa (i)) € recuperada apdés a passagem de uma matéria-prima
compreendendo fibrinogénio através de uma resina cromatogréafica de
inducdo de carga hidrofébica sob condi¢Bes selecionadas para que o
plasminogénio e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou outra(s)
protease(s) seja ligado a resina e o fibrinogénio passe através da resi-
na.

[0090] Em uma modalidade, a resina cromatografica de troca iéni-
ca é selecionada a partir de uma resina cromatografica de troca de
anions ou uma resina cromatografica de troca de cations.

[0091] Em uma modalidade, a resina cromatografica de troca de
anions é uma resina cromatografica de troca de anions forte ou uma
resina cromatografica de troca de anions fraca. Em uma modalidade, a
resina cromatografica de troca de anions compreende um grupo amino
quaternario. Exemplos incluem alquilamina quaternéria e alquilalcano-
lamina quaternaria, ou amina, dietilamina, dietilaaminopropila, amino,
trimetilamoniometila, trimetilbenzilaménio, dimetiletanolbenzilamonio, e
poliamina. Em algumas modalidades, a resina cromatografica de troca
de anions € um suporte polimérico enxertado com aminas terciarias ou
guaternarias ou € um suporte polimérico hidroxilado enxertado com
aminas terciarias ou quaternarias. Em algumas modalidades, a resina
cromatografica de troca de anions compreende um suporte polimérico
de metacrilato. Em uma modalidade, a resina cromatografica de troca
de anions é MacroPrep™ HQ. Em outra modalidade, a resina croma-
tografica de troca de anions é GigaCap'™ Q-650M. Em outras modali-
dades, a resina cromatografica de troca de anions € empacotada em
uma coluna.

[0092] Se desejavel, uma membrana de cromatografia de troca de

anion pode ser usada ao invés de uma resina de cromatografia de tro-
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ca de anion. As membranas de cromatografia de troca de anions co-
mercialmente disponiveis incluem, mas ndo se limitam a, Sartobind™
Q obtida junto & Sartorius, Mustang™ Q obtida junto & Pall Technolo-
gies e membrana Intercept™ Q obtida junto & Millipore.

[0093] Em uma modalidade, a resina cromatografica de troca de
cations é uma resina cromatogréafica de troca de cations forte ou uma
resina cromatografica de troca de cations fraca.

[0094] As resinas de cromatografia de troca de céations comercial-
mente disponiveis incluem, mas nado se limitam, por exemplo, aquelas
tendo um grupo a base de sulfonato (por exemplo, MonoS, MiniS,
Source™ 15S e 30S, SP Sepharose Fast Flow™, SP Sepharose High
Performance™ obtidas junto & GE Healthcare, Toyopearl™ SP-650S e
SP-650M obtidas junto & Tosoh, Macro-Prep High™ S obtida junto a
BioRad, Ceramic HyperD™ S, Trisacryl™ M e LS™ SP e Spherodex™
LS SP obtidas junto a Pall Technologies,); um grupo a base de sulfo-
etila (por exemplo, Fractogel™ SE obtida junto & EMD, Poros™ S-10 e
S-20 obtidas junto a Applied Biosystems); um grupo a base de sulfo-
propila (por exemplo, TSK™ Gel SP 5PW e SP-5PW-HR obtidas junto
a Tosoh, Poros™ HS-20 e HS 50 obtidas junto & Applied Biosystems);
um grupo a base de sulfoisobutila (por exemplo, Fractogel™ EMD
SO3" obtidas junto a EMD); um grupo a base de sulfoxietila (por
exemplo, SE52, SE53 e Express-lon S obtidas junto a Whatman), um
grupo a base de carbdéxi metila (por exemplo, CM Sepharose Fast
Flow™ obtida junto & GE Healthcare, Hydrocell™ CM obtida junto &
Biochrom Labs Inc., Macro-Prep™ CM obtida junto & BioRad, Ceramic
HyperD™ CM, Trisacryl™ M CM, Trisacryl™ LS CM, obtidas junto &
Pall Technologies, Matrex Cellufine™ C500 e C200 obtidas junto & Mil-
lipore, CM52™ CcM32™, cM23™ e Express™ - ion C obtidas junto &
Whatman, Toyopearl™ CM-650S, CM-650M e CM-650C obtidas junto

a Tosoh); grupos a base de &cido sulfénico e carboxilico (por exemplo,
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BAKERBOND™ Carboxy-Sulfon obtida junto & J.T. Baker); um grupo a
base de acido carboxilico (por exemplo, WP™ CBX obtida junto & J.T
Baker, DOWEX MAC-3™ obtida junto & Dow Liquid Separations, tro-
cadores de cations fracos Amberlite™, trocador de cations fracos
DOWEX™, e trocadores de cations fracos Diaion™ obtidos junto &
Sigma- Aldrich e Fractogel™ EMD COO- obtida junto & EMD); um gru-
po & base de &cido sulfénico (por exemplo, Hydrocell™ SP obtida junto
a Biochrom Labs Inc., matriz de cétions de acido forte e malha fina
DOWEX™ obtida junto & Dow Liquid Separations, UNOsphere™ S,
WP Sulfonic obtida junto & J. T. Baker, membrana Sartobind™ S obti-
da junto & Sartorius, trocadores de cations fortes Amberlite™, trocador
de cétions fortes de diaions e cétions fortes DOWEX™ obtidos junto &
Sigma-Aldrich); e um grupo a base de ortofosfato (por exemplo, PI 1
obtido junto a Whatman). Se desejavel, uma membrana de cromato-
grafia de troca de cations pode ser usada ao invés de uma matriz de
troca de cations, por exemplo, Sartobind™
NY, EUA).

[0095] Em uma modalidade, a solugcdo compreendendo fibrinogé-

S (Sartorius; Edgewood,

nio tem um pH na faixa de cerca de pH 7 a pH 10. Em uma modalida-
de, o pH da solucdo compreendendo fibrinogénio € cerca de pH 8. Em
algumas modalidades, a resina cromatografica de troca de anions sera
pré-equilibrada e lavada ap6s o carregamento do fibrinogénio com
tampéao(6es) tendo um pH similar a solucdo compreendendo o fibrino-
génio.

[0096] Em uma modalidade, o tamp&o de eluicdo tem uma condu-
tividade na faixa de cerca de 18 a cerca de 30mS/cm. Por exemplo, a
condutividade do tampao de eluicdo pode estar na faixa de cerca de
18 a cerca de 25 mS/cm; ou cerca de 19 a cerca de 24 mS/cm; ou cer-
ca de 20 a cerca de 24 mS/cm; ou cerca de 21 a cerca de 23 mS/cm.

Em uma modalidade, a condutividade do tamp&o de eluicdo é de cerca
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de 22 mS/cm. Em outras modalidades, o tampé&o de eluicdo compre-
ende NaCl. Em uma modalidade, o tampao de eluicdo compreende
NaCl a uma concentracdo na faixa de cerca de 180mM a cerca de
230mM, ou cerca de 190mM a cerca de 210mM. Em uma modalidade,
a concentracao de NaCl no tampao de eluicédo é cerca de 200mM.
[0097] Em uma modalidade, o tampéao de eluicdo compreendendo
o fibrinogénio contém uma concentracao de proteinas de cerca de 0,5
a cerca de 10mg/mL. Em algumas modalidades, a concentracao de
proteinas do tampao de eluicdo compreendendo o fibrinogénio esta na
faixa de cerca de 4 a cerca de 8 mg/mL. Em modalidades particulares,
o tampao de eluicdo compreendendo o fibrinogénio esta a cerca de 6
mg/mL.

[0098] Em uma modalidade, o monémero de fibrinogénio eluido é
formulado com um ou mais aminoacidos antes da filtracéo (etapa (iii)).
Em uma modalidade, o aminoacido é arginina ou glicina ou uma com-
binacdo dos mesmos. Em algumas modalidades, a concentracao do
aminoacido no tamp&o de eluicdo compreendendo fibrinogénio esta na
faixa de cerca de 0,5 a cerca de 10% (p/p). Em uma modalidade, a
concentragcdo do aminoacido no tampao de eluicdo compreendendo
fibrinogénio € de cerca de 1% a cerca de 6% (p/p), ou cerca de 2% a
cerca de 6% (p/p) ou cerca de 2% a cerca de 5% (p/p). Em uma moda-
lidade, o tampéao de eluicdo compreendendo o fibrinogénio é formulado
com cerca de 2%, ou cerca de 3%, ou cerca de 4% ou cerca de 5%
(p/p) de arginina.

[0099] Em uma modalidade, o mondémero de fibrinogénio eluido
tem um pH de cerca de pH 7 a cerca de pH 9.

[0100] Em uma modalidade, o filtro da etapa (ii) tem um tamanho
de poro na faixa de cerca de 15 nm a cerca de 35 nm; ou de cerca de
15 nm a cerca de 30 nm; ou de cerca de 15 nm a cerca de 25 nm; ou
de cerca de 15 nm a cerca de 20 nm.
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[0101] A filtracdo de virus pode ser feita usando filtracdo de fluxo
tangencial (TFF) ou filtracdo ‘terminal’ (também conhecida como filtra-
céo de fluxo normal). Os filtros para virus foram originalmente projeta-
dos para uso em TFF com a alimentagéao fluindo em posi¢céo adjacente
a camada de cobertura superior da membrana assimétrica. TFF forne-
ce alto fluxo por varredura da superficie da membrana para reduzir a
polarizagdo por concentragéo e incrustagao. Entretanto, a simplicidade
e 0 custo de capital mais baixo da filtracdo terminal levou ao uso am-
plamente distribuido de filtros para virus especificamente projetados
para a filtracdo terminal. Ao contrario de TFF, estes filtros terminais
sao tipicamente operados com o lado mais aberto da membrana volta-
do para a corrente de alimentacao, permitindo aos agregados de pro-
teina e outros incrustantes grandes serem capturados dentro da su-
bestrutura macroporosa protegendo, assim, a camada de revestimento
de retencéo de virus. As vantagens do uso de filtros terminais de uso
unico incluem gue eles simplificam o design e a validacdo do sistema,
reduzindo o trabalho e os custos de capital.

[0102] A filtracdo terminal envolve tipicamente 0 uso de uma unica
bomba para forcar o fluido através da membrana a partir da superficie.
[0103] A filtrac&o tangencial geralmente exige uma primeira bomba
para manter uma taxa de fluxo constante na superficie da membrana
de filtro e uma segunda bomba extrai a proteina através da membrana
pela criagdo de uma pressao negativa no fundo da membrana.

