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Relatdério descritivo da patente de invengdo para:
“COMPOSICﬁES E METODOS PARA A ESTABILIZACKO DE AGENTES
ATIVOS”

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS CORRELATOS

Esse pedido reivindica o beneficio de acordo com 35 USC
§119(e) do Pedido Provisdério US nlmero 61/477.737,
depositado em 21 de abril de 2011, que é incorporado ao
presente documento como referéncia em sua totalidade.

APOIO DO GOVERNO

Essa invengdo foli realizada com o apoio do Governo sob
subsidios EB002520 concedidos pelo National Institutes of
Health e FA9550-07-1-0079 concedido pela US Air Force. O
Governo detém determinados direitos sobre a invencdo.

CAMPO TECNICO

A presente invengdo se refere, genericamente, aos
métodos e composigdes para a estabilizacdo de agentes ativos.

ANTECEDENTES

A estabilizagdo de agentes ativos & um fator critico
para muitas aplicag¢des, porque os agentes ativos sdo
geralmente instéveis e sensiveis a altera¢des nas condicgdes
ambientais, por exemplo, temperatura, umidade e/ou luz.
Mesmo se um agente ativo for identificado como sendo Util
para uma dada reagdo, a sua aplicagcdo é frequentemente

prejudicada pela falta de estabilidade a longo prazo sob
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condi¢des de processo.

Varios modos para estabilizar os agentes ativos, por
exemplo, enzimas e proteinas terapéuticas, tém sido
estudados, a partir da liofilizagdo para a imobilizacgdo
covalente em diferentes aplicagdes. Em geral, muitos agentes
ativos imobilizados demonstram uma estabilidade melhorada,
provavelmente devido a redugdo da mobilidade para prevenir
altera¢cdes na hidratagdo hidrdfoba e assim a agregacdo e
perda de atividade. As técnicas para a imobilizacd3o de
agentes ativos, por exemplo, enzimas, geralmente agrupadas
em quatro categorias: (1) adsor¢do ndo covalente de enzimas
para o transporte para as superficies do material, (2)
ligagdo covalente &s superficies de materiais, (3)
aprisionamento fisico dentro de uma matriz de material, e
(4) reticulagdo de uma enzima para "bloguear" a estrutura.
Todas essas abordagens sdo um compromisso entre manter a
atividade catalitica elevada enquanto obtendo as vantagens
acima enumeradas. A auséncia de materiais que proporcionam
sitios de ligagédo de superficie especificos ou
microambientes hidréfilos/hidréfobos relativos para retencdo
de carga elevada e a atividade de agentes ativos limita a
aplicacédo das abordagens de imobilizacgdo a base
transportador acima. Além disso, para muitas aplicacdes,

materiais de transporte precisam ser biodegradaveis e
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biocompativeis para aplica¢des biomédicas, o que exclui o
uso da maioria dos materiais de polimeros sintéticos.

Recentemente, as novas abordagens de imobilizacdo tém
sido desenvolvidas para melhorar a estabilidade e atividade
do agente ativo, por exemplo, enzimas. Por exemplo, o
microambiente do material de suporte pode ser manipulado
pelo uso de agentes de bloqueio para reduzir os sitios de
ligacdo néo especificos. Alternativamente, as macromoléculas
hidréfilas podem ser introduzidas prdéximas ao agente ativo,
ou espacadores hidrofilicos usados entre o agente ativo e a
superficie do material. Além disso, os materiais sol-gel tém
sido utilizados para a imobilizagdo e verificou-se que
aumentam a atividade das enzimas, por exemplo, lipases, até
100 vezes, devido aos efeitos de confinamento
microambiental.

Além disso, os métodos de reticulacdo enzimaticos foram
combinados com cristalizagdo de proteinas para gerar
cristais de enzima reticulados (CLECs) com o aumento da
estabilidade da enzima e a seletividade quando comparados &
enzima nativa. Embora este método tenha sido usado por
indGstrias farmacéuticas para formular medicamentos de
proteinas terapéuticas, a cristalizag¢8o de proteinas &
complicado e muitas vezes imprevisivel. Os agregados

enzimaticos reticulados (CLEAs) podem ser obtidos por
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precipitagdo de proteinas, seguido por reticulacdo com
glutaraldeido. Os CLEA da penicilina acilase apresentaram a
mesma atividade que um CLEC na sintese da ampicilina. As
nanoparticulas magnéticas foram também utilizadas para a
imobilizagdo covalente das enzimas e assim melhoria da
estabilidade da enzima. No entanto, nenhum destes métodos de
imobilizagdo €& biocompativel/biodegraddvel ou simples de
utilizar, proporcionando estabilidade em condigdes
ambientais de armazenamento (por exemplo, temperatura
ambiente) durante longos periodos de tempo.

Em especifica, a estabilizacdo da vacina tem sido um
desafio de longa duragdo e grandes quantidades de vacinas
foram desperdigadas devido ao armazenamento inadequado.
Embora a imunizagdo global, atualmente salve a vida de 2-3
milhdes de criangas por ano, das 10,5 milhdes de mortes de
criangas que ocorrem anualmente, 2,5 milhdes se devem as
doengas que podem ser prevenidas por vacinas. Sarampo,
caxumba e rubéola s8o trés doengas comuns da infancia,
causadas por virus do sarampo, virus da caxumba
(paramyxoviruses) e virus da rubéola (togavirus),
respectivamente, que podem estar associadas a complicacdes
graves e/ou morte. Por exemplo, a pneumonia e a encefalite
sdo causadas por sarampo. A caxumba estd associada a

meningite asséptica, surdez e orquite; e rubéola durante a
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gravidez pode causar a sindrome da rubéola congénita em
recém-nascidos de mies infectadas. O impacto da vacinacédo
contra sarampo, caxumba e rubéola na histdédria natural de
cada doenga mnos US pode ser quantificado através da
comparagdo do nimero méximo de casos de sarampo, caxumba e
rubéola notificados em determinado ano antes do uso da vacina
em relagdo ao numero de casos de cada uma das doencas
relatados em 1995. Para o sarampo, 894.134 casos relatados
em 1941, em comparagdo com 288 casos relatados em 1995
resultaram em uma diminuigdo de 99,97% nos casos relatados;
para a caxumba, 152.209 casos relatados em 1968, em
comparagao com 840 casos relatados em 1995 resultaram em uma
diminuigdo de 99,45% nos casos relatados; e para a rubéola,
57.686 casos notificados em 1969 em comparacdo com 200 casos
notificados em 1995 resultaram em uma reducdo de 99,65%.
Monthly Immunization Table, 45 MMWR 24 (1996).

As vacinas sdo substéncias bioldgicas que podem perder
a sua eficdcia rapidamente se forem muito aquecidas ou
resfriadas, especialmente durante o transporte e
armazenamento. O congelamento inadvertido, aquecimento acima
de 8°C ou outras rupturas na cadeia de resfriamento podem
resultar em falha de eficdcia ou desperdicio da vacina. De
acordo com a OMS, entre 2006-2015, os US terio contribuido

com 35.000 milh8es de ddlares para programas globais de
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vacinagdo. Cerca de um ter¢o serd gasto em vacinas e o
restante serd gasto em sistemas de distribuigdo de vacinas.
Fica claro que mesmo 1% do desperdicio de vacinas em virtude
de falha da cadeia de resfriamento & uma soma considerivel.
De fato, para cinco estados dos Estados Unidos, o desperdicio
médio de 1% a 5% custa cerca de 6 a 31 milhdes de dbélares
americanos. Em outras partes do mundo, o desperdicio de
vacina pode atingir 10%. As duas formas mais comuns de
desperdicio se referem a estabilidade térmica e vida {til,
com o congelamento inadvertido permanecendo como outro
problema importante. Desse modo, existe uma grande
necessidade de agentes ativos estdveis em armazenamento, por
exemplo, vacinas estdveis em armazenamento, com vida dtil
mais longa que possam manter a eficdcia em varias condicBes
ambientais adversas, por exemplo, sem a necessidade de
adequagdo da cadeia de resfriamento.

SUMARIO

Diversas modalidades descritas no presente documento
proporcionam uma composigdo estdvel em armazenamento que
compreende uma matriz de fibroina de seda e um agente ativo
nela distribuido, em que o agente ativo retém pelo menos
cerca de 30% da sua bioatividade original quando a composicio
€ submetida, pelo menos, a um ciclo de mudanca de estado

e/ou €& mantida por um periodo de tempo em uma condigdo de
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estado ciclo de mudanga, e/ou é mantida durante um periodo
de tempo, sob uma condig¢do especificada. Em uma modalidade,
o ciclo de mudanga de estado & um ciclo de congelamento-
descongelamento. Em uma modalidade, o periodo de tempo para
manter o agente ativo & de pelo menos, por cerca de 24 horas.
Em algumas modalidades, a condig¢do indicada pode ser uma
condigdo ambiental de acordo com a qual um agente ativo é
armazenado e/ou transportado. Exemplos ndo limitantes das
condig¢des ambientais incluem temperaturas, pressdes do ar,
umidade e exposigdo a luz. Em algumas modalidades, o agente
ativo & um imunégeno. Em algumas modalidades, o agente ativo
é uma vacina.

Kits e dispositivos de distribui¢do, por exemplo, dteis
na area biomédica, sdo também proporcionados no presente
documento. Exemplos de dispositivos de distribuicdo incluem,
mas nao estdo limitados a seringas, injetores de pd seco,
sprays nasais, nebulizadores, e implantes. Tais kits e
dispositivos compreendem  uma composigdo estavel ao
armazenamento descrita no presente documento e,
opcionalmente, uma solucdo farmaceuticamente aceitidvel. Em
uma modalidade, o kit inclui ainda pelo menos um dispositivo
de distribuigdo para a administracfio a um individuo de uma
composigdo estdvel ao armazenamento descrita no presente

documento e/ou um desinfetante.
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BREVE DESCRICKO DOS DESENHOS

A figura 1 mostra a relag¢do linear entre a diluic¢do do
logio da amostra de vacina e valores Ct para sarampo, caxumba
e rubéola. Barras de erro N=3 representam os desvios padrdo.

A figura 2 mostra os resultados da vacina MMR
reconstituida em 24, 18, 12 e 6 horas em &gua, antes da
inoculagdo, protegida da luz, das células armazenadas a 25°C.
Barras de erro N=3 representam os desvios padrédo.

A figura 3 mostra a estabilidade do virus do sarampo,
caxumba e rubéola armazenados em 9% (peso/volume) de
peliculas de seda por mais de 3 meses. Barras de erro N=3
representam os desvios padrdo.

A figura 4 & um grafico de barras que compara a poténcia
inicial recuperada dos virus de sarampo, caxumba e rubéola
em peliculas de seda com a adigdo de aditivos estabilizantes
de MgClz, MgSOs e sacarose. Barras de erro N=3 representam
os desvios padrdo.

A figura 5 mostra a vacina de MMR reconstituida em 24,
18, 12 e 6 horas em 70% de sacarose antes da inoculacio,
protegida da luz, das células armazenadas a 25°C. Barras de
erro N=3 representam os desvios padrdo.

As figuras 6A-6D apresentam compara¢des da poténcia
residual da vacina de MMR reconstituida em dgua a 4°C (figura

6A) ou 37°C (figura 6C), ou 70% de sacarose a 4°C (figura
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6B) ou 37°C (figura 6D). As vacinas foram reconstituidas em
24, 18, 12 e 6 horas em agua ou 70% de sacarose antes da
inoculagdo, protegida da luz, das células armazenadas a 25°C.
Barras de erro N=3 representam os desvios padrdo.

A figura 7 mostra um esquema da fabricag¢do de peliculas
de seda que encapsulam a vacina e ensaio de efetividade. (1)
P6 para vacina liofilizado & reconstituido em uma solucdo
aquosa de seda esterilizada. (2a) As peliculas de seda que
encapsulam a vacina foram preparadas por fusdo de uma
aliquota da mistura de vacina-seda sobre uma superficie
revestida de Teflon e deixadas secar em uma clmara estéril,
durante 12 horas a temperatura ambiente, protegidas da luz.
(2b) As peliculas secas individuais foram armazenadas em
tubos de Eppendorf nas temperaturas adequadas para estudos
de estabilidade. (3a) Apds ser liofilizado o pdé de vacina
foi reconstituido em solugdo aquosa de seda esterilizada, as
peliculas de seda que encapsulam a vacina liofilizada foram
preparadas por moldagem de uma aliquota da mistura de vacina-
seda em uma placa de 96 pocos e liofilizada. (3b) As
peliculas liofilizadas individuais foram removidas da placa
do pogo e transferidas para frascos de soro de vidro, vedadas
com uma rolha de liofilizagdo e vedagdo de aluminio sob
nitrogénio e condig¢des a véacuo. (4) Para os estudos de

infecciosidade, as peliculas foram redissolvidas em A&gua
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esterilizada isenta de nuclease e a solug¢do foi adicionada
diretamente as células Vero <cultivadas em meios M199
cultivados em uma placa de 24 pogos. As células foram
incubadas durante 3 dias, para permitir que o virus se
replicasse, em seguida, o RNA foi isolado, convertido em
DNAc e quantificado por PCR em tempo real. (5) O RNA foi
isolado a partir de células Vero usando Trizol/clorofédrmio,
o RNA foi purificado e transcrigdo reversa foi realizada
para sintetizar DNAc para RT-PCR em tempo real.