[0104] Em uma modalidade, a filtracdo é feita por filtracdo terminal.
[0105] Em uma modalidade, o processo de filtracdo terminal é
conduzido usando filtracdo em presséo constante ou filtracdo em velo-
cidade constante. Em uma modalidade, o processo de filtracao termi-
nal é conduzido usando filtracdo em pressao constante.

[0106] A filtracdo é tipicamente executada com uma presséo de

filtracdo que € igual ou menor que o nivel suportado pela membrana,
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dependendo do material da membrana para remocéo de virus a ser
usada aqui, por exemplo, com pressao de cerca de 0,2 a cerca de 3,4
bar. Em uma modalidade, a pressao de filtracdo é mantida entre cerca
de 0,2 bar a cerca de 3,4 bar. Em outra modalidade, a presséo de fil-
tracdo é mantida a cerca de 1 a cerca de 3 bar; ou cerca de 1 a cerca
de 2 bar; ou cerca de 1,2 a cerca de 2 bar. Em outra modalidade, a
pressao de filtracdo € mantida a cerca de 1,5 bar a cerca de 1,9 bar.
[0107] A temperatura pode ter um efeito sobre a viscosidade de
uma solucdo de proteina e sobre o fluxo mediante filtracdo com uma
membrana para remocao de virus. Seria compreendido pelos versados
na técnica que a solucdo a ser usada na etapa de filtracdo teria, tipi-
camente, uma temperatura dentro do intervalo de cerca de 0T até a
temperatura na qual a proteina de interesse é desnaturada. A tempe-
ratura da solucdo situa-se, adequadamente, dentro da faixa de cerca
de 10C até cerca de 50C. Em uma modalidade, a tem peratura da
solucédo situa-se dentro da faixa de cerca de 18T até cerca de 35T.
Em outra modalidade, a solucédo é filtrada a temperatura ambiente de
cerca de 18T a cerca de 26TC.

[0108] Em uma modalidade, a capacidade do filtro de virus é pelo
menos 0,20kg ou ao menos 0,50 kg ou ao menos 0,75 kg ou ao menos
1,00 kg ou ao menos 1,25 kg ou ao menos 1,50 kg ou ao menos 2 kg
de fibrinogénio por m* de &rea superficial do filtro.

[0109] Opcionalmente, uma etapa de pré-filtracdo ou de filtracao
de clarificacdo pode ser feita antes da filtracdo de virus de modo a re-
mover particulas macro-dimensionadas. Em uma modalidade, uma
pré-filtracdo é feita com um pré-filtro compreendendo uma membrana
com um diametro de poro maior do que aquele da membrana de re-
mocao de virus. Em uma modalidade, o pré-filtro € uma membrana
filtrante que tem um tamanho de poro de cerca de 0,1 um. Em outra

modalidade, o pré-filtro € selecionado a partir da membrana filtrante de
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nailon Pall (SKL 7002 NTP 0,1 um ou FTKNI), ou outros pré-filtros co-
mercialmente disponiveis que tém propriedades similares para a re-
mocédo de agregados de proteina e/ou particulados. A pré-filtracdo po-
de ser conduzida em linha com o filtro de virus ou fora de linha com
relacéo ao filtro de virus. Em uma modalidade, a pré-filtracdo é condu-
zida em linha com relacéo ao filtro de virus.

[0110] Os filtros adequados para o método de filtracéo de virus de
acordo com este aspecto da invencao seriam conhecidos dos versa-
dos na técnica. Um exemplo inclui Planova BioEx™", inter alia. Tais fil-
tros sdo algumas vezes chamados de filtros de remocao ‘pequenos
virus’.

[0111] Em uma modalidade, a membrana filtrante é uma [amina
plana ou uma membrana de fibra oca. Exemplos de membranas de
lamina plana incluem membranas de filtro de PVDF hidrofilizadas co-
mo os filtros para remocdo de pequenos virus Pegasus™ grau SV4
(Pall Corporation). Em uma modalidade, o filtro é Pegasus™ grau SV4.
[0112] Em outras modalidades, o filtro € uma membrana de fibra
oca. Uma membrana de fibra oca pode conter um feixe de fibras ocas
com formato de palha com a parede de cada fibra oca contendo uma
estrutura de manta tridimensional de poros compostos de espacos va-
zios interconectados por finos capilares. Exemplos de filtros de fibra
oca incluem os filtros Planova™ BioEX™ (Asahi Kasei Corporation)
que incorpora fluoreto de polivinilideno hidrofilico modificado (PVDF)
em formato de membrana de fibra oca. Em uma modalidade, o filtro é
Planova™ BioEX.

[0113] Em uma modalidade, dois ou mais filtros para virus peque-
nos sao usados em série. Em uma modalidade, a filtracdo é conduzida
usando dois filtros em série, tendo um tamanho de poro na faixa de
cerca de 15 a cerca de 20 nm. Tais etapas de filtracdo tém o potencial

de permitir ao fibrinogénio ser fabricado com pelo menos LRV 6.9 log
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LRV para MVM semelhantes a parvovirus.

[0114] Em outro aspecto da presente invencao, a solugcao compre-
endendo fibrinogénio é passada através de uma resina cromatografica
de troca ionica sob condi¢cbes selecionadas para que o fibrinogénio
presente na solucdo passe através da resina. Ou seja, a cromatografia
de troca ibnica é feita em modo negativo com relagcéo ao fibrinogénio
sob condicfes tais que, quando a solucdo é passada através da resi-
na, impurezas, tais como agregados de fibrinogénio, plasminogénio e
fibronectina presentes na solugcao se ligam aos grupos funcionais car-
regados ligados a resina, permitindo ao fibrinogénio presente na solu-
cao, particularmente, mondémero de fibrinogénio, passar através da
resina na fracdo de fluxo de passagem (escoamento). Quando a fra-
cado de escoamento contendo fibrinogénio passa através da resina, a
resina cromatografica de troca de ions pode ser lavada com um tam-
pao de lavagem adequado conhecido dos versados na técnica. Os
constituintes do tampéao de lavagem e as condi¢des da etapa de lava-
gem serdo tipicamente selecionados para reter as impurezas ligadas a
resina durante a etapa de lavagem.

[0115] Em uma modalidade, a resina cromatografica de troca iéni-
ca é selecionada a partir de uma resina cromatografica de troca de
anions ou uma resina cromatografica de troca de cations.

[0116] Em uma modalidade, a solugcdo compreendendo fibrinogé-
nio é passada através de uma resina cromatografica de troca de
anions na presenca de cerca de 150mM a cerca de 270mM NacCl. Isto
corresponde a um intervalo de condutividade de cerca de 18mS/cm
(NaCl 150mM) a cerca de 29mS/cm (NaCl 270mM). Sob estas condi-
cOes, o fibrinogénio, particularmente a forma monomérica, passa atra-
vés da resina cromatografica de troca de anions enquanto os agrega-
dos contendo fibrinogénio e outras impurezas como plasminogénio e

fibronectina se ligam a resina. Em modalidades adicionais, a solucéo
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compreendendo fibrinogénio é passada através da resina cromatogra-
fica de troca de anions na presenca de cerca de 170mM a cerca de
230mM de NaCl (cerca de 19 mS/cm a cerca de 25 mS/cm) ou cerca
de 200mM a cerca de 220mM de NaCl (cerca de 22 mS/cm a cerca de
24 mS/cm). Sob estes tipos de condi¢cdes, espera-se que as impurezas
se liguem a resina cromatogréafica de troca de anions, permitindo ao
fibrinogénio passar através da resina na fracdo de escoamento.

[0117] A solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou
VWF recuperada pelos métodos da presente invencdo é vantajosa
porque fornece uma preparacao de fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou
VWF que tem mais estabilidade do que as preparacdes liofilizadas
existentes, mesmo a temperatura ambiente. Isto pode ser particular-
mente vantajoso em rotas de transporte longas, onde as baixas tempe-
raturas podem, quando apropriado, ndo ser garantidas durante o
transporte e/ou armazenamento. O armazenamento estavel de fibrino-
génio e/ou fator VIII e/ou VWF em solucdo também facilita, em muitos
aspectos, a producao, uso, transporte e administragdo a um paciente
gue necessite do mesmo. Devido a estabilidade aumentada do fibrino-
génio e/ou fator VIl e/ou VWF preparado de acordo com a presente
invencao, é possivel, em muitas preparacdes farmacéuticas, dispensar
a adicdo de agentes de estabilidade, como inibidores de fibrindlise ou
fibrinogendlise que podem, em alguns casos, levar a efeitos colaterais
indesejados ou que devem ser evitados para reduzir potenciais riscos.
[0118] O termo "estavel”, como usado aqui, significa que ha pouca
ou nenhuma perda substancial de atividade do fibrinogénio e/ou fator
VIl e/lou VWF ap6s um periodo de tempo em armazenamento, em
comparacdo ao nivel de atividade do fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou
VWF antes do armazenamento (por exemplo, em compara¢cdo com ao
nivel de atividade determinado imediatamente apds a recuperacdo da
solugao compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF de acor-
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do com a presente invencao). Em uma modalidade aqui apresentada,
a solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF retém
pelo menos 70% de atividade, de preferéncia ao menos 80% de ativi-
dade, com mais preferéncia pelo menos 90% de atividade, com mais
preferéncia ainda pelo menos 95% de atividade e com a maxima pre-
feréncia 100% de atividade ap6s um periodo de tempo em armazena-
mento a uma temperatura de cerca de 0°C a cerca de 30°C. O versado
na técnica ira compreender que a atividade do fibrinogénio pode ser
determinada para a preparagcao de fibrinogénio imediatamente antes
do inicio do periodo de armazenamento e este valor inicial pode ser
usado para designar 100% de atividade a partir da qual a atividade do
fibrinogénio determinada em diferentes pontos no tempo durante o pe-
riodo de armazenamento pode ser comparada e expressa como uma
porcentagem deste valor inicial.

[0119] Em uma modalidade aqui apresentada, o fibrinogénio recu-
perado pelos métodos da presente invencdo retém de cerca de 90% a
100% de atividade apds pelo menos 4 semanas em armazenamento
da solucdo a uma temperatura de cerca de 2°C a cerca de 8°C, de pre-
feréncia, retém cerca de 90% de atividade ap0s 4 semanas em arma-
zenamento da solucdo a uma temperatura cerca de 2C a cerca de
8C. Em outra modalidade aqui apresentada, o fibrin ogénio retém de
cerca de 60% a cerca de 80% de atividade apds pelo menos 4 sema-
nas em armazenamento da solugcdo a uma temperatura de cerca de
30°C, de preferéncia, retém de cerca de 60% a cerca de 70% de ativi-
dade apds 5 semanas de armazenamento da solugdo a uma tempera-
tura de cerca de 30C. O nivel de atividade do fibrinogénio e/ou fator
VIl e/lou VWF pode ser determinado por quaisquer meios conhecidos
dos versados na técnica. Exemplos de métodos adequados para de-
terminar a atividade do fibrinogénio, por exemplo, sdo resumidos por
Mackie et al. (British J. Haematol. 121:396-404, 2003). Os métodos
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especificos incluem Clauss (Clauss, 1957, Acta-Haematol. 17, 237-
246) e/ou proteina coagulavel (Jacobsson K., Scand J Clin Lab Invest
1955;7 (supl 14):1-54 ou Fibrin sealant Ph. Eur. Monograph 903,
2012). Os resultados podem ser relatados como % de proteina coagu-
lavel; % de proteina coagulével inicial, e/ou % de atividade de fibrino-
génio inicial, conforme determinado usando o método de Clauss ou
similar.

[0120] O versado na técnica irA compreender que a concentracao
do plasminogénio e/ou ativador do plasminogénio tecidual e/ou ou-
tra(s) protease(s) na solugao recuperada compreendendo fibrinogénio
el/ou fator VIII e/ou VWF provavelmente ira determinar o tempo de ar-
mazenamento e/ou as condi¢cdes de armazenamento (por exemplo,
temperatura). Por exemplo, serd compreendido que uma preparacao
na qual a concentracdo do plasminogénio e/ou ativador do plasmino-
génio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na solucdo recuperada é redu-
zida em 80% em comparacdo com a matéria-prima pode ser armaze-
nada durante um periodo de tempo mais longo e/ou em temperaturas
mais elevadas sem desestabilizar significativamente a atividade do fi-
brinogénio e/ou fator VIIl e/ou VWF em comparacdo com uma prepa-
racdo na qual a concentracdo do plasminogénio e/ou ativador do
plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na solucéao recupera-
da compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF é reduzida
em apenas 50% em comparacdo com a matéria-prima.

[0121] Embora os métodos da presente invencado possam ser fei-
tos em escala laboratorial, eles podem ser escalonaveis até o tamanho
industrial sem alteragfes significativas as condi¢cdes. Desta forma, em
uma modalidade aqui apresentada, os métodos da presente invencgao
sao feitos em uma escala industrial ou comercial. De preferéncia, os
métodos da invencdo sdo adequados para a fabricacdo em escala

comercial de fibrinogénio e/ou fator VIl e/lou VWF. Por exemplo,
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guando se usando fracdes de plasma como um material de partida no
método da invencdo, entdo, a fabricacdo em escala comercial envolve-
ria o uso de uma fracdo de plasma derivada de ao menos cerca de
500 kg de plasma. Com mais preferéncia, a fracdo de plasma inicial
sera derivada de ao menos cerca de 5.000 kg, 7.500 kg, 10.000 kg
e/ou 15.000 kg de plasma por lote. Em modalidades particulares, as
solugbes e formulacdes farmacéuticas compreendendo fibrinogénio
e/ou fator VIII e/lou VWF da presente invencao sao fabricadas em es-
cala comercial a partir de uma fracdo de plasma ou uma matéria-prima
recombinante.

[0122] Quando uma solugcado compreendendo fibrinogénio e/ou fa-
tor VIl e/ou VWF tem que ser usada para aplicacfes clinicas ou vete-
rinarias (por exemplo, para administracdo a um individuo com defici-
éncia de fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF ou para uso como uma
cola de fibrina), pessoas versadas na técnica entenderdo que pode ser
desejavel reduzir o nivel do teor de virus ativo (titulagéo viral) e outros
agentes infecciosos potenciais (por exemplo, prions) na solucéo. Isto
pode ser particularmente desejavel quando a matéria-prima compre-
endendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF (isto €, o material de
partida) é derivado de plasma sanguineo. Os métodos para reduzir a
titulagdo viral em uma solucdo serdo conhecidos dos versados na téc-
nica. Exemplos incluem pasteurizacao (por exemplo, incubacao da so-
lucdo a 60°C durante 10 horas na presenca de altas concentragdes de
estabilizadores como glicina (por exemplo, 2,75M) e sacarose (por
exemplo, 50%) e/ou outros excipientes ou sais selecionados), trata-
mento térmico a seco, filtracdo de virus (passando a solucdo através
de um nano-filtro; por exemplo, corte de 20nm) e/ou submetendo a so-
lucdo a tratamento com um solvente organico e um detergente ade-
guados durante um periodo de tempo e sob condi¢ces para inativar o

virus na solugéo. Detergente de solvente tem sido usado durante mais
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de 20 anos para inativar os virus envelopados, particularmente, em
produtos derivados do plasma, incluindo fibrinogénio e fator VIII e/ou
VWEF. Desta forma, isto pode ser executado usando varios reagentes e
métodos conhecidos na técnica (consulte, por exemplo, US 4540573 e
US4764369 que estao aqui incorporados, por referéncia). Os solventes
adequados incluem fosfato de tri-n-butila (TnBP) e éter, de preferéncia,
TnBP (tipicamente a cerca de 0,3%). Os detergentes adequados inclu-
em polissorbato (Tween) 80, polissorbato (Tween) 20 e Triton X-100
(tipicamente a cerca de 0,3%). A selecao das condi¢cdes de tratamento
incluindo as concentracbes de solvente e detergente dependem, em
parte, das caracteristicas da matéria-prima com matérias primas me-
nos puras exigindo geralmente concentragbes maiores de reagentes e
condi¢cdes de reacdo mais extremas. Um detergente preferido é polis-
sorbato 80 e uma combinacéo particularmente preferencial é polissor-
bato 80 e TnBP. A matéria-prima pode ser agitada com reagentes de
solvente e detergente em uma temperatura e durante tempo suficiente
para inativar quaisquer virus envelopados que possam estar presen-
tes. Por exemplo, o tratamento com detergente de solvente pode ser
executado durante cerca de 4 horas a 25C. Os produtos quimicos de
detergente de solvente sdo subsequentemente removidos, por exem-
plo, por adsorcdo em meios cromatograficos como resinas C-18 hidro-
fébicas ou eluicdo dos mesmos na fracdo de escoamento de resinas
de troca ibnica sob condi¢cfes que adsorvem a proteina de interesse.

[0123] A etapa de inativacdo do virus pode ser feita em qualquer
estagio adequado dos métodos aqui revelados. Em uma modalidade, a
matéria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou VWF é
submetida a uma etapa de inativagao viral antes da etapa (i). Em outra
modalidade, a solugdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou
VWF que é recuperada da resina cromatogréafica de inducdo de carga

hidrofébica (isto é, das etapas (ii) e/ou (iv)) é submetida a uma etapa
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de inativacao viral. Em uma modalidade aqui apresentada, a etapa de
inativacao viral compreende pasteurizagdo ou tratamento com um sol-
vente organico e detergente. Em outra modalidade aqui apresentada,
a etapa de inativacdo viral compreende filtracdo do virus. Quando a
filtracdo do virus é usada, os inventores descobriram que a adicdo de
um aminoacido livre (por exemplo, arginina) antes da etapa de filtracao
pode melhorar a taxa de fluxo e recuperacao do fibrinogénio e/ou fator
VIl e/lou VWF através do filtro. Um exemplo deste método é descrito
em US7919592.

[0124] Em uma modalidade aqui apresentada, a matéria-prima ou
solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF é sub-
metida a uma etapa de inativacdo viral antes de ser passada através
da resina cromatogréfica de troca de anions. A vantagem de empregar
uma etapa de inativacdo viral como um tratamento com detergente de
solvente antes de passar a solucdo ou matéria-prima tratada através
de uma resina cromatogréfica de troca de anions € que a resina de
troca de anions permite a remocao do solvente organico e detergente
da solucéo tratada pelo uso de condi¢cdes que promovem a ligacao do
fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF a resina e remoc¢&o do solvente
organico e detergente com a fracédo de fluxo de passagem (escoamen-
to).

[0125] Pasteurizacao pode gerar agregados de proteina e polime-
ros, particularmente, em uma solucdo compreendendo fibrinogénio
(também chamada na presente invencéo de "solucdo de fibrinogénio”).
Portanto, pode ser desejavel, em alguns casos, reduzir o nivel de
agregados/polimeros em uma solucdo pasteurizada. Isto pode ser ob-
tido por quaisquer meios conhecidos dos versados na técnica, embora,
convenientemente, possa ser obtido por purificacdo cromatografica
adicional. Em uma modalidade aqui apresentada, a solucdo ou maté-

ria-prima pasteurizada é passada através de uma resina cromatografi-
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ca de troca de anions em modo positivo com relacdo ao fibrinogénio
el/ou fator VIII e/ou VWF, de modo que quaisquer agregados ou poli-
meros sejam removidos com a fracdo de fluxo de passagem (escoa-
mento).

[0126] O termo “matéria-prima” € usado na presente invencéo para
denotar qualquer solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIl
e/ou VWF. A matéria-prima pode compreender também outras protei-
nas (por exemplo, proteinas terapéuticas) conhecidas dos versados na
técnica. Exemplos incluem proteinas envolvidas na cascata de coagu-
lagdo sanguinea. Em uma modalidade aqui apresentada, a matéria-
prima compreende fibrinogénio.