As figuras 8A-8C mostram graficos da poténcia residual
dos componentes do virus do sarampo, caxumba e rubéola da
vacina liofilizada reconstituida em &gua por periodos de
tempo diferentes, armazenada a 4°C (figura 8A), 25°C (figura
8B) e 37°C (figura 8C) (¢) sarampo, (0) caxumba, (H) rubéola,
barras de erro N=3 representam os desvios padrio.

As figuras 9A-9D mostram graficos da estabilidade do
componente de virus do sarampo da vacina de MMR armazenada
nas peliculas de seda a 9% (peso/volume) por mais de 6 meses
a 4°C (figura 9a), 25°C (figura 9B), 37°C (figura 9C), e
45°C (figura 9D). (¢) MMR em peliculas de seda, (O) MMR em
pd, barras de erro N=3 representam os desvios padrio.

As figuras 10A-10D mostram graficos da estabilidade do
componente de virus da caxumba da vacina de MMR armazenada

em peliculas de seda a 9% (peso/volume) por mais de 6 meses
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a 4°C (figura 10A), 25°C (figura 10B), 37°C (figura 10C), e
45°C (figura 10D). (¢) MMR em peliculas de seda, (O) MMR em
pd, barras de erro N=3 representam os desvios padrédo.

As figuras 11A-11D mostram gradficos da estabilidade do
componente de virus da rubéola da vacina de MMR armazenada
em peliculas de seda a 9% (peso/volume) por mais de 6 meses
a 4°C (figura 11A), 25°C (figura 11B), 37°C (figura 11C), e
45°C (figura 11D). (¢) MMR em peliculas de seda, (O) MMR em
pd, barras de erro N=3 representam os desvios padrido.

As figuras 12A-12D mostram graficos da estabilidade do
componente de virus do sarampo da vacina de MMR armazenada
em peliculas de seda liofilizadas a 9% (peso/volume) por
mais de 6 meses a 4°C (figura 12A), 25°C (figura 12B), 37°C
(Eigura 12C), e 45°C (figura 12D). (¢) MMR em peliculas de
seda 1liofilizadas, (O) MMR em pd, barras de erro N=3
representam os desvios padrdo.

As figuras 13A-13D mostram gridficos da estabilidade do
componente de virus do sarampo da vacina de MMR armazenada
em peliculas de seda liofilizadas a 9% (peso/volume) por
mais de 6 meses a 4°C (figura 13A), 25°C (figura 13B), 37°C
(fEigura 13C), e 45°C (figura 13D). (¢) MMR em peliculas de
seda 1liofilizadas, (O) MMR em pd, barras de erro N=3
representam os desvios padrdo.

As figuras 14A-14D mostram gridficos da estabilidade do
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componente do virus da rubéola da vacina MMR armazenada em
peliculas de seda liofilizadas a 9% (peso/volume) por mais
de 6 meses a 4°C (figura 14A), 25°C (figura 14B), 37°C
(figura 14C), e 45°C (figura 14D). (¢) MMR em peliculas de
seda liofilizadas, (O) MMR em pd, barras de erro N=3
representam os desvios padrdo.

As figuras 15A-15C mostram graficos de Arrhenius das
taxas de degradacdo dos componentes de vacina para sarampo
(figura 15a), caxumba (figura 15B) e rubéola (figura 15C),
como uma fungdo do inverso da temperatura absoluta. (¢)

Peliculas de seda liofilizadas, peliculas de seda (o), (M)

-

po.

As figuras 16A-16C mostram graficos das meias vidas
previstas dos componentes virais do sarampo (figura 16%),
caxumba (figura 16B) e rubéola (figura 16C) como uma funcédo
da temperatura e os limites superiores e inferiores
correspondentes da meia-vida. As meias-vidas previstas
representam o tempo estimado necessario para o componente
viral degradar para 50% do valor inicial. (¢) Peliculas de
seda liofilizadas, peliculas de seda (o), (H) pd.

A figura 17 mostra um grafico da calorimetria
exploratéria diferencial, DSC, em estado sdélido. DSC em
estado s6lido de uma pelicula de seda liofilizada mostra

transigcdo vitrea (Tg) a 178°C. A Tg do fabricante forneceu
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vacina MMR em pd (contendo uma ampla variedade de excipientes
e estabilizantes) como sendo de 68,9°C. As MMR em peliculas
de seda liofilizadas mostraram uma Tg de 89,2°C, indicando
que a adigdo da seda a MMR em pd aumentou a estabilidade da
vacina refletida no aumento da Tg. A curva da MMR em pelicula
de seda liofilizada, no entanto, mostrou dois picos a 116,6°C
e 164,8°C o que poderia indicar uma Tm e Td, descrevendo o
desdobramento ou a degradagdo dos componentes da vacina.

A figura 18 mostra um grafico da nano calorimetria
exploratdédria diferencial, nano-DSC. A Tm de particulas
virais purificadas aparece em torno 16,8°C. A presenca da
seda aumenta a Tm das particulas virais para 68,3°C. A queda
acentuada seguindo-se a Tm é um evento exotérmico muito
provavelmente devido & agregacgao, como resultado do
desdobramento da proteina na Tm. A Tg de seda fol de cerca
de 178°C, assim os valores da Tg elevados foram devidos ao
efeito da seda sobre as proteinas virais encapsuladas.

A Figura 19 mostra um grdfico indicando a comparacdo da
dispersdo dindmica de luz de particulas virais purificadas
em adgua e particulas virais purificadas em solucdo de seda.
O diametro médio efetivo das particulas virais da MMR foi de
cerca de 250 nm. O didmetro médio efetivo da solucdo de MMR
purificada comegou a aumentar em cerca de 16°C, indicando a

agregagdo de particulas virais, devido ao aumento da poténcia
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térmica. A solugdo de seda da MMR ndo mostrou sinais de
agregag¢do até 70°C, indicando que a seda forneceu a
estabilidade estrutural para impedir a agregacdo das
proteinas virais.

As figuras 20A-20B mostram graficos de liberacdo da MMR
(figura 20-A) das peliculas de seda e (figura 20B) peliculas
de seda 1liofilizadas. Barras de erro N=3 representam os
desvios padréo.

As figuras 21A-21B mostram graficos (figura 21A) da
liberagdo de hidrogéis de MMR em seda e microesferas de seda
(figura 21B). Barras de erro, N=3 representam os desvios
padrdo.

As figuras 22A-22D mostram diagramas esquemdticos. Na
figura 223, caxumba e sarampo pertencem & familia
Paramyxoviridae e suas estruturas consistem em RNA de sentido
negativo, de filamento simples encapsulado em
nucleocapsideos dentro de uma bicamada de lipideos. O
envelope viral & formado pela proteina de matriz (M),
proteina de hemaglutinina (H) e proteina de fus3o (F). As
proteinas H e F estruturalmente intactas s3o as proteinas
responsaveis pela ligagdo e fusdo das particulas virais as
células animais. Na figura 22B, por uma combinagdo de
interagdo hidrdéfoba e mobilidade de cadeia limitada, as

particulas virais de seda aprisionadas mantém a atividade
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estrutural em temperaturas elevadas. Na figura 22C, as
proteinas F e H se ligam aos receptores CD46 e CD150
(coletivamente conhecidos como SLAM) para entrarem nas
células de modo a iniciar a replicagdo viral. Na figura 22D,
a desnaturagdo das proteinas de superficie pode causar
agregagdo das partiulas virais. A perturbac¢do das proteinas
pode fazer com que ndo sejam reconhecidas pela célula e a
entrada é negada.

DESCRIGAO DETALHADA

Deve ser entendido que essa invenc¢do n3o estd limitada
a metodologia especifica, protocolos e reagentes, etc.,
descritos no presente documento e como tal, pode variar. A
terminologia empregada no presente documento tem o propdsito
de descrever apenas modalidades especificas, e nio se destina
a limitar o &mbito da presente invenc¢dio, que é definido
exclusivamente pelas reivindicacdes.

Tal como empregado no presente documento e nas
reivindicag¢des, as formas singulares incluem a referéncia ao
plural e vice-versa, a menos gque o contexto indique
claramente o contrdrio. Excepto nos exemplos operativos ou
onde indicado em contririo, todos os nimeros que expressam
quantidades de ingredientes ou condi¢cdes de reacdo
empregadas no presente documento devem ser entendidos como

modificados em todos os casos pelo termo "cerca de".



10

15

20

16

Todas as patentes e outras publica¢des identificadas
sdo expressamente incorporadas ao presente documento como
referéncia, com a finalidade de descrever e revelar, por
exemplo, as metodologias descritas em tais publicag¢des que
possam ser utilizadas em conexdo com a presente invencdo.

Essas publicag¢des sdo fornecidas unicamente para a sua
divulgacdo antes da data de depbésito do presente pedido.
Nada a este respeito deve ser interpretado como uma admissdo
de que os inventores n8o tém direito de antecipar a
divulgacdo em virtude de invengdo prévia ou por qualquer
outro motivo. Todas as declaragdes quanto a data ou
representagdo quanto ao conteGdo desses documentos se
baseiam na informagdo disponivel aos depositantes e nio
constituem qualquer admissdo quanto a exatiddo das datas ou
contetdo desses documentos.

A menos que definido em contrario, todos os termos
técnicos e cientificos empregado no presente documento tém
o mesmo significado que os normalmente compreendidos por um
versado na técnica comum a qual essa invengdo pertence.
Embora quaisquer métodos conhecidos, dispositivos e
materiais possam ser utilizados na pratica ou experimento da
presente invengdo, os métodos, dispositivos e materiais
relaconados sdo descritos no presente documento.

Um aspecto proporcionado no presente documento se
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refere aos métodos e composigdes de manutencdo ou
estabiliza¢do da bioatividade de um agente ativo. O método
inclui a manutengdo de uma composic¢do, em que a composigdo
compreende uma matriz de fibroina de seda, e pelo menos um
agente ativo distribuido, misturado, ou integrado i mesma e
em que o pelo menos um agente ativo estabiliza ou retém,
pelo menos, por cerca de 30% da sua bioatividade original
quando a composigdo & submetida a uma condigiio especificada,
que inibe ou reduz a bioatividade do agente ativo, por um
periodo de tempo. Essas condi¢des podem incluir, porém ndo
estdo limitadas a um ciclo de mudangca de estado,
temperaturas, pressdes de ar, umidade e exposicdo & luz. Em
uma modalidade, o ciclo de mudanca de estado é um ciclo de
congelamento-descongelamento.

As modalidades dos varios aspectos descritos no
presente documento fornecem agentes ativos estabilizados,
onde a estabilizagdo de um agente ativo & obtida através da
distribuigdo, mistura, ou a incorporacdo de um agente ativo
a uma matriz de fibroina de seda. A matriz de fibroina de
seda pode ser uma solugdo de fibroina de seda ou uma matriz
de fibroina de seda em estado sélido. Esta abordagem prevé
que agente ativo mantenha a bioatividade, independentemente
da cadeia de resfriamento e/ou condic¢des ambientais nas quais

© agente ativo € armazenado e/ou transportado. Condicdes
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ambientais exemplares incluem, mas ndo estdo limitadas as
temperaturas, pressdes de ar, umidade e exposic¢do & luz. Por
exemplo, a cadeia de resfriamento & uma préatica padrio para
estabilizar os agentes ativos na indastria farmacéutica: a
manutengdo da cadeia de resfriamento assegura que os agentes
ativos sejam transportados e armazenados de acordo com a
faixa de temperatura recomendada pelo fabricante (por
exemplo, 2°C a 8°C ou a temperaturas abaixo de zero), até a
sua utilizacédo.