[0127] A matéria-prima adequada compreendendo fibrinogénio
elou fator VIII e/ou VWF serd conhecida dos versados na técnica.
Exemplos incluem plasma ou fragcdes de plasma, como crioprecipitado
de plasma solubilizado plasma ou pasta solubilizada de fracao | deriva
de de plasma humano ou animal ou uma fracédo de plasma, fracGes de
cultura celular de tecnologia recombinante, fracbes derivadas de leite
de animais transgénicos, etc. As fontes de proteinas de fibrinogénio
el/ou fator VIII e/ou VWF recombinantes também sdo adequadas para
uso como uma matéria-prima de acordo com a presente invencao.
Quando a matéria-prima é plasma ou uma fracdo de plasma, ela pode
ser doacgdes de plasma agrupado ou pode ser de um doador individual.
Em uma modalidade aqui apresentada, a matéria-prima compreen-
dendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF é um crioprecipitado de
plasma solubilizado. Este componente, derivado do sangue total ou
coletado por aférese, é preparado pelo descongelamento controlado
de plasma fresco congelado entre 1 a 6°C e recuperacéo do precipita-
do. O precipitado insoluvel a frio é recongelado. Uma unidade de afé-
rese de crioprecipitado € aproximadamente equivalente a 2 unidades

de crioprecipitado derivadas do sangue total. Ela contém a maioria do
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fibrinogénio, fator VIII e VWF junto com outras proteinas, tais como
fator XllI e fibronectina do plasma fresco congelado. Uma fonte alter-
nativa de fibrinogénio é precipitado da fracdo | que pode ser preparada
a partir de plasma congelado por descongelamento e remocao do cri-
oprecipitado por centrifugagéao ou filtragdo. O criosobrenadante resul-
tante é, entdo, misturado com etanol para precipitar a fracdo |. Por
exemplo, um precipitado de fracdo | pode ser obtido pela adicao de
cerca de 8% (v/v) de etanol a pH 7,2 e controle da temperatura para
cerca de -3°C (Cohn, et al. 1946, J. Am. Chem. Soc. 62: 459-475). Em
uma modalidade, a matéria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou
fator VIII e/ou VWF é crioprecipitada.

[0128] Referéncia no relatorio descritivo a "protease(s)" pode ser a
qualquer protease e/ou seu zimogénio presente na matéria-prima ou
solugdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF que,
guando exposta a uma resina de HCIC, & capaz de se ligar a resina de
HCIC sob condi¢des nas quais o fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF
passa através da resina. As proteases podem ser de qualquer tipo,
incluindo serina proteases (por exemplo, plasmina, trombina, tripsina),
treonina proteases, cisteina proteases (por exemplo, catepsina B e ca-
tepsina H), aspartato proteases (por exemplo, pepsina), metaloprotea-
ses (por exemplo, colagenases e gelatinases) e proteases glutamicas.
Quando a matéria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIl
e/lou VWF é derivada de plasma humano ou animal, as protea-
ses/zimogénios podem incluir plasminogénio, ativador do plasminogé-
nio tecidual (tPA), trombina, elastase, fator Vlla, fator 1Xa, fator Xa, fa-
tor Xla, fator Xlla, fator Xllla, calicreinas plasméaticas e similares. Em
relagdo a solugbes compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou
VWF, uma protease/zimogénio preferencial particular a ser removida é
o0 plasminogénio. Outras proteases/zimogénios preferenciais a serem

removidas de uma solugcdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII
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e/lou VWF séo t-PA, pré- e/ou trombina ativa (fator Il/lla). Quando a
matéria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIl e/ou VWF é
derivado de um sobrenadante de cultura celular, a protease/zimogénio
pode incluir qualquer protease de célula hospedeira, como serina pro-
teases (por exemplo, caseinases), metaloproteases (por exemplo, ge-
latinases, metaloproteases de matriz (MMP) incluindo MMP3, MMP10
ou MMP12), proteases asparticas (catepsina D), proteases &cidas, en-
tre outras.

[0129] Em alguns casos, pode ser desejavel remover ou reduzir o
nivel de impurezas da matéria-prima antes de passar a matéria-prima
através de uma resina de HCIC na etapa (i). A remocéao ou reducéo do
nivel de impurezas da matéria-prima pode reduzir a carga sobre a re-
sina de HCIC durante a purificacdo cromatografica e, desta forma, me-
Ihorar a eficiéncia da separacdo do plasminogénio e/ou ativador do
plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) da matéria-prima. As
iImpurezas podem ser removidas ou reduzidas, por exemplo, por preci-
pitacdo de fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF da matéria-prima e
recuperacdo da(s) proteina(s) precipitada(s). Os métodos adequados
para precipitar fibrinogénio e/ou fator VIIlI e/ou VWF a partir de uma
matéria-prima compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF
serdo conhecidos dos versados na técnica. Um exemplo inclui a adi-
cao de suspensédo de hidroxido de aluminio a matéria-prima, o que é
particularmente Util para remover proteinas dependentes de vitamina K
(por exemplo, os fatores de coagulacao I, VII, IX, e X) e outras protei-
nas que tém afinidade de ligacdo pelo hidroxido de aluminio, como
protrombina (fator Il) e t-PA, do plasma ou crioprecipitado de plasma.
[0130] Desta forma, em uma modalidade aqui apresentada, antes
da etapa (i), as proteinas dependentes de vitamina K sdo removidas
ou reduzidas da matéria-prima. Em uma modalidade adicional, as pro-

teinas dependentes de vitamina K sdo removidas ou reduzidas pela
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adicdo de hidroxido de aluminio & matéria-prima. O hidroxido de alu-
minio pode estar sob a forma de Alhydrogel®, adicionado & matéria-
prima para uma concentracao final de cerca de 10% a cerca de 80%
p/p. Em algumas modalidades, o hidroxido de aluminio é adicionado a
matéria-prima até uma concentracdo final na faixa de cerca de 10% a
cerca de 50% (p/p). Em outras modalidades, o hidréxido de aluminio é
adicionado a matéria-prima para uma concentracao final na faixa de
cerca de 10% a cerca de 30% (p/p). Em modalidades preferenciais, a
concentracao é de cerca de 15% a cerca de 30% (p/p). Com a maxima
preferéncia, o hidroxido de aluminio é adicionado a matéria-prima a
cerca de 15% a cerca de 25% (p/p) para recuperacao de fibrinogénio
otima e remoc¢do de impurezas, tais como protrombina. Em outra mo-
dalidade, as proteinas dependentes de vitamina K sdo removidas da
matéria-prima por adsor¢do em batelada usando hidréxido de alumi-
nio.

[0131] Em outro aspecto da presente invencdo, é fornecida uma
solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF que é
recuperada pelo método da presente invencédo, conforme aqui des-
crito. Em uma modalidade, o nivel de plasminogénio e/ou ativador do
plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) na solucdo sera de
menos de 20% da proteina total, de preferéncia, menos de 10% da
proteina total, e com mais preferéncia, menos de 5% da proteina total,
ou menos que 1% da proteina total, ou menos que 0,1% da proteina
total, ou menos que 0,01% da proteina total ou menos que 0,001% da
proteina total, ou menos que 0,0001% da proteina total. O versado na
técnica irh compreender que o nivel de plasminogénio e/ou ativador do
plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) que esta presente na
solugao compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF pode
depender do uso pretendido da solucdo ou duracdo de tempo de ar-

mazenamento. Por exemplo, quando a solucdo tem que ser armaze-
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nada durante pelo menos 4 semanas a uma temperatura de cerca de
0°C a cerca de 8°C, pode ser aceitavel que a solugdo compreenda
mais que cerca de 10% de plasminogénio e/ou ativador do plasmino-
génio tecidual e/ou outra(s) protease(s) (da proteina total). Quando a
solucdo tem que ser armazenada durante pelo menos 4 semanas a
uma temperatura de cerca de 30°C, pode ser desejavel que a solugdo
compreenda menos que cerca de 10% de plasminogénio e/ou ativador
do plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s) (da proteina total).
[0132] Em uma modalidade aqui apresentada, € fornecida uma
solucdo compreendendo fibrinogénio recuperado pelo método da pre-
sente invencdo. Em outra modalidade, a solugdo compreende pelo
menos 80% de proteina total de fibrinogénio.

[0133] Em outro aspecto da presente invencao, é fornecida uma
solucdo compreendendo:

(@) pelo menos 75% de proteina total de fibrinogénio;

(b) menos de 50 pg/mg de proteina total de ativador do plasmi-
nogénio tecidual; e/ou

(©) menos de 1 mg/mg de proteina total de plasminogénio.
[0134] Em uma modalidade, a solugcdo compreende, adicionalmen-
te, menos de 1,5 x 10™ U/mg de proteina total de fator 1.

[0135] Em outro aspecto da presente invencao, é fornecida uma
solucdo compreendendo:

(@) pelo menos 90% de proteina total de fibrinogénio;

(b) menos de 50 pg/mg de proteina total de ativador do plasmino-
génio tecidual; e/ou

(c) menos de 150 ng/mg de proteina total de plasminogénio.

[0136] Em uma modalidade, a solugcdo compreende, adicionalmen-
te:

(@) menos de 3,5 x 10°° U/mg de proteina total de fator II; e/ou

(b) menos de 150 ug/mg de proteina total de fibronectina.
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[0137] Em outro aspecto da presente invencao, é fornecida uma
solucdo compreendendo:

(@) pelo menos 90% de proteina total de fibrinogénio;

(b) menos de 50 pg/mg de proteina total de ativador do plasmino-
génio tecidual; e/ou

(c) menos de 10 ng/mg de proteina total de plasminogénio.

[0138] Em outro aspecto da presente invencao, é fornecida uma
solucdo compreendendo:

(@) pelo menos 90% de proteina total de fibrinogénio;

(b) menos de 20 pg/mg de proteina total de ativador do plasmino-
génio tecidual; e/ou

(c) menos de 10 ng/mg de proteina total de plasminogénio.

[0139] EM uma modalidade, a solugcdo compreende, adicionalmen-

te:
(@) menos de 2,7 x 10° U/mg de proteina total de fator II; e/ou
(b) menos de 15 mg/mg de proteina total de fibronectina.

[0140] A concentracdo do fibrinogénio e/ou do fator VIl e/ou VWF
na solucéo recuperada pelos métodos aqui apresentados e a concen-
tracdo de impurezas (por exemplo, plasminogénio e/ou ativador do
plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s)) pode ser medida por
quaisquer meios conhecidos dos versados na técnica. Exemplos de
ensaios adequados para medir o fibrinogénio sdo descritos por Mackie
et al. (Br J Haematol. 2003 maio;121(3):396-404). HPLC por exclusao
de tamanho pode, também, ser usada para medir a concentracdo de
fibrinogénio e/ou fator VIII ou uma impureza na solugcdo compreenden-
do fibrinogénio e/ou fator VIII (por exemplo, Cardinali et al. 2010, Arch.
Biochem. Biphys. 493(2):157-168; e Kosloski et al. 2009, AAPS J.
11(3); 424-431). A HPLC também permite ao versado na técnica dis-
criminar entre monémeros e agregados de fibrinogénio. Além disso, a

concentracao de fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF pode ser dife-
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rentes dependendo da sensibilidade do ensaio que é usado. Por
exemplo, a concentracdo de fibrinogénio em uma solucao, conforme
medido usando o ensaio de Clauss, pode ser ligeiramente menor que
a concentragcao medida na mesma solucéo por HPLC.

[0141] Em uma modalidade aqui apresentada, a concentracao de
fibrinogénio monomérico na solucédo é pelo menos 75%, pelo menos
80%, pelo menos 85%, pelo menos 90% ou ao menos 95% de protei-
na total, conforme medido por HPLC de exclusao de tamanho.

[0142] Em outro aspecto da presente invencéo, é fornecida uma
formulacdo farmacéutica compreendendo uma solugcdo que compre-
ende fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF recuperado pelos métodos
aqui apresentados, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Os vei-
culos farmaceuticamente aceitavel adequados, incluindo diluentes e/ou
excipientes farmaceuticamente aceitaveis, serdo conhecidos pelos
versados na técnica. Exemplos incluem solventes, meios de disperséo,
agentes fungicidas e antibacterianos, tensoativos, agentes isotonicos e
de absorcéo e similares.

[0143] A formulacdo farmacéutica pode, também, ser formulada
mediante a adicdo de uma combinacao de estabilizadores adequados,
por exemplo, um aminoacido, um carboidrato, um sal, e um detergen-
te. Em modalidades particulares, o estabilizador compreende uma mis-
tura de um alcool de acucar e um aminoacido. O estabilizante pode
compreender uma mistura de um acucar (por exemplo, sacarose ou
trealose), um alcool de acgucar (por exemplo, manitol ou sorbitol), e um
aminoacido (por exemplo, prolina, glicina e arginina). Em uma modali-
dade preferencial, a formulacdo compreende um aminoacido, tal como
arginina. Em outras modalidades, a formulacdo compreende ions me-
talicos divalentes em uma concentracdo de até 100mM e um agente
complexante, conforme descrito no documento US7045601. Modalida-

des particulares incluem as formulacdes 1 a 7 descritas no Exemplo 1
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de US7045601. Em modalidades particulares, a formulacédo € formula-
da sem a adi¢cdo de nenhum agente anti-fibrinolitico ou proteinas esta-
bilizantes como albumina. Em modalidades nas quais a formulacéo
compreende fibrinogénio, o pH é, de preferéncia, cerca de 6,5a 7,5 e
a osmolalidade € pelo menos 240 mosmol/kg.

[0144] A formulagédo farmacéutica pode, também, ser esterilizada
por filtracdo antes da dispensacdo e armazenamento a longo prazo.
De preferéncia, a formulacao ira reter substancialmente suas caracte-
risticas de estabilidade originais durante pelo menos 2, 4, 6, 8, 10, 12,
18, 24, 36 ou mais meses. Por exemplo, formulacbes armazenadas a
2 a 8C ou 25T podem, tipicamente, reter substanci almente a mesma
distribuicdo de tamanho molecular, conforme medido por HPLC-SEC,
guando armazenadas durante 6 meses ou mais. Modalidades especi-
ficas da formulacdo farmacéutica podem ser estaveis e adequadas pa-
ra uso farmacéutico comercial durante pelo menos 6 meses, 12 me-
ses, 18 meses, 24 meses, 36 meses ou até mesmo mais tempo,
quando armazenada a 2 a 8°C e/ou temperatura ambiente.

[0145] As solugdes e formulacbes farmacéuticas da presente in-
vencao, conforme aqui descrito, podem ser formuladas em qualquer
um dentre muitas formas de dosagem possiveis, como formulacdes
injetaveis. As formulacdes e sua administracdo subsequente (dosa-
gem) estdo dentro da pericia daqueles versados na técnica. A adminis-
tracdo depende da capacidade de resposta do individuo ao tratamen-
to, mas ira durar invariavelmente por tanto tempo quanto o efeito dese-
javel for necessario (por exemplo, um retorno aos niveis plasmaticos
normais de fibrinogénio). Pessoas versadas na técnica podem deter-
minar facilmente as dosagens, metodologias de administracdo e taxas
de repeticdo 6timas.

[0146] Em uma modalidade aqui apresentada, a formulacéo far-

maceéutica da presente invencao tem um volume de pelo menos 5 mL
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e compreende pelo menos 5 mg/mL de fibrinogénio. Em outra modali-
dade, a formulacdo farmacéutica tem um volume de pelo menos 5 mL
e compreende pelo menos 20 mg/mL de fibrinogénio. Em modalidades
particulares, a formulacédo farmacéutica tem um volume de pelo menos
5 mL e compreende fibrinogénio a uma concentracdo de cerca de 20
mg/mL, 25 mg/mL, 30 mg/mL, 35 mg/mL, 40 mg/mL, 45 mg/mL, 50
mg/mL, 55 mg/mL, 60 mg/mL, 65 mg/mL, 70 mg/mL, 75 mg/mL, 80
mg/mL, 90 mg/mL ou 100 mg/mL. Em outro aspecto, é fornecido um
frasco contendo pelo menos 5 mL de uma solucéo de fibrinogénio es-
tavel farmaceuticamente aceitavel, em que a concentracdo de fibrino-
génio é pelo menos 20 mg/mL.

[0147] Em outro aspecto da presente invencdo, é apresentado um
método para tratar ou prevenir uma condi¢do associada com deficién-
cia de fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF, o método compreendendo
a administracdo a um individuo que necessite, de uma solucdo com-
preendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF recuperado pelo meé-
todo da presente invencao, conforme revelado aqui, ou a formulacéo
farmacéutica da presente invencao, conforme revelada aqui.

[0148] Em outro aspecto da presente invencgao, € fornecido o uso
de uma solucdo compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF
recuperado pelo método da presente invencao, conforme revelado na
presente invengao, na fabricacdo de um medicamento para tratar ou
prevenir uma condi¢cdo associada com deficiéncia de fibrinogénio e/ou
fator VIII e/ou VWF. Os versados na técnica estardo familiarizados
com os tipos de condi¢cdes associadas com a deficiéncia de fibrinogé-
nio e/ou fator VIII e/ou VWF. Em uma modalidade, a condi¢ao relacio-
nada ao fibrinogénio é selecionada do grupo que consiste em afibrino-
genemia, hipofibrinogenemia e disfibrinogenemia. Em uma modalida-
de, a condicéo relacionada ao fator VIl e/ou VWF é selecionada do

grupo que consiste em hemofilia A, disturbios de sangramento (por
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exemplo, funcéo plaquetaria defeituosa, trombocitopenia ou doenca de
von Willebrand), lesao vascular, sangramento causado por trauma ou
cirurgia, sangramento devido a terapia com anticoagulante, sangra-
mento devido a doenca hepatica.

[0149] Outras condicdes que podem ser trataveis com uma solu-
¢ao compreendendo fibrinogénio e/ou fator VIII e/ou VWF recuperado
pelos métodos da presente invenc¢do, conforme revelado aqui, incluem
ferimentos importantes e hemorragia grave e queimaduras. Em casos
de hipofibrinogenemia e afibrinogenemia, uma solugdo compreenden-
do fibrinogénio preparada de acordo com a presente invengdo pode
ser injetada intravenosamente no paciente que necessite da mesma
de modo a compensar o estado de deficiéncia de fibrinogénio e as do-
sagens podem ser determinadas pelo versado na técnica com base no
grau de deficiéncia.

[0150] Uma solucdo compreendendo fibrinogénio recuperado pe-
los métodos da presente invencao tem, também, vantagens no uso de
colas de fibrina (também conhecidas como selantes de fibrina) devido
a falta de niveis desestabilizantes de plasminogénio e/ou ativador do
plasminogénio tecidual e/ou outra(s) protease(s). O tPA converte o
plasminogénio em sua forma ativa, plasmina, que, por sua vez, digere
0 coagulo de fibrina e, portanto, reduz a formacao de coagulos medi-
ante aplicacao toépica (por exemplo, para hemostase).

[0151] As colas de fibrina compreendem, tipicamente, dois com-
ponentes: (i) fibrinogénio (frequentemente junto com fator Xlll e um
inibidor de fibrindlise como aprotinina), e (ii) trombina (frequentemente
junto com ions calcio). Os dois componentes sdo reconstituidos de
modo a preparar a cola pronta para uso. A cola de fibrina € usada em
aplicacdes clinicas e veterinarias para simular a Ultima etapa da coa-
gulacdo através da formacdo de fibras de fibrina reticuladas usando

uma combinacdo de fibrinogénio com trombina na presenca de calcio
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e fator Xlll. A cola de fibrina tem diversas aplicaces em medicina cli-
nica e veterinaria, que inclui hemostase, fechamento de lesdes, profi-
laxia de adeséo e cura de ferimentos. A cola de fibrina também pode
ser usada para fechar lesdes de pele (incluindo transplante de pele),
para selar suturas e para unir tecidos conjuntivos, como 0sso, cartila-
gem e tendbes. Desta forma, em outro aspecto aqui apresentado, €
fornecida uma cola de fibrina compreendendo a solugdo compreen-
dendo fibrinogénio recuperada pelos métodos da presente invencao,
conforme revelado aqui.

[0152] Os versados na técnica apreciardo que a invencao aqui
descrita é suscetivel a variacdes e modificacdes além daquelas espe-
cificamente descritas. Deve ser compreendido que a invencao inclui
todas as variacdes e modificacdes que se enquadram no espirito e es-
copo. A invencado também inclui todas as etapas, caracteristicas, com-
posi¢cdes e compostos mencionados ou indicados neste relatério des-
critivo, individualmente ou coletivamente, e toda e quaisquer combina-
cOes de quaisquer duas ou mais das etapas ou caracteristicas.

[0153] Certas modalidades da invencéo serdo agora descritas com
referéncia aos seguintes exemplos, que s&o concebidos apenas com o
propadsito de ilustracdo e ndo se destinam a limitar o escopo da gene-
ralidade descrita acima.

EXEMPLOS

Exemplo 1 — Purificacdo de fibrinogénio através de re  sina croma-
tografica de inducdo de carga hidrofébica (HCIC) HE A, PPA e MEP
[0154] Crioprecipitado de plasma humano agrupado foi usado co-
mo o0 material de partida (isto €, matéria-prima contendo fibrinogénio).
Resumidamente, o crioprecipitado de plasma agrupado foi solubilizado
em um tampdo de extracdo contendo citrato trisodico 20 mM, &cido
épsilon-amino caproico 200 mM (e-ACA), 60 IU/mL de heparina e NaCl
500 mM (pH 7,2 £ 2) a 31 £ 2C durante 30 minutos ( 1g de crioprecipi-
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tado por 4g de tamp&o). Hidréxido de aluminio 2% (p/p) foi, entdo, adi-
cionado ao crioprecipitado solubilizado a uma concentracdo de 25%
(p/p). Apo6s isto, o gel de hidréxido de aluminio foi removido por centri-
fugacao ou filtragcado profunda e o sobrenadante contendo fibrinogénio
foi recuperado para purificacdo cromatografica adicional através de
uma resina cromatografica de HCIC.