Em certas modalidades, os agentes ativos descritos no
presente documento sdo imundgenos. Em uma modalidade, o
imunégeno &€ uma vacina. A maioria das vacinas é sensivel as
condig¢des ambientais em que sdo armazenadas e/ou
transportadas. Por exemplo, a congelamento pode aumentar
reactogenicidade (por exemplo, a capacidade de provocar uma
reagdo imunolégica) e/ou de perda de poténcia para algumas
vacinas (por exemplo, HepB, DTaP/IPV/HIB), ou provocar
fissuras no recipiente, conduzindo & contaminacio. Além
disso, algumas vacinas (por exemplo, a BCG, Varicela, e MMR)
sdo sensiveis ao calor. Muitas vacinas (por exemplo, BCG,
triplice viral, varicela, meningocécica C conjugada, e a
maioria das vacinas contendo Tdap) sfo sensiveis & luz. Vide,
por exemplo, Galazka e outros, Thermostability of vaccines,

in Global Programme for Vaccines & Immunization (World Health
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Organization, Geneva, 1998); Peetermans e outros, Stability
of freeze-dried rubella virus vaccine (Cendehill strain) at
various temperatures, I J. Biological Standardization 179
(1973) . Assim, as composigdes e métodos descritos no presente
documento também fornecem estabilizacdo de vacinas
independentemente da cadeia de resfriamento e/ou de outras
condigdes ambientais.

Estabiliza¢do de Agentes Ativos

Os termos "estabilizacgdo", "estabilizar", e
"estabilidade" sdo empregados no presente documento com
referéncia a manutengdo ou retencdo da biocatividade de pelo
menos um agente ativo em uma matriz de fibroina de seda. A
expressdo '"agentes ativos de estabilizacdo", tal como
empregada no presente documento, significa que um ou mais
agentes ativos distribuidos, misturados ou incorporados a
uma matriz de fibroina de seda retém pelo menos cerca de 30%
de sua biocatividade original, incluindo, pelo menos, por
cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de
60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%, pelo
menos cerca de 90% da sua bioatividade original ou mais. Os
termos "estabiliza" e "mantém" com referéncia a bioatividade
dos agentes ativos sdo empregados alternadamente no presente
documento.

Tal como empregado no presente documento, os termos
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"manter", "mantém” e "manutengdo", quando se referem as
composigdes ou agentes ativos significam manter, sustentar
ou reter a bioatividade de pelo menos um agente ativo em uma
matriz de fibroina de seda, quando o agente ativo & submetido
a determinadas condigdes. Em algumas modalidades, um ou mais
agentes ativos, distribuidos em uma matriz de fibroina de
seda retém pelo menos cerca de 30% da sua bioatividade
original, incluindo, pelo menos, por cerca de 40%, pelo menos
cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de
70%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 90% da sua
biocatividade original ou mais.

O termo "bioatividade", como empregado no presente
documento com referéncia a um agente ativo, em geral, se
refere a capacidade de um agente ativo de interagir com um
alvo bioldgico e/ou produzir um efeito sobre um alvo
bioldégico. Por exemplo, a biocatividade pode incluir, sem
limitagdo, a elicitagdo de wuma resposta estimuladora,
inibidora, reguladora, tdéxica ou letal em um alvo biolégico.
O alvo bioldégico pode ser uma molécula ou uma célula. Por
exemplo, uma biocatividade pode se referir a capacidade de um
agente ativo de modular o efeito/atividade de uma enzima,
blogquear um receptor, estimular um receptor, modular o nivel
de expressdo de um ou mais genes, modular a proliferacdo das

células, modular a divis3o celular, modular a morfologia
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celular, ou qualquer combinagdo dessas. Em alguns casos, a
bicatividade pode se referir & capacidade de um composto de
produzir um efeito tdxico em uma célula.

A biocatividade pode ser determinada através da andlise
de uma resposta celular. Respostas celulares exemplares
incluem, mas ndo estdo limitadas a lise, apoptose,inibicédo
de crescimento e promogdo do crescimento; producdo, secrecdo
e exposigdo da superficie de uma proteina ou outra molécula
de interesse pela célula; ativagdo da molécula de superficie
da membrana incluindo ativagdo do receptor; transporte de
ion da transmembrana; regulamentos transcricionais;
alteragdes na viabilidade da célula, alteragdes na
morfologia celular, mudangas na presenca ou expressdo de um
componente interno da célula; mudangas na presenca ou
expressdo de um &acido nucléico produzido dentro da célula;
alteragdes na atividade de uma enzima produzida dentro da
célula; e alteragdes na presenca ou expressio de um receptor.
Os métodos para ensaiar diferentes respostas celulares sdo
bem conhecidos de um versado na técnica, por exemplo, western
blot para determinar as mudangas na presenca ou expressdo de
uma proteina enddgena da célula, ou microscopia de controle
da morfologia celular, em resposta ao agente ativo.

Com referéncia a um anticorpo, o termo "bioatividade"

inclui, porém ndo estd limitado a afinidade de ligagdo ao
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epitopo ou antigeno, a estabilidade in vivo e/ou in vitro do
anticorpo, as propriedades imunogénicas do anticorpo, por
exemplo, quando administrado a um individuo humano, e/ou a
capacidade de neutralizar ou antagonizar a bioatividade de
uma molécula alvo in vivo ou in vitro. As propriedades ou
caracteristicas acima referidas podem ser observadas ou
medidas usando técnicas reconhecidas na arte, incluindo,
porém ndo limitado aos ensaios de proximidade de cintilacdo,
ELISA, imunoensaios ORIGEN (IGEN), saturacdo da
fluorescéncia, ELISA de fluorescéncia, ELISA competitiva,
analise de SPR, incluindo, porém ndo limitado a andlise SPR
utilizando um biossensor BIAcore, ensaios de neutralizacdo
in vitro e in vivo (vide, por exemplo, a Publicacdo
Internacional No. WO 2006/062685), ligacdo ao receptor, e
imuno-histoquimica com se¢des de tecidos provenientes de
diferentes fontes, incluindo ser humano, primata, ou
qualquer outra fonte conforme necessidrio. Com referéncia a
um imundgeno, a "bioatividade" inclui imunogenicidade, a
definigdo da mesma sendo discutida em detalhe adiante. Com
referéncia a um virus, a "bioatividade" inclui
infecciosidade, a definic3o da mesma sendo discutida em
detalhes adiante. Com referéncia a um agente de contraste,
por exemplo, um corante, a "bioatividade" se refere a

capacidade de um agente de contraste, quando administrado a
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um individuo de aumentar o contraste das estruturas ou
fluidos dentro do corpo do individuo. A biocatividade de um
agente de contraste também inclui, mas ndo estd limitada a
sua capacidade de interagir com um ambiente biolégico e/ou
influenciar a resposta de outra molécula em determinadas
condig¢des.

A expressdo "bioatividade original", com referéncia a
um agente ativo significa, de modo geral, a bioatividade de
um agente ativo quando medida imediatamente antes ou
imediatamente apds o agente ativo ser introduzido em uma
matriz de fibroina de seda. Isto &, a biocatividade original
de um agente ativo pode ser medida, por exemplo, dentro de
aproximadamente 20 minutos, antes ou depois do agente ativo
ser introduzido em uma matriz de fibroina de seda. Em alguns
casos, a bioatividade inicial de um agente ativo pode ser
medida, por exemplo, por cerca de 10 segundos, cerca de 15
segundos, cerca de 20 segundos, cerca de 25 segundos, cerca
de 30 segundos, cerca de 1 minuto, cerca de 2 minutos, cerca
de 3 minutos, cerca de 4 minutos, cerca de 5 minutos, cerca
de 6 minutos, cerca de 7 minutos, cerca de 8 minutos, cerca
de 9 minutos, cerca de 10 minutos, cerca de 11 minutos, cerca
de 12 minutos, cerca de 13 minutos, cerca de 14 minutos,
cerca de 15 minutos, cerca de 16 minutos, cerca de 17

minutos, cerca de 18 minutos, cerca de 19 minutos, ou cerca
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de 20 minutos, antes ou depois do agente ativo ser
introduzido em uma matriz de fibroina de seda. Em uma
modalidade, a matriz de fibroina de seda €& uma matriz de
fibroina de seda em estado sélido. Em tal modalidade, um
agente ativo pode perder um pouco da sua biocatividade durante
0 manuseio antes de ser distribuido em uma matriz de fibroina
de seda em estado sélido. Em outra modalidade, o termo
"bioatividade original", como empregado no presente
documento, pode ser usado para descrever a biocatividade de
um agente ativo antes do agente ativo ser introduzido em uma
matriz de fibroina de seda.Em algumas modalidades, o termo
"bioatividade original" se refere A bioatividade maxima de
um agente ativo, por exemplo, a bioatividade medida
imediatamente apbs a ativagdo do agente ativo, por exemplo,
por reconstituigdo, ou por aumento da temperatura. Por
exemplo, se o agente ativo estiver inicialmente em pé, a
bicatividade inicial do agente ativo pode ser medida
imediatamente apds a reconstituigdo. Em algumas modalidades,
o termo "bioatividade original" se refere & bioatividade de
um agente ativo quando armazenado ou transportado, na
auséncia de uma matriz de fibroina de seda nas condicdes
especificadas pelo fabricante. Em algumas modalidades, o
termo "bioatividade original" se refere & bioatividade de um

agente ativo quando armazenado ou transportado em uma
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composigdo estdvel em armazenamento, tal como descrito no
presente documento, nas condig¢gdes especificadas pelo
fabricante. As definig¢des do termo "biocatividade original"
descritas no presente documento s&o também aplicadas aos
termos "imunogenicidade original” e "infecciosidade
original" tal como utilizado adiante no presente documento.

De acordo com os métodos descritos no presente
documento, a distribuigdo, mistura ou incorporac¢do de um
agente ativo em uma matriz de fibroina de seda retémm ou
estabiliz a bioatividade do agente ativo, por exemplo, pelo
menos cerca de 30% da sua biocatividade inicial,
independentemente das condigdes ambientais ou de
armazenamento (por exemplo, os ciclos de mudanc¢a de estado,
temperatura, umidade ou exposicdo & 1luz). A matriz de
fibroina de seda pode ser uma solucdo ou se apresentar no
estado sblido. Em varias modalidades, quando um agente ativo
for distribuido em uma matriz de fibroina de seda, tal
composigdo for submetida a um ciclo de mudanca de estado
e/ou for mantida durante um periodo de tempo, sob uma
condigdo especificada, o agente ativo poderd reter pelo menos
cerca de 30% da sua bioatividade original &, por exemplo,
pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos
cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de

80%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95% do
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bioatividade original ou mais. Em uma modalidade, o agente
ativo pode reter pelo menos cerca de 80% da sua bioatividade
inicial. Dita de outra forma, a estabilidade de um agente
ativo em uma matriz de fibroina de seda (isto &, a capacidade
de um agente ativo de manter a sua biocatividade (por exemplo,
pelo menos cerca de 30% da sua bioatividade inicial) em uma
matriz de fibroina de seda) pode ser aumentada em, pelo
menos, por cerca de 30%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos
cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de
70%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 90%, pelo
menos cerca de 95%, em relagdo a estabilidade de um agente
ativo na auséncia de uma matriz de fibroina de seda. Em uma
modalidade, o agente ativo pode reter pelo menos cerca de
80% da sua bioatividade inicial.

As composigBes descritas no presente documento podem
ser mantidas por qualquer periodo de tempo, por exemplo,
horas, dias, semanas, meses ou anos. Em algumas modalidades,
as composi¢des descritas no presente documento podem ser
mantidas a uma temperatura acima de 0°C durante pelo menos
cerca de 3 horas, pelo menos cerca de 6 horas, pelo menos,
por cerca de 9 horas, pelo menos, por cerca de 12 horas,
pelo menos, por cerca de 24 horas ou mais. Em algumas
modalidades, as composigdes descritas no presente documento

podem ser mantidas durante, pelo menos, por cerca de 1 dia,
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pelo menos cerca de 2 dias, pelo menos cerca de 3 dias, pelo
menos cerca de 4 dias, no minimo cerca de 5 dias, pelo menos
cerca de 6 dias, pelo menos, por cerca de 7 dias ou mais. Em
algumas modalidades, as composigdes descritas no presente
documento podem ser mantidas durante, pelo menos, por cerca
de 1 semana, pelo menos cerca de 2 semanas, pelo menos cerca
de 3 semanas, pelo menos cerca de quatro semanas ou mais. Em
algumas modalidades, as composigdes descritas no presente
documento podem ser mantidas durante pelo menos cerca de 1
més, pelo menos, por cerca de 2 meses, pelo menos cerca de
3 meses, pelo menos cerca de 4 meses, pelo menos cerca de 5
meses, pelo menos cerca de 6 meses, pelo menos cerca de 7
meses, pelo menos cerca de 8 meses, pelo menos cerca de 9
meses, pelo menos cerca de 10 meses, pelo menos cerca de 11
meses, pelo menos cerca de 12 meses ou mais.