[0155] O sobrenadante contendo fibrinogénio foi aplicado a colu-
nas de cromatografia que foram empacotadas com 1,8 mL de resina
HEA, PPA ou MEP Hypercel™. As colunas de cromatografia foram
pré-equilibradas em Tris 25 mM em um pH diferente, na faixa de 6,5 a
8,5. O sobrenadante contendo fibrinogénio foi carregado na coluna de
cromatografia a uma razdo de aproximadamente 11 mL/mL de resina.
A purificacao por HCIC foi feita em modo negativo com relagao ao fi-
brinogénio, no qual o fibrinogénio foi deixado passar na fracao de es-
coamento ndo ligada, enquanto que a maior parte do t-PA, plasmino-
génio e Factor Il permaneceu ligada a resina.

[0156] As figuras 1 to 3 mostram a etapa de recuperacao de fibri-
nogénio, plasminogénio, t-PA e fator Il apGs a purificacdo cromatogra-
fica usando HEA Hypercel™, PPA Hypercel™ e MEP Hypercel™. Os
resultados mostram que o pH tem pouco ou nenhum efeito sobre a li-
gacao do plasminogénio a estas resinas, enquanto que a ligacéo do t-
PA as resinas parece ser mais eficaz na faixa mais baixa de pH. A co-

luna HEA Hypercel™

mostrou a maior recuperacao de fibrinogénio na
fracdo de escoamento e a faixa de pH de funcionamento pareceu ter
pouco efeito sobre a recuperacéo de fibrinogénio em comparagao com
aquela observada para as colunas de PPA e MEP Hypercel™. Ambas
as colunas de PPA e MEP apresentaram a maior recuperacéo de fibri-
nogénio na fracao de escoamento em pH 8,5.

Exemplo 2 — Nivel de impurezas em uma solucéo de fib  rinogénio

reduzida atravées de HEA Hypercel
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[0157] Aproximadamente 48,5 mL do crioprecipitado solubilizado
contendo fibrinogénio preparado de acordo com o Exemplo 1 foram
aplicados a uma coluna de 5 mL de HEA Hypercel™ que foi pré-
equilibrada em Tris 25 mM em pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 ou 8,5. A purifica-
cao por HCIC foi feita em modo negativo com relagao ao fibrinogénio,
no qual o fibrinogénio foi deixado passar na fracdo de escoamento nao
ligada, enquanto que o t-PA, o plasminogénio e o Factor Il permanece-
ram ligados a resina. A figura 4a mostra a etapa de recuperacao de
fibrinogénio, plasminogénio, t-PA e fator Il durante a purificacdo poés-

cromatogréfica usando HEA Hypercel™

. Os resultados mostram que o
pH teve pouco ou nenhum efeito sobre a ligagcdo de plasminogénio e
fator Il a resina de HCIC, enquanto que a ligacéo de t-PA a resina pa-
receu ser mais eficaz na faixa pH mais baixa de 6,5 a 7,0. A recupera-
¢ao do fibrinogénio foi maior que 90% na fragdao de escoamento sob
diferentes condi¢des de pH apesar de nenhuma lavagem da coluna ter
sido feita. Conforme mostrado na figura 4a, estes resultados demons-
tram a remocao eficaz de proteases em uma matéria-prima bruta con-
tendo fibrinogénio, tal como crioprecipitado solubilizado, pela resina de
HCIC. Por exemplo, a condi¢cdo experimental feita em pH 7,0 demons-
trou uma reducdo de = 99,9 % para o fator Il, 88,3% para t-PA e =
98,2% para plasminogénio a partir da solucdo de crioprecipitado solu-
bilizada.

[0158] O fibrinogénio permaneceu estavel na solugdo durante pelo
menos 6 dias a temperatura ambiente (aproximadamente 20C). Os
resultados sao apresentados nas figuras 4b e 4c.

Exemplo 3 — Nivel de impurezas em uma solucéo de fibor  inogénio
purificada através de HEA Hypercel

[0159] Aproximadamente 500 mL do sobrenadante contendo fibri-
nogénio obtido apds a etapa de adsorcdo em Alhydrogel™, gerado de

acordo com o Exemplo 1, foram carregados em uma coluna XK 16/30
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empacotada com 36 mL de resina HEA Hypercel™, pré-equilibrada em

Tris 25 mM pH 7,0. A fracdo de escoamento foi coletada para realiza-

cao de teste de fibrinogénio, plasminogénio, t-PA, e fator Il. Um resu-

mo dos resultados é fornecido na tabela 1 abaixo.

TABELA 1
Volu- Proteina | Fibrino- | Plasmino- |t-PA Fator Il
me (mg/mL) | génio por | génio (rg/mL) | (U/mL)
(mL) Clauss (ng/mL)
(mg/mL)
Sobrena- 500 21,8 16,0 53172,0 1716,5 | 0,0009
dante de 7
fibrinogé-
nio
Fracdo de |540 17,6 13,2 15655,5 706,7 |0,0002
escoamen- 5
to
% de recu- 87,2% |89,1% 31,8 % 445 % | 27,8 %
peracao na
fracao de
escoamen-
to
Exemplo 4 — O efeito da precipitacdo de glicina sobr e o nivel de
impurezas em uma solugao de fibrinogénio purificada atraves de

HEA Hypercel

[0160]

O sobrenadante contendo fibrinogénio apds a etapa de ad-

sor¢cdo em Alhydrogel, gerado de acordo com o Exemplo 1, foi subme-

tido a uma etapa de precipitacado adicional pela adicdo de uma solucao

salina compreendendo glicina 2,4M, NaCl 2,7M, CaCl, 2,1mM e citrato

trisddico 23mM (pH 6,6 a 7,3). O precipitado solubilizado foi aquecido

a 30T antes de ser adicionado ao tampéao de glicina, que também foi
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incubado a 30C, a uma razao entre o produto e o tampao de 1:2. A
mistura foi deixada em agitacdo durante 10 minutos e o precipitado
resultante foi recuperado da fase liquida por centrifugacdo. A fase li-
guida, gue continha predominantemente fibronectina e IgG, foi descar-
tada e o precipitado contendo fibrinogénio foi coletado e ressuspenso
em um tampao de solubilizacdo contendo NaCl 100mM, CaCl, 1,1mM,
citrato trisddico 10mM, tris-(hidroximetil metilamina) 10mM e sacarose
4,5mM (pH 7,0). O intermediéario de fibrinogénio solubilizado (250 mL)
foi clarificado usando um filtro de 1mm antes de ser passado através
de uma coluna XK 16/30 empacotada com 36 mL de resina HEA

Hypercel™

pré-equilibrada em Tris 25mM pH 7,0. A fracdo de escoa-
mento foi coletada para realizacao de testes de fibrinogénio, plasmino-
génio, t-PA e fator Il e um resumo dos resultados é fornecido na tabela
2 abaixo.

[0161] Os resultados demonstram que a ligacao de plasminogénio,
t-PA e fator Il & resina de HEA Hypercel™ foi mais eficaz sob estas
condicdes de processamento em comparacdo aquela observada sob
as condicOes descritas no Exemplo 2. Os resultados de caracterizacao
mostram uma recuperacao na etapa de aproximadamente 93% para o
fibrinogénio, 6% para plasminogénio, 12% para t-PA e 5 % para o fator
I

TABELA 2

Volu- Proteina | Fibrino- | Plasmino- |t-PA Fator Il

me (mg/mL) | génio por | génio (rg/mL) | (U/mL)

(mL) Clauss (ng/mL)

(mg/mL)

Intermedia- | 250,0 |29,7 30,3 48457,0 3408,4 | 0,002
rio de fibri-
nogénio so-

lubilizado
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Fragdo de 285,2 26,4 24,6 2646,8 984,2 | 0,0000
escoamento 8

% de recu- 101% |92,6 6,2 % 12,3% | 4,6 %
peracao na

fracao de

escoamento

Exemplo 5 — Preparacao de fibrinogénio purificado a p  artir de cri-
oprecipitado de plasma

[0162] Etapa de processamento 1 — Solubilizac&o de crioprecipita-
do de plasma;

[0163] Etapa de processamento 2 — Concentragédo de adsorcao de

|TM

Alhydrogel™ (hidréxido de aluminio) (Alhydrogel™: alvo 15 a 20% p/p,
na faixa de 10 a 50% p/p) de crioprecipitado de plasma solubilizado e
recuperacdo de sobrenadante contendo fibrinogénio usando métodos
como centrifugacédo ou filtracdo profunda na presenca de um auxilio de
filtracdo. Alternativamente, esta etapa pode ser substituida por uma
etapa cromatogréafica de HCIC em modo negativo (escoamento) com
relagdo ao fibrinogénio ou uma combinacéo de HCIC e cromatografia
de troca de anions, ambas em modo negativo com relag&o ao fibrino-
génio. Se ambas a HCIC e a cromatografia de troca de anions forem
usadas em combinacdo, entédo, a etapa de processamento 3 é opcio-
nal,

[0164] Etapa de processamento 3 — Precipitacdo de fibrinogénio
por glicina a partir do sobrenadante contendo fibrinogénio da etapa 2.
Alternativamente, esta etapa pode ser trocada por uma cromatografia
de troca de anions em modo negativo com relacéo ao fibrinogénio;
[0165] Etapa de processamento 4 — Passagem do precipitado de
glicina solubilizado da etapa 3 através de uma resina cromatografica
de HCIC em modo negativo com relacdo ao fibrinogénio;

[0166] Etapa de processamento 5 — Tratamento da solucéo de fi-
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brinogénio purificada recuperada na etapa 4 com solvente ou deter-
gente ou pasteurizacdo para inativar patégenos;

[0167] Etapa de processamento 6 — Passagem da solugéo tratada
da etapa 5 através de uma resina cromatografica de troca de anions
em modo positivo com relacao ao fibrinogénio, lavagem das proteinas
fracamente ligadas da resina e eluicdo do fibrinogénio da resina;

[0168] Etapa de processamento 7 — Submeter o fibrinogénio eluido
da resina de troca de anions na etapa 6 a nanofiltracdo (35nm ou
20nm ou uma combinacéo de 35/20 nm); e

[0169] Etapa de processamento 8 — Submeter o fibrinogénio filtra-
do da etapa 7 a ultrafiltracdo (membranas filtrantes de 50, 100, 200 e
300 kDa).