Nos métodos e composigdes descritos no presente
documento, as composigdes descritas podem ser mantidas em
qualquer temperatura ou a uma temperatura recomendada pelo
fabricante especificada para um agente ativo. Em algumas
modalidades, as composi¢des podem ser mantidas em nitrogénio
liquido ou em gelo seco. Em algumas modalidades, as
composigdes podem ser mantidas, por exemplo, entre cerca de
-80°C e cerca de -20°C, inclusive, ou entre cerca de -20°C

e cerca de 0°C, inclusive. Em algumas modalidades, as
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composi¢des podem ser mantidas a uma temperatura acima de
0°C. Nestas modalidades, as composi¢des podem ser mantidas
a uma temperatura de cerca de 0°C a cerca da temperatura
ambiente. Tal como empregado no presente documento, o termo
"temperatura ambiente" & utilizado para descrever uma
temperatura em torno da qual as composigdes descritas no
presente documento sdo mantidas e inclui temperaturas entre
0°C e 60°C, entre 0°C e 50°C, ou entre 0°C e 40°C. Em algumas
modalidades, a temperatura ambiente é a temperatura do
refrigerador (por exemplo, entre 0°C e 15°C, inclusive). Em
algumas modalidades, a temperatura ambiente estd em torno da
temperatura corpérea de um individuo (por exemplo, entre
36°C e 38°C, inclusive, para um individuo humano, ou uma
faixa de temperaturas corpdreas mais altas ou mais baixas
para outros animais). Em algumas modalidades, a temperatura
ambiente & a temperatura ambiente, por exemplo, entre 20°C
e 35°C, e pode variar de acordo com as condi¢des geograficas.
Por exemplo, a temperatura ambiente em regides de clima
quente, por exemplo, na Africa, pode ser geralmente mais
quente que em regides de clima frio, por exemplo, os Estados
Unidos ou Reino Unido. Em algumas modalidades, as composicdes
podem ser mantidas a uma temperatura de pelo menos cerca de
37°C ou mais a 37°C. Em algumas modalidades, as composic¢des

podem ser mantidas a uma temperatura de pelo menos cerca de
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40°C ou mais a 40°C. Em algumas modalidades, as composigdes
podem ser mantidas a uma temperatura de pelo menos cerca de
45°C ou mais a 45°C.

Algumas modalidades descritas no presente documento sio
Gteis para o desenvolvimento de dispositivos implantaveis
para distribuig¢do de medicamentos, em que um agente ativo
pode reter pelo menos 30% (incluindo, pelo menos, por cerca
de 40%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 80% ou
mais) de sua bioatividade original ou mais durante um periodo
de tempo. Em algumas modalidades, uma composigdo ou um agente
ativo em um dispositivo implantdvel para medicamento pode
reter pelo menos cerca de 30% da sua biocatividade original
ou mais durante pelo menos cerca de 6 horas, pelo menos cerca
de 12 horas, pelo menos cerca de 24 horas, pelo menos cerca
36 horas, pelo menos cerca de 48 horas, pelo menos 3 dias,
pelo menos cerca de 4 dias, pelo menos cerca de 5 dias, pelo
menos cerca de 6 dias, pelo menos cerca de uma semana, pelo
menos cerca de duas semanas, pelo menos cerca de trés
semanas, pelo menos, por cerca de 4 semanas, pelo menos cerca
de 2 meses, pelo menos cerca de 3 meses, pelo menos cerca de
4 meses, pelo menos cerca de 5 meses, pelo menos cerca de 6
meses, ou pelo menos apds 1 ano ou mais, apds a implantacio.

Em algumas modalidades, um ou mais agentes ativos, por

exemplo, imundgenos tais como vacinas, encapsulados em uma
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forma injetdvel de matriz de fibroina de seda (por exemplo,
mas ndo limitado ao hidrogel, particulas do tipo gel, e/ou
microesferas) podem ser administrados a um individuo (por
exemplo, por injeg¢do, como a injeg¢do subcutlnea), como um
depbsito de agente ativo (por exemplo, um depdsito de vacina)
de tal modo que o agente ativo (por exemplo, uma vacina)
pode ser liberado de forma continua ou intermitentemente, a
partir do depdsito por um periodo de tempo prolongado, por
exemplo, por um periodo de horas, dias, semanas ou meses. Em
algumas modalidades, o agente ativo (por exemplo, uma vacina)
pode ser liberado a uma taxa na qual, pelo menos, por cerca
de 1% (incluindo, pelo menos, por cerca de 5%, pelo menos
cerca de 10%, pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de
30%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%, pelo
menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca
de 80%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95%, ou
mais) do agente ativo encapsulado sdo liberados ao longo de
um periodo de pelo menos 1 hora, pelo menos 2 horas, pelo
menos 3 horas, pelo menos cerca de 4 horas, pelo menos cerca
de 5 horas, de pelo menos cerca de 6 horas, pelo menos cerca
de 12 horas, pelo menos cerca 24 horas ou mais. Em algumas
modalidades, o agente ativo (por exemplo, uma vacina) pode
ser liberado a uma taxa na qual, pelo menos, por cerca de

10% (incluindo, pelo menos, por cerca de 20%, pelo menos
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cerca de 30%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de
50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, pelo
menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca
de 95% ou mais) do agente ativo encapsulado sdo liberados
durante um periodo de 5 dias, a um periodo de 1 semana, pelo
menos cerca de 2 semanas, pelo menos cerca de 3 semanas,
pelo menos cerca de 1 més, pelo menos, por cerca de 2 meses,
pelo menos cerca de 3 meses ou mais.

Em algumas modalidades, o agente ativo retém pelo menos
cerca de 30% da sua bioatividade original, por exemplo, pelo
menos cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca
de 60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%,
pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95% da
bicatividade original ou atividade mais elevada a cerca de
4°C, cerca de 25°C, cerca de 37°C, cerca de 45°C, ou mais,
durante pelo menos até 6 meses. Em algumas modalidades, o
agente ativo retém pelo menos cerca de 8% da bioatividade
inicial a temperaturas de cerca de 37°C ou mais, durante
pelo menos 6 meses.

Em algumas modalidades, as composi¢des descritas no
presente documento podem ser mantidas sob exposig¢do a luz,
por exemplo, luz de diferentes comprimentos de onda e/ou a
partir de diferentes fontes. Em algumas modalidades, as

composigdes descritas no presente documento podem ser
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mantidas expostas & radiagcdo UV ou de infravermelhos. Em
algumas modalidades, as composi¢des descritas no presente
documento podem ser mantidas sob luzes visiveis.

Em algumas modalidades, a composig¢do descrita no
presente documento, quando armazenada ou transportada, pode
ser submetida & pelo menos um ciclo de mudanga de estado.

O termo "ciclo de mudanga de estado" tal como &
empregado no presente documento se refere a uma mudanca de
um estado da matéria, incluindo, mas ndo limitado a de um
estado sélido para um estado liquido, ou a partir de um
estado fluido para um estado sélido. Um estado fluido pode
incluir, mas ndo estd limitado aos liquidos, gases, pastas,
pasta fluida, plasmas, e gquaisquer combinac¢des dos mesmos.

Um estado sdlido se refere a um estado que ndo & fluido
e pode também incluir os semissdlidos, por exemplo, um gel.
A composigdo descrita no presente documento pode ser mantida
em um determinado estado por qualquer periodo de tempo, por
exemplo, segundos, minutos, horas, semanas, meses ou anos,
antes de mudar para outro estado. Um ciclo de mudancga de
estado pode ser resultado de, pelo menos, uma mudanc¢a de uma
condigdo ambiental descrita no presente documento, por
exemplo, uma mudanga de temperatura, uma mudanga na pressio
do ar ambiente, condig¢des de 1luz, umidade, ou quaisquer

combina¢des das mesmas.
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Em uma modalidade, o ciclo de mudanga de estado se
refere a um ciclo de congelamento-descongelamento. Em tais
modalidades, a composigdo descrita no presente documento,
quando armazenada ou transportada, pode ser submetida a pelo
menos um ciclo de congelamento-descongelamento, pelo menos
dois ciclos de congelamento e descongelamento, pelo menos
trés ciclos de congelamento-descongelamento, pelo menos
quatro ciclos de congelamento-descongelamento, pelo menos
cinco ciclos de congelamento e descongelamento, pelo menos
seis ciclos de congelamento e descongelamento, pelo menos
sete ciclos de congelamento e descongelamento, pelo menos
oito ciclos de congelamento e descongelamento, pelo menos
nove ciclos de congelamento e descongelamento, pelo menos,
dez ciclos de congelamento-descongelamento ou mais. O termo
"ciclos de congelamento-descongelamento” & empregado no
presente documento para descrever uma série alternada de
congelamento e descongelamento, e também engloba uma série
alternada de estado congelado (s6lido) e fluido. Por exemplo,
um ciclo de congelamento-descongelamento envolve uma mudanca
de estado entre um estado congelado (sdlido) e um estado
fluido. O intervalo de tempo entre o congelamento e
descongelamento, ou estado congelado e liquido, pode ser
qualquer periodo de tempo, por exemplo, horas, dias, semanas

ou meses. Por exemplo, uma vez que uma composigdo de agente
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ativo ter sido congelada ou estiver em um estado congelado,
a mesma pode ser continuamente armazenada no estado congelado
a temperaturas abaixo de zero, por exemplo, entre cerca de
-20°C e -80°C, até que precise ser descongelada para uso
novamente. O congelamento de uma composigdo pode ser
realizado rapidamente, por exemplo, em nitrogénio liquido,
ou gradualmente, por exemplo, a uma temperatura de
congelamento, por exemplo, entre cerca de -20°C e -80°C. O
descongelamento de uma composigdo congelada pode ser
realizado a qualquer temperatura acima de 0°C rapidamente,
por exemplo, & temperatura ambiente, ou de forma gradual,
por exemplo, em gelo. Tipicamente, um agente ativo na matriz
de fribroina diferente de seda pode perder a sua biocatividade
ao longo de um ou mais ciclos de congelamento-
descongelamento. Tal como descrito no presente documento, a
distribuig8o de um agente ativo em uma matriz de fibroina de
seda pode aumentar a estabilidade do agente ativo e, assim,
reter a sua biocatividade, durante um ou mais ciclos de
congelamento-descongelamento.

Em algumas modalidades, as composicdes descritas no
presente documento podem ser mantidas a uma umidade relativa
de pelo menos cerca de 5%, pelo menos cerca de 10%, pelo
menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos cerca

de 40%, pelo menos cerca de 50% ou mais. O termo "umidade
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relativa", tal como empregado no presente documento & uma
medida da quantidade de vapor de agua em uma mistura de ar
e vapor de agua. A mesma é geralmente definida como a presséo
parcial de vapor de adgua na mistura de ar-agua, dada como
uma percentagem da pressdo de vapor saturado sob essas
condicdes.

Em algumas modalidades, as composi¢des descritas no
presente documento podem ser liofilizadas para se diminuir
a umidade residual durante o armazenamento. Em algumas
modalidades, a umidade residual é reduzida em pelo menos
cerca de 5%, pelo menos cerca de 10%, pelo menos cerca de
20%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos cerca de 40%, pelo
menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca
de 70%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 90% ou
prelo menos cerca de 95%.

Em algumas modalidades, as composicdes descritas no
presente documento podem ser mantidas sob ou submetidas a
qualguer tipo de pressdo de ar. Em algumas modalidades, as
composigdes descritas no presente documento podem ser
mantidas sob ou submetidas em torno da press3o atmosférica,
ou mais, por exemplo, cerca de 1 atm, cerca de 2 atm, cerca
de 3 atm, cerca de 4 atm, cerca de 5 atm, cerca de 6 atm,
cerca de 7 atm, cerca de 8 atm, cerca de 9 atm ou cerca de

10 atm. Em algumas modalidades, as composic¢des descritas no
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presente documento podem ser mantidas sob ou submetidas ao
vacuo.

Em uma modalidade, a composigdo & mantida em duas ou
mais condig¢des especificadas no presente documento.

Sem querer estar limitado pela teoria, a seda pode
reduzir a taxa de degradagdo de um imundgeno (por exemplo,
vacina), a uma temperatura elevada (por exemplo, &
temperatura ambiente ou acima, incluindo, pelo menos, por
cerca de 20°C, pelo menos cerca de 30°C, pelo menos cerca de
40°C ou mais). Assim, um imundgeno (por exemplo, vacina),
distribuido em uma matriz de fibroina de seda pode ter uma
meia-vida mais longa a uma temperatura elevada (por exemplo,
a temperatura ambiente ou acima, incluindo, pelo menos, por
cerca de 20°C, pelo menos cerca de 30°C, pelo menos cerca de
40°C ou mais) pelo menos, por cerca de 1,5 vezes (por
exemplo, pelo menos cerca de 2 vezes, pelo menos cerca de 3
vezes, pelo menos cerca de 4 vezes, pelo menos cerca de 5
vezes, pelo menos cerca de 10 vezes, em menos cerca de 15
vezes, pelo menos cerca de 20 vezes, pelo menos cerca de 25
vezes, pelo menos cerca de 30 vezes, ou mais), em relacdo a
um imundgeno, sem a matriz de seda. Tal como empregado no
presente documento, o termo "meia-vida" se refere ao tempo
no qual um agente retém cerca de 50% da sua bioatividade

inicial (incluindo imunogenicidade original ou
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infecciosidade inicial). Consequentemente, um método para
estender a meia-vida de um imundgeno (por exemplo, vacina),
por exemplo, a uma temperatura elevada (por exemplo, &
temperatura ambiente ou acima, incluindo, pelo menos, por
cerca de 20°C, pelo menos cerca de 30°C, pelo menos cerca de
40°C ou mais) também é fornecido no presente documento. O
método compreende a manutengdo de uma composigdo
imunogénica, em que a composig¢do compreende uma matriz de
fibroina de seda, e pelo menos um imundgeno (por exemplo,
vacina) distribuida na mesma, e em que o imundgeno (por
exemplo, vacina) retém pelo menos cerca de 30% de sua
imunogenicidade inicial (por exemplo, infecciosidade)
quando a composigdo & mantida, pelo menos, por cerca de 24
horas a wuma temperatura de, pelo menos, em torno da
temperatura ambiente ou mais. Em algumas modalidades, o
imunégeno (por exemplo, vacina) pode reter prelo menos cerca
de 80% de sua imunogenicidade inicial (por exemplo,
infecciosidade). Em algumas modalidades, a composicido pode
ser mantida durante pelo menos até cerca de 6 meses. Em
algumas modalidades, a composigdo pode ser mantida a uma
temperatura superior a 37°C, superior a 45°C, ou mais alta.

Composi¢bes de armazenamento estdvel

Outros aspectos descritos no presente documento sio as

composigdes estdveis em armazenamento que compreendem uma
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matriz de fibroina de seda e um agente ativo distribuido,
misturados ou incorporados a ela, em que o agente ativo retém
pelo menos cerca de 30% da sua bicatividade original quando
a composigdo €& submetida, pelo menos, a um ciclo de mudanca
de estado, e/ou & mantida durante um periodo de tempo, sob
uma ou mais das condigdes especificadas no presente
documento. Em uma modalidade, o ciclo de mudan¢a de estado
€ um ciclo de congelamento-descongelamento. Em uma
modalidade, o periodo de tempo para manter o agente ativo &,
pelo menos, de cerca de 24 horas. Em algumas modalidades, a
condi¢do indicada pode ser uma condigdo ambiental sob a qual
um agente ativo & armazenado e/ou transportado. Exemplos nio
limitantes das condi¢des ambientais incluem temperaturas,
pressdes de ar, umidade e exposigdo a luz. Em algumas
modalidades, as composigdes descritas no presente documento
podem ser imunogénicas. Em tais modalidades, o agente ativo
€ um imundgeno. Em algumas modalidades, o agente ativo & uma
vacina.

Quaisquer composigdes descritas no presente documento
podem estar presentes em qualquer estado de matéria, por
exemplo, uma pelicula, uma fibra, uma particula, um gel, uma
microesfera ou um hidrogel. Nas varias modalidades, o estado
do material das composigdes descritas no presente documento

pode variar de acordo com o estado da matriz de fibroina,
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por exemplo, uma pelicula, uma fibra, uma particula, um gel,
uma microesfera, ou um hidrogel de seda. Em algumas
modalidades, a matriz de fibroina de seda estd presente em
um estado sdélido. Em outras modalidades, a matriz de fibroina
de seda pode ser uma solucdo.

Qualquer razdo de fibroina de seda de agente ativo pode
ser usada. Nas varias modalidades, a razdo de uma matriz de
fibroina de seda de um agente ativo é de cerca de 1:1.000
até cerca de 1.000:1, cerca de 1:500 a cerca de 500:1, cerca
de 1:250 a cerca de 250:1, cerca de 1:125 a cerca de 125:1,
cerca de 1:100 a cerca de 100:1, cerca de 1:50 a cerca de
50:1, cerca de 1:25 a cerxca de 25:1, cerca de 1:10 a cerca
de 10:1, cerca de 1:5 a cerca de 5:1, cerca de 1:3 a cerca
de 3: 1 ou de cerca de 1:1. A razdo da matriz de fibroina de
seda para o agente ativo pode variar de acordo com
determinado niGmero de fatores, incluindo a selegcdo de um
agente ativo, a condigdo do armazenamento, e de duracdo, a
concentragdo da matriz de fibroina de seda e a forma da
matriz de seda. Um versado na técnica pode determinar a
relagdo apropriada da matriz de fibroina de seda para o
agente ativo, por exemplo, pela medic3io da biocatividade do
agente ativo mantido nas vérias razdes descritas no presente
documento ao longo de um valor pré-determinado de tempo, sob

uma condigdo definida, por exemplo, a uma temperatura acima
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de 0°C. Os métodos para a medigdo da bioatividade dos
diversos agentes ativos descritos no presente documento, por
exemplo, enzimas, vacinas, proteinas, anticorpos e &cidos
nucléicos, sdo bem conhecidos na arte. A titulo de exemplo,
a estabilidade ou a biocatividade de um dado agente ativo na
fibroina de seda pode ser determinada com base na combinacdo
de tempo e temperatura. Por exemplo, estudos de estabilizacdo
podem ser conduzidos durante 6 meses. Ensaios de atividade
podem ser realizados, por exemplo, ao fim de 2 semanas, 4
semanas, e depois mensalmente. As amostras podem ser
preparadas para proporcionar N=3 para cada ponto de tempo.
A faixa de condigdes de temperatura de armazenamento a ser
avaliada inclui 4°C (refrigeragdo), 25°C (temperatura
ambiente), 37°C (temperatura corpdrea), 45°C e/ou 50°C,
inclusive. Adicionalmente, a atividade pode ser ensaiada
apds um, dois, trés ou mais ciclos de congelamento-
descongelamento. Essas varidveis podem ser combinadas de
forma exaustiva para caracterizar completamente a formulacio
étima para a estabilidade a longo prazo do(s) agente ativo
(s) . Em algumas modalidades, os resultados da estabilidade
do agente ativo com relagdo a seda podem ser comparados, por
exemplo, com as prepara¢des de agente ativo liofilizado nas
mesmas condigdes de armazenamento, com o objetivo de melhorar

a estabilidade das condig¢des de armazenamento recomendadas
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pelo fabricante (por exemplo, 4°C) de preparacdes de agente
ativo liofilizado.

Quando a matriz de fibroina de seda estid em estado
s6lido, a mesma pode ser adicionalmente processada. Em
algumas modalidades, as composig¢des compreendendo uma matriz
de fibroina de seda em estado sélido podem ser ainda mais
micronizadas. O termo "micronizado" é empregado no presente
documento com referéncia a particulas com um tamanho médio
de cerca de 1.000 pm ou menos e engloba nanoparticulas e/ou
microparticulas. Tal como empregado no presente documento,
0 termo "nanoparticulas" é definido como particulas com um
tamanho médio compreendido entre cerca de 1 nm a cerca de
1.000 nm, a partir de cerca de 5 nm a cerca de 900 nm, ou de
cerca de 10 nm a cerca de 800 nm. O termo "microparticulas"
se refere as particulas com um tamanho médio variando entre
cerca de 1 ym a 1.000 pm, de cerca de 5 ym a cerca de 900 pum
ou de cerca de 10 ym a cerca de 800 pum. Deve ser entendido
que "micronizado" ndo se refere apenas as particulas que
tenham sido produzidas pela divisdo fina, tal como, moagem
meclnica, tri trituragdo ou colisdo de jato, de materiais
que estejam na forma em volume ou outra forma, por exemplo,
uma pelicula de fibroina de seca em estado sdélido. Em
algumas modalidades, as particulas micronizadas podem também

ser formadas por outros métodos mecédnicos, quimicos ou
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fisicos conhecidos na técnica, tais como, por exemplo, a
formagdo em solugdo ou in situ. A composig¢do descrita no
presente documento pode ser micronizada, por exemplo, por
pulverizacgao, esmagamento, moagem, liofilizacgdo, ou
quaisquer combina¢des dos mesmos.

Fibroina de seda

A fibroina de seda €& um biopolimero candidato
especificamente atraente para ser usado em modalidades dos
varios aspectos descritos no presente documento, por
exemplo, por causa de todo seu processamento aquoso (Sofia
e outros, 54 J. Biomed. Mater. Res. 139 (2001); Perry e
outros, 20 Adv. Mater. 3070-72 (2008)), funcionalizacdo
relativamente f&cil (Murphy e outros, 29 Biomat. 2829-38
(2008) ), e biocompatibilidade (Santin e outros, 46 J. Biomed.
Mater. Res. 382-9 (1999)). Por exemplo, a seda foi aprovada
pela U.S. Food and Drug Administration como um tecido que
constrdi uma plataforma em implantes humanos. Vide Altman e
outros, 24 Biomaterials: 401 (2003).

A seda pode proporcionar uma matriz de
imobilizagd8o capaz de estabilizar moléculas bioativas.
Relatdérios anteriores sobre o aprisionamento de enzimas,
anticorpos e antibiéticos nas matrizes de seda indica
estabilizagdo e atividade recuperadas mesmo em temperaturas

elevadas e sem condigdes de armazenamento especiais ou
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acréscimo de aditivos (Pritchard e outros, “Silk fibroin
encapsulated powder reservoirs for sustained release of
adenosine” Journal of Controlled Release (2010) 144:159-167;
Lu e outros, “Stabilization of enzymes in silk films”
Biomacromolecules (2069) 10:1032-1042). Contudo, esses
relatdrios ndo descrevem que a fibroina de seda possa
estabilizar a vacina (por exemplo, uma vacina vida) que &
uma preparacdo bioldgica e & sensivel & temperatura.
Conforme empregado no presente documento, o termo
"fibroina de seda" inclui fibroina de seda e proteina da
seda de insetos ou de aranha. Vide, por exemplo, Lucas e
outros, 13 Adv. Protein Chem. 107 (1958). Qualquer tipo de
fibroina de seda pode ser usado de acordo com os vVAarios
aspectos descritos no presente documento. A fibroina de seda
produzida por bichos da seda, tais como, Bombyx mori, & a
mais comum e representa um recurso ecologicamente correto,
renovavel. Por exemplo, a fibroina de seda usada em uma
pelicula de seda pode ser alcangada através da extracdo de
sericina dos casulos de B. mori. Casulos orgdnicos dos bichos
da sede sdo também comercialmente disponiveis. Existem
muitas sedas diferentes, no entanto, incluindo a seda de
aranha (por exemplo, obtida a partir de Nephila clavipes),
sedas transgénicas, sedas geneticamente modificadas, tais

como sedas de bactérias, leveduras, células de mamifero,
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animais transgénicos ou plantas transgénicas (vide, por
exemplo, WO 97/08315, Patente US nimero 5.245.012) e as suas
variantes, que podem ser usadas.

Em muitas modalidades, a matriz de fibroina de seda
pode ser modificada para diferentes aplicacdes biomédicas.
Por exemplo, para manter a estabilidade de um agente ativo
distribuido em uma matriz de fibroina de seda, quando
implantado in vivo para engenharia de tecidos ou para fins
de distribuigdo de medicamentos, as particulas de seda podem
ser geneticamente modificadas, o que prevé uma nova
modificagcdo da seda, tal como a inclusdo de um polipeptideo
de fusdo compreendendo um dominio de proteina fibrosa e um
dominio de mineralizagdo, o qual pode ser utilizado para
formar um compdsito orgdnico-inorganico. Vide WO
2006/076711. Além disso, a matriz de seda pode ser combinada
com um ou mais polimeros biocompativeis, tais como 6xido de
polietileno, polietilenoglicol, colageno, fibronectina,
queratina, adcido poliaspéartico, polilisina, alginato,
quitina, quitosano, &acido hialurdnico e semelhantes. Vide,
por exemplo, WO 04/062697, WO 05/012606. Em algumas
modalidades, a fibroina de seda pode ser também quimicamente
modificada, por exemplo, através de diazénio ou reacdes de
acoplamento de carbodiimida, a interac3o de avidina-biodina,

ou a modificagdo de genes e semelhantes, para alterar as



10

15

20

45

propriedades fisicas e funcionalidades da proteina de seda.
Vide, por exemplo, WO 2011/011347, Functionalization of Silk
Material by Avidin-Biotin Interaction; WO 2010/057142,
Surface Modification of Silk Fibroin Matrices with PEG Useful
as Anti-Adhesion Barriers & Anti-Thrombotic Materials;
document US nltmero de série 12/192,588, Diazonium Salt
Modification of Silk Polymer. Adicionalmente, a matriz de
fibroina de seda pode ser combinada com uma substédncia
quimica, tal como, 1licerol, que afeta, por exemplo, a
flexibilidade da matriz, Vide, por exemplo, WO 2010/042798,
Modified Silk films Containing Glycerol.