Exemplo 6 — Preparacéo de fibrinogénio purificado por uma com-
binacao entre HCIC e cromatografia de troca de anio  ns

[0170] Trés experimentos em escala laboratorial foram completa-
dos, nos quais aproximadamente 100 g de crioprecipitado foram pre-
parados de acordo com as etapas descritas nos exemplos 1 a 3 atra-
vés da etapa de cromatografia em modo misto usando uma coluna
HEA Hypercel™,

[0171] A fracdo de escoamento (drop-through) da coluna HEA

Hypercel™

, que continua predominantemente fibrinogénio, foi subme-
tida a um tratamento de um dia para o outro com solvente/detergente
para inativacdo do virus.

[0172] A solucdo com inativacao viral foi, entdo, diluida para < 10
mS/cm usando Tris 25 mM (pH 8,0) antes de ser carregada em uma
coluna de troca de anions (XK 50/30, GE Healthcare), empacotada
com aproximadamente 412 mL de resina MacroPrep™-HQ que foi pré-
equilibrada com Tris 25 mM (pH 8,0). A fracdo de fluxo de passagem
foi descartada e a coluna MacroPrep™-HQ foi lavada com 4 volumes

de coluna de um tampao de lavagem contendo NaCl 90 mM, Tris 50
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mM, EACA 20 mM (pH 8,0). Sob estas condi¢cdes cromatogréficas, a
fracao inicial de fluxo de passagem e as fracOes de lavagem contém
predominantemente plasminogénio e t-PA, enquanto o fibrinogénio
permaneceu ligado a resina cromatografica. A forma monomérica do
fibrinogénio foi seletivamente eluida da coluna MacroPrep™-HQ usan-
do um tampéo de eluicdo compreendendo NaCl 200 mM, Tris 10 mM,
citrato trisddico 10 mM, sacarose 46 mM CaCl, 1,1 mM (pH 7,0), dei-
xando os agregados de fibrinogénio e proteinas de baixo peso molecu-
lar ligadas & resina MacroPrep™-HQ.

[0173] Os intermediarios de produto gerados a partir do criopreci-
pitado solubilizado através do eluato da cromatografia em MacroPre-
p™-HQ foram caracterizados para os niveis de fibrinogénio, t-PA,
plasminogénio, fibronectina e fator Il e para as recuperacdes da etapa
de processamento para cada uma destas proteinas nos varios esta-
gios do processo. Os resultados sao mostrados na Tabela 3, que re-
presenta um valor médio destes trés lotes de consisténcia em escala
laboratorial separados. A recuperacéo do processo total para o fibrino-
génio e proteinas co-purificadas comegando com o crioprecipitado do
plasma através do eluato de MacroPrep™-HQ é mostrada na Figura 5.
[0174] A pureza do fibrinogénio que foi recuperado da resina cro-
matogréafica MacroPrep™-HQ foi maior que 95%, conforme revelado
por cromatografia por HPLC de exclusdo de tamanho analitica. Uma
representacdo do perfil de HPLC do fibrinogénio analisado em
TSKGel™ G4000SWXL (Tosoh Corporation) é mostrada na Figura 6.
Conforme mostrado na figura 6, 0 monémero de fibrinogénio é eluido
em um tempo de retencao de aproximadamente 17,4 minutos e contri-
buiu para 96,6% da area de pico total, enquanto o dimero de fibrino-
génio e/ou outras proteinas de alto peso molecular sé&o eluidas em um
tempo de retencao de aproximadamente 14,8 minutos.

[0175] Adicionalmente, os lotes de fibrinogénio foram fabricados
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em escala piloto (81 kg de equivalente de plasma) de acordo com o
processo descrito nos exemplos 5 e 6. As caracteristicas das prepara-
¢cOes de fibrinogénio sdo fornecidas na tabela 4.

Exemplo 7 — Filtracao viral do fibrinogénio purificad o]

[0176] A capacidade de filtracdo através de um filtro de virus de
20nm foi examinada para preparacdoes de fibrinogénio obtidas de
acordo com o método do exemplo 6 em que a etapa de eluicdo em
MacroPrep™-HQ usou NaCl 190mM (21,5mS/cm), NaCl 200mM (22,5
mS/cm), NaCl 210mM (23,5 mS/cm) ou um tampao de NaCl 200mM
contendo 1% (p/p) de arginina (25 mS/cm).

[0177] O método envolveu formular as preparacées com 3 % (p/p)
de arginina a um pH de cerca de 7,5 (a concentracdo de proteina das
amostras foi de aproximadamente 6 g/L). As preparacdes formuladas
foram entéo filtradas usando um filtro de 0,1um antes da etapa de fil-
tracdo do virus. A etapa de filtracdo do virus foi executada usando um
filtro Pall SV4™ de 47mm em modo terminal usando uma pressdo
constante de 1,8 bar. Os resultados indicam que as preparagdes de
fibrinogénio obtidas a partir da coluna MacroPrep™ HQ usando
190mM, 200mM ou 210mM resultam em caracteristicas de filtracéo
similares. Em contrapartida, a preparacédo de fibrinogénio eluida da
coluna MacroPrep™ HQ usando tamp&o de NaCl 200mM contendo
1% (p/p) de arginina sujou rapidamente o filtro (figura 7).

Exemplo 8 — Estudo de estabilidade

[0178] A solucéo de fibrinogénio purificada recuperada pelo méto-
do descrito no Exemplo 5 acima foi filtrada de forma estéril e submeti-
da a um estudo de estabilidade ao longo de um periodo de 9/7 sema-
nas a 2°-8T ou 30<C. A preparacao de fibrinogénio liquida colocada a
2° a 8T reteve cerca de 90% de sua atividade original, conforme me-
dido pelo método de Clauss apés o periodo de armazenamento de 9

semanas. A preparacdo de fibrinogénio liquida colocada a 30T reteve
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cerca de 70% de sua atividade original apds o periodo de armazena-

mento de 2 semanas e nao perdeu atividade adicional durante pelo

menos 5 semanas. Uma reducéo adicional na atividade para abaixo de

60% foi observada na semana 7 da incubacéo a 30°C. A perda da ati-

vidade de fibrinogénio a 30C provavelmente é atrib uida & desnatura-

cao por calor, ao invés de degradacao proteolitica, ja que a adicdo de

um inibidor de protease (C1 esterase) nao inibe a perda de atividade

do fibrinogénio ao longo do periodo de armazenamento de 5 semanas.

Um sumério dos dados de estabilidade é fornecido na figura 8.

TABELA 3
Etapas de Prote
Proteina ( roéillr;?/(;oa- Plasminogénio t-PA Fator Il Fibronectina
process mg/mL) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
samento
Recupe- . Recu- Recupe-
Cone.| Conc Recupe pera- | Conc ragé?o Cone. | Recupe- | cone | Recupe-
ragdo da ma/ | racéo da Conc. %0 dalma/m | da ragdo da ragdo da
(mg/ (mg . ¢ (ng (UML| gtapa |(mg/m| etapa
mL) etapa | mL) | etapa |(UG/ML)| etapa | L) etapa ) %) D) %)
%) (%) (%) (%)
Criopreci-
itado
P 31,0 23,5 65,44 9,00 0,280 8,15
solubiliza- 41
do
Filtrado de
criopreci-
pitado
solubiliza- 0.000 c
15,8 81% 11,6 80% 39,04 [ 96% | 2,20 | 39% ' 0,3% | 3,47 o
do — pés 57 70%
tratamento
com
Al(OH)3
Precipita-
do de
solugéo
salina de | 30,3 76% 27,6 95% 45,78 | 46% | 5,55 | 101% O,;)é)o 26,0% | 3,18 37%
glicina
solubiliza-
da
Fracdo de
escoa- 0,000
22,7 93% 20,5 92% 2,20 6% | 0,98 22% ' 39% 2,79 97%
mento de 08
HEA
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Hypercel

Incubagéo
SD &
Cromato-
74 80%
grafia em

Macro-

prep-HQ

6,7 79%

0,04 5%

0,13

<0,00

9
38% 002

0%

0,09 8%

TABELA 4

N° do lote

% de proteina

coagulavel

96

94

95

94

tPA por mg de

proteina

(rg/mg)

12

24

17

21

Plasminogénio
por mg de pro-

teina (ng/mgq)

Fator Il por mg
de proteina
(IU/mg)

3,3x 107

3,9x 107

55x 107

9,6 x 10”7

Exemplo 9 — Reducao dos niveis plasmaticos de protea

solugao contendo fator VIIl e/ou VWF usando HEA Hyperc

Sé em uma

el

[0179] Este exemplo demonstra que a etapa de cromatografia de

HCIC também pode ser empregada para reduzir as proteases em pre-

paracdes contendo fator VIII e/ou VWF. O método envolveu clarificar a

solucdo contendo fibrinogénio obtida no exemplo 4 usando um filtro

profundo antes, e entdo passar a solucéo clarificada através de uma

segunda resina cromatografica de inducdo de carga hidrofobica

(HCIC). A etapa de HCIC foi operada sob condi¢cbes para permitir as

proteases, como plasminogénio, se ligarem a resina, enquanto que o

fator VIl e VWF foram capazes de passar através da resina. Em parti-
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cular, uma coluna XK 50/30 foi empacotada com 340 mL de resina
HEA Hypercel™. A coluna foi pré-equilibrada em Tris 50mM pH 6,7. A
solucdo de fibrinogénio clarificada preparada de acordo com o0 exem-
plo 4 foi, entdo, carregada na coluna e a coluna foi lavada com Tris
50mM pH 6,7. A fracdo de escoamento foi coletada e os niveis de fator
VI, VWE, plasminogénio e t-PA determinados (VWF:RCo = cofator da
Ristocetina de Von Willebrand). Um resumo dos resultados médios
obtidos a partir de testes 4 individuais é fornecido na tabela 5. Os re-
sultados indicam que a etapa cromatografica de HCIC removeu de
maneira eficaz proteases como plasminogénio e tPA da fracdo com-
preendendo o fator VIII e VWF. Além disso, boas recuperacfes de fa-

tor VIl e VWF foram observadas.