Agentes ativos

Conforme empregado no presente documento, o termo
"agente ativo" se refere a qualquer molécula, composto ou
composigdo, no qual se deseja que a bioatividade do mesmo
seja estabilizada quando tal molécula, composto ou
composigdo for submetido & pelo menos um ciclo de mudanca de
estado e/ou for mantido sob certas condig¢des, tal como
descrito no presente documento. Para os métodos e composicgdes
descritos no presente documento, qualquer agente ativo pode
ser mantido dentro de uma matriz de fibroina de seda.
Exemplos de agentes ativos incluem, mas n3o est3o limitados
as proteinas, peptideos, antigenos, imundgenos, vacinas,

anticorpos ou ©partes deles (por exemplo, moléculas
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semelhantes ao anticorpo), enzimas, &acidos nucléicos (por
exemplo, oligonucleotideos, polinucleotideos, siRNA, shRNA),
aptémeros, virus, bactérias, pequenas moléculas, células
foto sintéticas e compostos de captagdo de energia, agentes
aromatizantes, antibidticos, agentes terapéuticos, agentes
de diagndéstico, tais como agentes de contraste ou corante,
vetores virais e antiveneno.

Tal como empregado no presente documento, os termos
"proteinas" e "peptideos" sdo empregados indiferentemente
para designar uma série de residuos de aminodcidos ligada a
outra através de ligag¢des peptidicas entre os grupos alfa-
amino e carbdxi de residuos adjacentes. Os termos "proteina"
e ‘'"peptideo", que sdo empregados indiferentemente no
presente documentos se referem a um polimero de aminodcidos
de proteinas, incluindo aminodcidos modificados (por
exemplo, fosforilados, glicosilados, etc.) e andlogos de
aminodcidos, independentemente do seu tamanho ou funcdo.
Embora "proteina" seja frequentemente usada com referéncia
aos polipeptideos relativamente grandes, e "peptideo" seja
frequentemente usado com referéncia aos pequenos
polipeptideos, o uso desses termos na técnica se sobrepde e
varia. O termo "peptideo" tal como & empregado no presente
documento se refere aos peptideos, polipeptideos, proteinas

e fragmentos de proteinas, a menos que indicado de outra
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maneira. Os termos '"proteina" e T"peptideo" sdo termos
empregados no presente documento de forma indiferente para
se referir a um produto de gene e seus fragmentos. Assim, os
peptideos ou proteinas exemplificares incluem os produtos
dos genes, proteinas que ocorrem naturalmente, homdélogos,
ortdlogos, pardlogos, fragmentos e outros equivalentes,
variantes, fragmentos e andlogos dos precedentes.

O termo "acidos nucléicos" empregado no presente
documento se refere aos polinucleotideos, tais como, &acido
desoxirribonucléico (DNA) e, quando apropriado, &cido
ribonucléico (RNA), ou polimeros dos mesmos no modo simples
ou duplo filamentado. A menos que especificamente limitado,
o0 termo engloba &acidos nucléicos contendo andlogos
conhecidos de nucleotideos naturais que tém propriedades de
ligagdo semelhantes as do &cido nucléico de referéncia e sio
metabolizados de forma semelhante aos nucleotideos de
ocorréncia natural. Salvo indicacdio em contrario, uma
sequéncia de &cidos nucléicos especifica, engloba implicita
e de forma conservadora as variantes modificadas dos mesmos
(por exemplo, substituig¢des de <cbédon degenerado) e
sequéncias complementares, assim como a sequéncia
explicitamente indicada. Especificamente, as substituigdes
de c¢bdons degenerados podem ser obtidas por geracdo de

sequéncias nas quais a terceira posig¢do de um ou mais cédons
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selecionados (ou todos) & substituida com residuos mistos de
base e/ou desoxiinosina (Batzer e outros, Nucleic Acid Res.
19:5081 (1991); Ohtsuka, e outros, J. Biol. Chem. 260:2605-
2608 (1985), e Rossolini e outros, Mol. Cell. Probes 8:91-
98 (1994)). O termo "&cidos nucléicos" também deve ser
entendido como incluindo, como equivalentes, os derivados,
variantes e andlogos de RNA ou de DNA obtidos a partir de
analogos de nucleotideos, e, polinucleotideos de filamento
simples (sentido ou antissentido) e de cadeia dupla.

O termo "pequeno RNA de interferéncia” (siRNA), também
referido no presente documento como "pequeno RNA
interferente" & definido como um agente que funciona de modo
a inibir a expressdo de um gene alvo, por exemplo, por RNAi.
Um siRNA pode ser sintetizado quimicamente, o mesmo pode ser
produzidos por transcrigdo in vitro, ou pode ser produzido
dentro de uma célula hospedeira. As moléculas de siRNA também
podem ser geradas por clivagem de RNA de cadeia dupla, em
que um filamento & idéntico & mensagem a ser inativada. O
termo "siRNA" se refere ao diplex de pequeno RNA inibitério
que induz a via de RNA interferente (RNAi). Essas moléculas
podem variar em comprimento (geralmente 18-30 pares de bases)
e contém varios graus de complementaridade em relagdo ao
RNAm alvo na cadeia de antissentido. Alguns, mas ndo todos,

os siRNA tém bases desemparelhadas pendendo sobre a
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terminagdo 5' ou 3' dos 60 filamentos de sentido e/ou
filamentos antissentido. O termo "siRNA" inclui dGplex de
dois filamentos separados, bem como filamentos simples que
podem formar estruturas de grampo que compreendem uma regido
de diplex.

O termo "shRNA", tal como empregado no presente
documento se refere ao RNA pequeno de estrutura de grampo,
que funciona como espécie RNAL1 e/ou siRNA, mas difere, pelo
que, as espécies shRNA sdo de estrutura semelhante a grampo
duplo filamentada para aumentar a estabilidade. O termo
"RNAi", tal como empregado no presente documento se refere
ao RNA de interferéncia, ou moléculas de RNA de interferéncia
sdo moléculas de &cidos nucléicos ou seus andlogos, por
exemplo, moléculas a base de RNA que inibem a expressdo
génica. RNAiL se refere a um meio de silenciamento do gene
pds-transcricional seletivo. RNAi pode resultar na
destruigdo de RNAm especifico, ou previnir o processamento
ou tradugdo de RNA, tal como RNAm.

O termo "enzimas", como usado no presente documento se
refere a uma molécula de proteina que catalisa reagdes
quimicas de outras substdncias, sem que seja destruida ou
substancialmente alterada apds a conclusdo das reagdes. O
termo pode incluir enzimas que ocorrem naturalmente e as

enzimas de bioengenharia ou suas misturas. Exemplos de
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familias de enzimas incluem cinases, desidrogenases,
oxidoredutases, GTPases, carboxil transferases, acil
transferases, descarboxilases, transaminases, racemases,
metil transferases, formil transferases e o-
cetodecarboxilases.

O termo “vacinas” como empregado no presente documento
se refere a qualquer preparagdo de microrganismos mortos,
organismos vivos atenuados, antigenos de subunidade,
antigenos de toxéide, antigenos conjugados ou outro tipo de
molécula antigénica que, quando introduzida no corpo dos
individuos produz imunidade a uma doen¢a especifica,
causando a ativagdo do sistema imune, formac¢do de anticorpos
e/ou a criagdo de uma resposta de célula T e/ou célula B. Em
geral, as vacinas contra microrganismos s3do dirigidas a pelo
menos, parte de um virus, bactérias, parasitas, micoplasma,
ou outro agente infeccioso. Em uma modalidade, a vacina
encapsulada em uma matriz de fibroina de seda é uma vacina
viva.

Conforme empregado no presente documento, o termo
"aptimeros" significa uma sequéncia de nucleotideo de
filamento simples, parcialmente de filamento simples,
parcialmente duplo filamentada ou duplo filamentada capaz de
reconhecer especificamente uma molécula ndo oligonucleotideo

selecionada ou grupo de moléculas. Em algumas modalidades,
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o aptamero reconhece a molécula ndo oligonucleotideo ou grupo
de moléculas através de um mecanismo diferente da formacdo
triplex ou de emparelhamento de bases de Watson. Os aptlmeros
podem incluir, sem limitagdo, os segmentos de sequéncias
definidos e sequéncias compreendendo nucleotideos,
ribonucleotideos, desoxirribonucleotideos, anadlogos de
nucleotideos, nucleotideos modificados e os nucleotideos que
compreendem modificagdes de estrutura, pontos de ramificacdo
e residuos de nucleotideo, grupos ou pontes. Métodos de
selegdo de aptémeros para ligacdo a uma molécula sio bem
conhecidos na técnica e facilmente acessiveis a um versado
na técnica comum.

Conforme empregado no presente documento, o termo
"anticorpo" ou "anticorpos" se refere a uma imunoglobulina
intacta ou a um fragmento de ligacdo ao antigeno monoclonal
ou policlonal com a regido Fc (fragmento cristalizavel) ou
fragmento de ligagdo FcRn da regido Fc. O termo "anticorpos"
inclui também "as moléculas semelhantes a anticorpo", tais
como, os fragmentos de anticorpos, por exemplo, fragmentos
de ligagdo ao antigeno. Fragmentos de ligag¢do ao antigeno
podem ser produzidos por técnicas de DNA recombinante ou por
clivagem enzimdtica ou quimica de anticorpos intactos.
"Fragmentos de 1ligag8o ao antigeno" incluem, inter alia,

Fab, Fab', F(ab')2, Fv, dAb e fragmentos da regido



10

15

20

52

determinante de complementaridade (CDR), anticorpos de
cadeia simples (scFv), os anticorpos de dominio simples, os
anticorpos quiméricos, diacorpos e poliptideos que contenham
pelo menos uma porgdo de uma imunoglobulina que seja
suficiente para conferir ligagdo do antigeno especifico ao
polipeptideo. Anticorpos lineares também estdo incluidos
para os fins descritos no presente documento. Os termos Fab,
Fc, pFc', F(ab')2 e Fv s8o empregados com os significados
imunolégicos convencionais (Klein, Immunology (John Wiley,
New York, N.Y., 1982); Clark, W. R. (1986) The Experimental
Foundations of Modern Immunology (Wiley & Sons, Inc., New
York); e Roitt, I. (1991) Essential Immunology, 7th Ed.,
(Blackwell Scientific Publications, Oxford)). Anticorpos ou
fragmentos de ligag8o ao antigeno especificos para varios
antigenos se encontram disponiveis comercialmente de
vendedores, tais como, R&D Systems, BD Biosciences, e-
Biosciences and Miltenyi, ou podem ser produzidos contra
esses marcadores da superficie das células por meio de
métodos conhecidos pelos versados na técnica. na arte.
Conforme empregado no presente documento, o termo
"regides determinantes de complementaridade"™ (CDRs, ou seja,
CDR1, CDR2 e CDR3) se refere aos residuos de aminodcidos de
um dominio varidvel de anticorpo cuja presenca & necessaria

para a ligagdo ao antigeno. Cada dominio varidvel tipicamente
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apresenta trés regides CDR identificadas como CDR1, CDR2 e

CDR3. Cada regido determinante de complementaridade pode

compreender residuos de aminodcidos de uma "regido
determinante de complementaridade”, tal como definido por
Kabat (isto &, com relagdo os residuos 24-34 (Ll), 50-56

(L2) e 89-97 (L3) no dominio varidvel de cadeia leve e 31-
35 (H1), 50-65 (H2) e 95-102 (H3) no dominio varidvel de
cadeia pesada; Kabat e outros, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5% Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)) e/ou
aqueles residuos de um "lago hipervaridvel" (isto &, com
relagdo aos residuos 26-32 (Ll), 50-52 (L2) e 91-96 (L3) no
dominio varidvel de cadeia leve e 26-32 (H1l), 53-55 (H2) e
96-101 (H3) no dominio variavel da cadeia pesada; Chothia e
Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Em alguns casos, uma
regido determinante de complementaridade pode incluir
aminodcidos, de ambos uma regido CDR, definida de acordo com
Kabat e um lago hipervaridvel.