TABELA 5
Volume | Fator VWF:RCo | Plasminogénio | t-PA
(mL) VI (IU/mL) (ng/mL) (rg/mL)
(IU/mL)
Pré HEA 3377,7 10,9 11,9 28617,1 2957,4
Hypercel
Poés fracdo de | 3949,3 8,7 10,6 1874,0 683,5
escoamento
de HEA
Hypercel
% de recupe- 93% 104% 8% 27%
racao na fra-
¢cao de esco-
amento
Exemplo 10 — Estudo comparativo do fibrinogénio purif icado a

partir de diferentes métodos
[0180]

A preparagao de fibrinogénio fabricada de acordo com o

método da presente invencao, conforme descrito no exemplo 6, foi




67/69

comparada as preparacdes de fibrinogénio produzidas pelos métodos
descritos em W02001048016, W02012038410 e W02013135684.

(a) Preparacao de fibrinogénio produzida por uma modalidade prefe-
rencial dos métodos descritos em W02001048016.

[0181] Resumidamente, o método envolveu suspender a pasta da
fracdo | no tampéo de extracdo (NaCl 0,8M, EACA 5mM (&cido épsi-
lon-aminocaproico), Na-citrato 20 mM, 60 IU/mL de heparina, pH 7,3)
(1g de fracéo | para 8,33 g de tampao de extracao). A solucao foi, en-
tdo, misturada a 37°C durante 1,5 horas antes de 50 g de uma solugéo
de 2% de AI(OH); (Alhydrogel) ser adicionada por grama de fracao |
(10,8%). A mistura foi agitada durante 15 minutos a temperatura ambi-
ente e, entdo, centrifugada a 5.000g durante 10 minutos com o pélete
descartado. O sobrenadante tratado com Alhydrogel foi adicionado a
um tampao de glicina/NacCl (glicina 2,1M, Na-citrato 20 mM, NaCl 3,6M
e CaCl, 2,4mM) (ambas as solucdes foram pré-equilibradas a 30°C). A
adicdo do sobrenadante ao tampéao foi completada em cerca de 4,5
minutos (1 parte de sobrenadante a 2,05 partes de tampéo). A mistura
foi entdo agitada durante 20 minutos a 30°C antes de ser centrifugada
durante 10 minutos a 5010g (o sobrenadante foi descartado). O preci-
pitado foi, entdo, ressolubilizado em tampéo D (NaCl 100mM, CacCl,
1,1mM, Na-citrato 10mM, tris 10mM, sacarose 45mM, pH 6,9) a tem-
peratura ambiente com mistura durante 2 horas (1/3 do volume usado
para ressuspender a fracdo |) (Exemplo 1, sec¢des 1.1.1 a 1.1.6,
W00148016). A solucao contendo fibrinogénio ressolubilizada foi, en-
tdo, carregada em uma coluna MacroPrep™ HQ (XK26 com altura de
leito de 20cm). A coluna foi pré-equilibrada com pelo menos 1,5 volu-
mes de coluna (CV) de tampéao MQ (Tris 50mM, NaCl 100mM, EACA
20mM, pH 8,0 a 10mL/min (113 cm/h). O equilibrio foi continuado até a
coluna pés condutividade ser 90 a 110% do tampéao preparado. A so-

lucdo de fibrinogénio foi, entdo, carregada na coluna e a coluna foi la-
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vada com 6 CV de tampao MQ. O fibrinogénio foi eluido como um uni-
co pico usando tampao ME (NaCl 500mM, CaCl, 1,1 mM, Na-citrato
10mM, Tris 10mM e sacarose 45mM, pH 7,0). A coluna pode ser rege-
nerada usando 2CV de NaCl 1M (Exemplo 2, W0O2001048016).

(b) Preparacao de fibrinogénio produzida por uma modalidade prefe-
rencial dos métodos descritos anteriormente em W02012038410 e
W02013135684.

[0182] O crioprecipitado, produzido a partir de plasma por métodos
estabelecidos, foi reconstituido ou solubilizado em torno de pH neutro,
submetido a adsorcao com Al(OH); e o gel resultante foi removido por
centrifugacédo. O sobrenadante foi, entdo, submetido a inativacao viral
por tratamento com solvente/detergente (S/D). Os compostos S/D, Tri-
ton e TnBP foram extraidos com 6leo vegetal e a fase aquosa foi colo-
cada em contato com Fractogel® EMD-TMAE. As condi¢des cromato-
graficas (valor de pH de 6,9 a 7,1 e uma osmolalidade de 570 a 610
mosmol/1) foram empregadas sob as quais o fibrinogénio ndo se ligou
ao gel e, portanto, foi encontrado no fluxo de passagem ou sobrena-
dante. A solucdo de fibrinogénio ndo ligado foi agitada durante cerca
de 90 minutos apds a adicéo de glicina (concentracédo final de 1mol/l e
pH=7,4) na presenca de EDTA 20mM para precipitar o fibrinogénio. O
precipitado contendo fibrinogénio foi, entdo, separado por centrifuga-
cao, gerando uma pasta de fibrinogénio intermediaria. A pasta de fibri-
nogénio intermediaria foi ressuspensa em tampao Tris 20mM (pH=
cerca de 8,0). A suspensao obtida foi, entao, filtrada e submetida a ul-
tra/diafiltracdo. A solugcédo contendo fibrinogénio resultante foi, entao,
carregada em GigaCap Q-650M® e o gel ou resina cromatogréfica foi
pré-equilibrada com o mesmo tampdao Tris usado para a ressuspensao
antes da aplicacao da solucéo de fibrinogénio. As substancias ligadas
de maneira frouxa foram removidas por lavagem com o tampao de

equilibrio seguido de lavagem com um tamp&o de lavagem (1,5 g/l de
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citrato de sodio, 6,0 g/l de cloreto de sddio, ajustado para cerca de
pH=7,0 e uma condutividade de cerca de 12,0 mS/cm). O fibrinogénio
foi, entdo, eluido da coluna de cromatografia com um tamp&o de elui-
cao (1,5 g/l de citrato de sédio, e 10,0 g/l de glicina ajustado para o
mesmo pH que o tampéao de lavagem e ajustado com cerca de 7,0 g/l
de NaCl para uma condutividade de 13,1 a 15 mS/cm.).

[0183] As solucdes contendo fibrinogénio obtidas a partir dos meé-
todos descritos em WO02001048016, WO02012038410 e
W02013135684 foram testadas para os niveis de proteina total (Biu-
ret), fibronectina e plasminogénio. Além disso, as amostras foram co-
locadas em um teste de estabilidade a 2 a 8°C e 30°C.

[0184] Uma comparacdo das propriedades das preparacdoes de
fibrinogénio é fornecida na Tabela 6. Os resultados dos estudos indi-
cam que o fibrinogénio fabricado a partir dos métodos da presente in-
vencao contém teores mais baixos de plasminogénio em comparacéao

aos outros métodos.

TABELA 6
Preparacbes | Método do Método de Método de
de fibrinogé- | exemplo 6 W02001048016 [ W02012038410
nio /
W02013135684
Fibronectina
(ug/mg de 12 11 0,09
proteina)
Plasminogé-
nio (ng/mgde |5 54 791

proteina)
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REIVINDICAGOES

1. Método para reduzir o nivel de ao menos uma proteina
selecionada do grupo que consiste em plasminogénio, ativador do
plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) em uma solugdo
compreendendo uma proteina selecionada do grupo que consiste em
fibrinogénio caracterizado pelo fato de que compreende:

(i) passar uma matéria-prima que compreende fibrinogénio,
através de uma resina cromatografica de indugao de carga hidrofébica
sob condicdes selecionadas para que uma proteina, selecionada do
grupo que consiste em plasminogénio, ativador do plasminogénio
tecidual e outra(s) protease(s), presente na matéria-prima seja ligada a
resina; e

(i) recuperar uma solugao que compreende fibrinogénio, que
passa através da resina, em que a concentragdo de uma proteina
selecionada do grupo que consiste em plasminogénio, ativador do
plasminogénio tecidual e outra(s) protease(s) na solugéo € reduzida em
50% ou mais em comparagdo a matéria-prima, em que a resina
cromatografica de indugéo de carga hidrofébica é equilibrada a um pH
de 6,5 a 8,5 antes de passar a matéria-prima e / ou solugcao
compreendendo o fibrinogénio através da indugao de carga hidrofébica
resina cromatografica.

2. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende, ainda, passar a solugdo compreendendo
fibrinogénio recuperada na etapa (ii) através de uma resina
cromatografica de troca de anions.

3. Método, de acordo com a reivindicacido 2, caracterizado
pelo fato de que a solugdo compreendendo fibrinogénio é passada
através da resina cromatografica de troca de anions na presenca de
150mM a 270mM de NaCl.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 2 e 3,
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caracterizado pelo fato de que o fibrinogénio € eluido da resina
cromatografica de troca de &anions com um tampdo de eluigdo
compreendendo de 150mM a 300mM de NaCl.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que a matéria-prima é submetida a uma
etapa de inativagdo viral antes da etapa (i).

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 5, caracterizado pelo fato de que a solugdo compreendendo
fibrinogénio recuperada da resina cromatografica de indugédo de carga
hidrofébica, € submetida a uma etapa de inativacao viral.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 6, caracterizado pelo fato de que a matéria-prima €& um
crioprecipitado de plasma solubilizado.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que, antes da etapa (i), proteinas
dependentes de vitamina K sao removidas ou reduzidas da matéria-
prima.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 8, caracterizado pelo fato de que a matéria-prima ou solugao
compreendendo fibrinogénio que é passada através da resina
cromatografica de indugéo de carga hidrofébica tem um pH de 6,5 a 8,5.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a9, caracterizado pelo fato de que a resina cromatografica de indugao
de carga hidrofébica compreende um ligante selecionado do grupo que

consiste em mercaptoetilpiridina, n-hexilamina e fenilpropilamina.
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Figura 1
HEA Hypercel
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Figura 2
PPA Hypercel
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Figura 3
MEP Hypercel
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Figura 4a
Reducao de proteases por HEA Hypercel
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Figura 4c
Estabilidade do crioprecipitado solunilizado apés
adsorcao em HEA Hypercel em temperatura ambiente
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Figura §
Recuperacao total do processo a partir do crioprecipitado (n=3)
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Figura7
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Figura 8

Estabilidade do eluato de MQ a 2 a 8 °C ao longo do tempo
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