A expressdo "anticorpos lineares" se refere aos
anticorpos descritos em Zapata e outros, Protein Eng., 8
(10) :1057-1062 (1995). Resumidamente, estes anticorpos
compreendem um par de segmentos Fd em tandem (VH-CH1-VH-CH1)
que, Jjuntamente com os polipeptideos de cadeia leve

complementares, formam um par de regides de ligacd3o ao
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antigeno. Os anticorpos lineares podem ser biespecificos ou
monoespecificos.

A expressdao fragmentos de anticorpo "Fv de cadeia
simples" ou "scFv", como empregada no presente documento
significa os fragmentos de anticorpo que compreendem os
dominios VH e VL do anticorpo, em que estes dominios estio
presentes em uma Unica cadeia polipeptidica. De preferéncia,
© polipeptideo Fv compreende ainda um ligante polipeptidico
entre os dominios VH e VL que permite que o scFv forme a
estrutura desejada para ligagdo ao antigeno. (Pliickthun, The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg
e Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp 269-315 (1994)).

O termo "diacorpos", como empregado no presente
documento, se refere aos pequenos fragmentos de anticorpo
com dois sitios de 1ligagdo ao antigeno, fragmentos que
compreendem um dominio varidvel de cadeia pesada (VH)
conectado a um dominio varidvel de cadeia leve (VL) na mesma
cadeia polipeptidica (VH-VL). Utilizando um ligante que é
demasiado curto para permitir o emparelhamento entre os dois
dominios na mesma cadeia, os dominios s3o forcados a
emparelhar com os dominios complementares de outra cadeia e
criar dois sitios de ligagdo ao antigeno. (EP 404.097, WO
93/11161; Hollinger e outros, Proc. Natl. Acad. sd. USA, PO

:6444-6448 (1993)).
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Conforme empregado no presente documento, o termo
"moléculas pequenas" se refere as moléculas naturais ou
sintéticas, incluindo, mas ndo limitado aos peptideos,
peptidomiméticos, aminodcidos, andlogos de aminodcidos,

polinucleotideos, andlogos polinucleotidicos, aptémeros,

nucleotideos, anadlogos de nucleotideos, orgénicos ou
compostos inorgdnicos (isto &, incluindo  compostos
organometalicos e heteroorgdnicos) possuindo um peso

molecular inferior a cerca de 10.000 gramas por mol,
compostos orglnicos ou inorgdnicos com um peso molecular
inferior a cerca de 5.000 gramas por mol, compostos orgédnicos
ou inorgdnicos com um peso molecular inferior a cerca de
1.000 gramas por mol, compostos orgdnicos ou inorgdnicos com
um peso molecular inferior a cerca de 500 gramas por mol, e
sals, ésteres, e outras formas farmaceuticamente aceitiveis
de tais compostos.

O termo ‘"bactérias", como empregado no presente
documento abrange todas as variantes de bactérias, por
exemplo, organismos procaridéticos e cianobactérias. As
bactérias sdo pequenas (dimensdes lineares tipicas de cerca
de 1 m), ndo compartimentadas, com DNA circular e ribossomas
de 708S.

O termo T"antibidticos" é empregado no presente

documento para descrever um composto ou composicdo que
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diminui a viabilidade de um microrganismo, ou que inibe o
crescimento ou a reprodugdo de um microrganismo. Tal como é
usado nesta descrigdo, um antibidético pretende ainda incluir
um agente antimicrobiano, bacteriostdtico ou bactericida.

Exemplos de antibidticos incluem, mas nd3o se limitam as

penicilinas, cefalosporinas, penemas, carbapenemas,
monobactamas, aminoglicosideos, sulfonamidas,
tetraciclinas, macrdlidos, quinolonas, lincosideos,
cloranfenicol, vancomicina, metronidazol, rifanpicina,

isoniazida, espectinomicina, trimetoprima, sulfametoxazol e
semelhantes.

O termo "células" empregado no presente documento se
refere a qualquer célula, procariota ou eucariota, incluindo
plantas, fungos, vermes, insetos e mamiferos. As células de
mamiferos incluem, sem limitacdo as de primatas, humanos e
uma célula de um animal de interesse, incluindo, sem
limitagéo, rato, hamster, coelho, cao, gato, animais
domésticos, tais como equinos, bovinos, murinos, ovinos,
caninos, felinos, etc. As células podem ser de uma ampla
variedade de tipos de tecidos, tais como, sem limitagdo;
hematopoiético, neural, mesenquimal, cuténeo, mucosa,
estromal, bago muscular, reticuloendotelial, epitelial,
endotelial, hepéticas, renais, gastrintestinais, pulmonares,

células T etc. As células estaminais, células estaminais
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embriondrias (ES), as células derivadas de ES e progenitores
de células estaminais também sdo incluidos, incluindo, sem
limitacdo, hematopoética, neural, estroma, misculo,
cardiovasculares, hepéticas, as células-tronco pulmonares,
gastrintestinal, etc. As células de levedura também podem
ser utilizadas como células em algumas modalidades. Em
algumas modalidades, as células podem ser ex vivo, ou células
cultivadas, por exemplo, in vitro. Por exemplo, para as
células ex vivo, as células podem ser obtidas a partir de um
individuo, em que o individuo é saudavel e/ou afetado com
uma doenga. As cé€lulas podem ser obtidas, como um exemplo
ndo limitativo, por bidpsia ou outros meios cirdrgicos
conhecidos dos especialistas na técnica.

O termo "compostos fotossintéticos e de captacgdo de
energia" se refere a moléculas que podem obter ou absorver
a energia da luz, por exemplo, a clorofila.

Conforme empregado no presente documento, o termo
"vetor viral" inclui tipicamente DNA estranho que se deseja
inserir em uma célula hospedeira e, geralmente, inclui uma
cassete de expressdo. O DNA estranho pode compreender uma
unidade de transcrigdo inteira, gene poli-A promotor ou o
vetor pode ser manipulado para conter sequéncias de
terminagdo promotoras/de transcri¢do de tal modo que apenas

© gene de interesse necessita de ser inserido. Esses tipos
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de sequéncias de controle s3o conhecidos na arte e incluem
promotores para a iniciagdo da transcrigdo, opcionalmente
com um operador, juntamente com sequéncias de sitios de
ligagdo ao ribossoma. Os vetores virais incluem, mas nio
estdo limitados aos vetores lentivirus, vetores retrovirais,
vetores lentivirais, vetores virais de herpes simplex,
vetores adenovirais, vetores virais adeno-associados (AAV) ,
EPV, EBV, ou variantes ou seus derivados. Varias empresas
produzem tais vetores virais comercialmente, incluindo,
porém ndo limitado ao Avigen, Inc. (Alameda, Calif.; vetores
AAV), Cell Genesys (Foster City, Calif.; vetores retroviral,
adenovirus, AAV, e lentivirais), Clontech (vetores

retrovirais e baculoviral), Genovo, Inc. (Sharon Hill, Pa.;

vetores de adenovirus e AAV), Genvec (Franca; vetores
adenovirus) , IntroGene (Leiden, Paises-Baixos; vetores
adenovirus), Molecular Medicine (vetores retrovirais,
adenovirus, AAV, herpes viral), Norgen (vetores de
adenovirus), Oxford BioMedica (Oxford, Reino Unido;
lentivirais), e Transgene (Estrasburgo, Franca; vetores

adenovirus, vacina, retrovirus e lentivirais).

Conforme empregado no presente documento, o termo
"antigenos" se refere a uma molécula ou uma porgdo de uma
molécula capaz de ser ligada por um agente de 1ligacdo

seletivo, tal como um anticorpo, e, adicionalmente, capaz de



10

15

20

59

ser utilizada em um animal para induzir a producdo de
anticorpos capazes de se ligarem a um epitopo daquele
antigeno. Um antigeno pode ter um ou mais epitopos. O termo
"antigeno" também pode se referir a uma molécula capaz de
ser ligada por um anticorpo ou um receptor de células T (TCR)
se apresentado por moléculas MHC. O termo "antigeno", tal
como € empregado no presente documento, engloba também os
epitopos de células-T. Um antigeno é adicionalmente capaz de
ser reconhecido pelo sistema imune e/ou de ser capaz de
induzir uma resposta imune humoral e/ou a resposta imune
celular que conduz & ativagdo de linfécitos B e/ou T. No
entanto, isso pode requerer que pelo menos em certos casos,
© antigeno contenha, ou esteja ligado a um epitopo de célula
Th e é fornecido no adjuvante. Um antigeno pode ter um ou
mais epitopos (epitopos B e T). A reagdo especifica referida
acima pretende indicar que o antigeno reagira, de
preferéncia, normalmente de uma maneira altamente seletiva,
com o seu anticorpo correspondente, ou TCR e n3o com OS
varios outros anticorpos ou TCRs que podem ser evocados por
outros antigenos. Antigenos, como empregado no presente
documento, podem também ser misturas de varios antigenos
individuais.

Conforme empregado no presente documento, o termo

"virus" se refere a um agente infeccioso composto de &acido
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nucléico encapsulado em uma proteina. Tais agentes
infecciosos sdo incapazes de replicac¢do auténoma (isto &, a
replicagdo requer o uso de maquinaria da célula hospedeira).
Genomas virais podem ser de filamento simples (ss) ou de
filamento duplo (ds), RNA ou DNA, e podem ou ndo empregar
transcriptase reversa (RT). Além disso, os virus RNAss podem
ser tanto de sentido (+) quanto de antissentido (-). Exemplos
de virus incluem, mas nd3o estdo limitados aos virus DNAsS
(por exemplo, Adenovirus, virus do herpes, poxvirus), virus

de DNAss (por exemplo, Parvovirus), virus RNAds (por exemplo,

Reovirus), virus (+)RNAss (por exemplo, Picornavirus,
Togaviruses), virus (-) RNAss (por exemplo, Ortomioxivirus,
Rhabdovirus), virus RNAss-RT, isto &, RNA(+) sentido com

DNA intermedidrio no ciclo de vida (por exemplo, Retrovirus),
e virus DNAds-RT (por exemplo, Hepadnavirus). Em algumas
modalidades, os virus também podem incluir virus de tipo
selvagem (natural), virus mortos, os virus vivos atenuados,
virus modificados, virus recombinantes ou quaisquer
combinac¢des dos mesmos. Outros exemplos de virus incluem,
mas ndo estdo limitados aos virus envelopados, virus
sincicial respiratédrio, virus sem envelope, bacteridfagos,
virus recombinantes e vetores virais. 0 termo
"bacteriéfagos" como empregado no presente documento se

refere aos virus que infectam bactérias.
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O termo "antiveneno", como empregado no presente
documento, se refere a um produto bioldgico utilizado no
tratamento de picadas ou mordeduras venenosas. O antiveneno
€ criado por retirada do veneno da cobra, aranha ou inseto
desejado. O veneno &, entdo, diluido e injetado em um cavalo,
ovelha, cabra ou gato. O individuo animal sofreri uma
resposta imune ao veneno, produzindo anticorpos contra a
molécula ativa do veneno que pode entdo ser colhida a partir
de sangue do animal e usada para tratar o envenenamento.

O termo "agentes terapéuticos" & reconhecido na técnica
e se refere a qualquer fragdo quimica que & uma substancia
bioldgica, fisioldgica ou farmacologicamente ativa que atua
local ou sistemicamente em um individuo. Exemplos de agentes
terapéuticos, também conhecidos como "medicamentos" estdo
descritos em referéncias bibliogradficas bem conhecidas, tais
como, Merck Index, Physicians Desk Reference, and The
Pharmacological Basis of Therapeutics e incluem, sem
limitag8o, medicamentos, vitaminas; suplementos minerais,
substdncias wutilizadas para o tratamento, prevengdo,
diagndéstico, cura ou mitigacdo de uma doenga ou enfermidade,
substdncias que afetam a estrutura ou fung¢do do corpo; ou
pré-medicamentos, que se tornam biologicamente ativos ou
mais ativos depois de terem sido colocados em um ambiente

fisioldégico. Varias formas de um agente terapéutico podem
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ser usadas as quais sdo capazes de ser liberadas a partir da
composigdo alvo nos tecidos adjacentes ou fluidos por

administragdo a um individuo. Exemplos incluem esterdides e

ésteres de esterdides (por exemplo, estrogénio,
progesterona, testosterona, androsterona, colesterol,
noretindrona, digoxigenina, &cido edlico (cblico), Aacido

deoxicOlico e &cido quenodesoxicdlico), compostos contendo
boro (por exemplo, carborano) , nucleotideos
quimioterapéuticos, medicamentos (por exemplo, antibidéticos,
antivirais, antifingicos), enodiinas (por exemplo,
caliqueamicinas, esperamicinas, dinemicina, cromdforo

neocarzinostatina e croméforos de kedarcidin), complexos de

metais pesados (por exemplo, cisplatina), antagonistas de
horménios (por exemplo, tamoxifeno), proteinas ndo
especificas (ndo anticorpo) (por exemplo, oligbmeros de
agtcar), oligonucleotideos (por exemplo, oligonucleotideos

antissentido que se ligam a uma sequéncia de acido nucléico
alvo (por exemplo, sequéncia de RNAm)), peptideos,
proteinas, anticorpos, agentes fotodinamicos (por exemplo,
rodamina 123), radionuclideos (por exemplo, I-131, Re-186,
Re-188, Y-90, Bi-212, A-211, Sr-89, Ho-166, Sm-153, Cu-67 e
Cu-64), toxinas (por exemplo, ricina), e substancias
farmacéuticas & base de transcricdo.

Um "agente de diagndéstico"” é qualquer fragdo quimica
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que possa ser usada para o diagndstico. Por exemplo, os
agentes de diagndstico incluem agentes de imageamento de
contendo radioisdtopos, tais como, indio ou tecnécio;
agentes de contraste ou corantes contendo iodo, gadolinio ou
cianina; enzimas tais como peroxidase de rabano, GFP,
fosfatase alcalina, ou B-galactosidase, substéancias
fluorescentes, tais como, derivados de eurdpio, substlncias
luminescentes, tais como, derivados de N-metilacridio ou
semelhantes.

Imundégeno e Vacinas

Em certas modalidades, Oos agentes ativos sao
imunégenos. Em algumas modalidades, o imunégeno é uma vacina.
Como demonstrado no presente documento, um modelo de vacina
aprisionado, a vacina MMR & constituida de virus vivo,
atenuado e subsequentemente recuperado de um veiculo de seda
mantido em atividade biolégica significativa em comparagdo
a vacina ndo encapsulada em seda. Em uma modalidade, é
provida no presente documento uma vacina de MMR estabilizada
que pode ser armazenada d temperatura ambiente durante vArias
semanas, enquanto mantém em uma proporgdo substancial a
atividade original. A estabilizagcdo das vacinas vivas
atenuadas fornece um importante avanco nos programas de
imunizagdo, reduzindo os custos de transporte, equipamentos

e treinamento, reduzindo o desperdicio e ampliando programas
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de imunizacdo.

O termo "imundgeno" se refere a qualquer substancia,
por exemplo, vacinas, capazes de induzir uma resposta imune
em um organismo. Um "imundégeno" & capaz de induzir uma
resposta imunoldgica contra si préprio por administracio a
um individuo. O termo "imunoldgica" tal como & empregado no
presente documento em relagdo a uma resposta imunoldgica, se
refere ao desenvolvimento de uma resposta humoral (mediada
por anticorpos) e/ou uma resposta celular (mediada pelas
células T especificas de antigenos ou os seus produtos de
secregdo) dirigida contra um imunégeno em um individuo
receptor. Tal resposta pode ser uma resposta ativa induzida
pela administragdo de um imunégeno ou peptideo imunogénico
a um individuo ou uma resposta passiva induzida pela
administragdo de anticorpo ou células T iniciadas que sdo
direcionadas ao imunégeno. Uma resposta imune celular &
provocada pela apresentagdo de epitopos polipeptidicos em
associagdo com moléculas MHC da Classe I ou Classe IT para
ativar células T auxiliares CD4+ especificas para o antigeno
e/ou células T citotdxicas CD8+. Tal resposta pode também
envolver a ativagdo de mondcitos, macrdfagos, células NK,
bas6filos, células dendriticas, astrdécitos, células da
microglia, eosinéfilos ou outros componentes da imunidade

inata.
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O termo "imunogenicidade" se refere i capacidade de uma
substdncia, tal como um antigeno ou epitopo, de provocar uma
resposta imunoldgica humoral e/ou mediada por células em um
individuo. Um versado na técnica pode facilmente avaliar a
imunogenicidade de uma substincia. A presenca de uma resposta
imunoldégica mediada por células pode ser determinada por
qualquer método reconhecido na técnica, por exemplo, ensaios
de proliferagdo (células T CD4+), ensaios CTL (linfécitos T
citotdéxicos) (vide Burke, supra; Tigges, supra) ou imuno-
histoquimica com seg¢3io de tecido de um individuo para
determinar a presenga de células ativadas, tais como
mondcitos e macréfagos, apds a administragdo de um imundgeno.
Um versado na técnica pode prontamente determinar a presenca
da resposta imune mediada humoral mediada em um individuo
por quaisquer métodos bem estabelecidos. Por exemplo, o nivel
de anticorpos produzidos em uma amostra biolégica tal como
© sangue pode ser medido por western blot, ELISA ou outros
métodos conhecidos para a detecgdo de anticorpos.

Os imundgenos Gteis em algumas modalidades dos vArios
aspectos descritos no presente documento incluem agentes
patogénicos mortos, vivos patogénicos vivos atenuados,
subunidades protéicas e seus conjugados, toxinas inativadas
e peptideos sintéticos, carboidratos e os seus conjugados,

e antigenos. O termo "agente patogénico", tal como empregado
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no presente documento significa qualquer agente produtor de
doenga (especialmente um virus ou bactéria ou outro
microorganismo) .

O termo "agentes patogénicos mortos" é empregado no
presente documento com referéncia aos agentes patogénicos
que eram previamente virulentos (ou seja, capazes de causar
a doenga) mas foram destruidas com produtos quimicos ou
calor. Exemplos de vacinas compreendendo agentes patogénicos
mortos incluem, sem limitac3o, a vacina contra a gripe, a
vacina contra o cdlera, a vacina contra a peste bubdnica,
vacina contra poliomielite, vacina contra hepatite A e vacina
contra a raiva.

O termo "agentes patogénicos vivos atenuados" como
empregado no presente documento se refere aos agentes
patogénicos que nd3o foram inativados, ou seja, agentes
patogénicos capazes de se replicar em células permissivas e
induzindo uma resposta imunoldégica especifica, mas ndo
induzem as doencas causadas por agentes patogénicos do tipo
selvagem correspondentes em um individuo. Agentes
patogénicos atenuados, vivos podem ser produzidos por um
versado na técnica, por exemplo, por cultura dos agentes
patogénicos do tipo selvagem sob condigdes que desativam
suas propriedades virulentas, ou usando organismos menos

virulentos, porém proximamente relacionados para produzir
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tal resposta imunoldgica. Exemplos de agentes patogénicos
vivos, atenuados, incluem, mas ndo estdo limitados as doengas
virais, febre amarela, sarampo, rubéola e caxumba e febre
tiféide doenga bacteriana. Em algumas modalidades, a vacina
viva de Mycobacterium tuberculosis ndo é obtida de uma cepa
contagiosa, mas contém wuma cepa virulenta modificada
denominado "BCG" usado para induzir uma resposta imune &
vacina. A vacina viva atenuada contendo a cepa Yersinia
pestis EV & utilizada para imunizac¢do de praga.

Em algumas modalidades, um imundégeno usado nas
composi¢des descritas no presente documento pode ser toxina
inativada que causa doengas em vez do agente patogénico.
Tais composigdes ndo limitantes incluem tétano e difteria.

Em algumas modalidades, enquanto que um imunégeno pode
compreender um composto inativado, por exemplo, uma toxina
inativada, a partir de um agente patogénico, peptideos
sintéticos, carboidratos ou antigenos podem também ser
usados como um imundégeno em composi¢des imunogénicas
descritas no presente documento.

Em certas modalidades, um imundgeno utilizado nas
composigdes descritas no presente documento pode incluir uma
subunidade de proteina, isto &, um fragmento de um agente
patogénico morto ou vivo, atenuado ou um seu conjugado. Tais

exemplos incluem, sem limitac¢des, a vacina de subunidade
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contra o virus da Hepatite B, que & composta apenas das
proteinas superficiais do virus (previamente extraido do
soro do sangue de pacientes cronicamente infectados, mas
agora produzido por recombinagdo dos genes virais na
levedura), a vacina de particula semelhante a virus (VLP)
contra o papilomavirus humano (HPV), que & composta da
principal proteina da capsideo viral, e as subunidades de
hemaglutinina e neuraminidase do virus da gripe. Em tais
modalidades, determinados agentes patogénicos apresentam
revestimentos externos de polissacarideo, que sdo fracamente
imunogénicos. Ao ligar esses revestimentos externos as
proteinas (por exemplo, toxinas), o sistema imune é capaz de
reconhecer o polissacarideo como se fosse um antigeno de
proteina. Um imundgeno conjugado exemplar é o utilizado na
vacina contra Haemophilus influenzae tipo B. Assim,
conjugados imundgenos também sdo incluidos nos aspectos
descritos no presente documento.

Exemplos adicionais de imunégenos incluem os que podem
ser derivados do virus da hepatite B, Haemophilus influenzae
tipo B, poliovirus, Neisseria meningitides C, influenza,
Varicella, Mycobacteria tuberculosis ou Bacilo de Calmette-
Guérin, toxdide tetlnico, toxdide da difteria, ou Bordetella
pertussis. O imundégeno também pode ser uma combinagdo de

imundégeno, tal como, DTaP, DTwP, DTPwP hepatite B, DTP
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hepatite B Hib ou DTaP hepatite B Hib IPV.

Em algumas modalidades, o imundégeno & uma bactéria, tal
como Mycobacteria tuberculosis, bacille Calmette-Guérin ou
Bordetella pertussis. O imundgeno bacteriano pode ser morto
ou atenuado. O imundgeno pode compreender uma subunidade
bacteriana. Exemplo de subunidades bacterianas imunogénicas
incluem aquelas derivadas de Neisseria meningitidis Tipo C,
Haemophilus influenzae tipo B, Streptococcus pneumoniae,
streptococos do grupo B, ou Bordetella pertussis. O imundgeno
bacteriano pode ser recombinante. A subunidade bacteriana
pode ser ou incluir um polissacarideo. Ainda em outras
modalidades, o imundgeno é uma subunidade viral, por exemplo,
derivada de virus da hepatite B ou papilomavirus humano. O
imunégeno viral também pode ser recombinante. O imundégeno
viral também pode compreender virus mortos.

O imundgeno estabilizado conforme descrito no presente
documento pode ser um produto de vacina, por exemplo,
BIOTHRAX® (vacina adsorvida contra antraz, Emergent
Biosolutions, Rockville, MD); TICE® BCG Live (Bacillus
Calmette-Guérin para uso intravesical, Organon Tekina Corp.
LLC, Durham, NC); MYCOBAX® BCG Live (Sanofi Pasteur Inc.);
Daptacel® (vacina adsorvida contra toxdéides da difteria,
tétano e coqueluche acelular [Tdap], Sanofi Pasteur Inc.);

INFANRIX® (vacina triplice (Tdap) adsorvida,
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GlaxoSmithKline) ; TRIPEDIA® (vacina triplice (Tdap), Sanofi
Pasteur); TRIHIBIT® (Tdap/Hib#, Sanofi Pasteur); KINRIX®
(vacina contra toxdides de difteria e tétano, adsorvida,
acelular contra coqueluche e virus da poliomielite
inativado, GlaxoSmithKline) ; PEDIARIX® (Tdap-HepB-IPV,
GlaxoSmithKline); PENTACEL® (vacina contra toxdides da
difteria e tétano, adsorvida, acelular contra coqueluche e
virus da poliomielite e Haemophilus b conjugados, inativados
[conjugado de toxdide tetdnico] Sanofi Pasteur), Toxdides da
difteria e tétano, adsorvida (para uso pedidtrico, Sanofi
Pasteur) ; DECAVAC® (toxdides de difteria e tétano,
adsorvida, para uso adulto, Sanofi Pasteur); ACTHIB® (vacina
conjugada toxdide tetdnico e Haemophilus b, Sanofi Pasteur) ;
PEDVAXHIB® (vacina Hib, Merck); Hiberix (vacina conjugada

toxdide teténico e Haemophilus tipo b, dose de reforgo,

GlaxoSmithKline); Comvax® (vacina contra Hepatite B-Hib,
Merck); HAVRIX® (vacina contra hepatite A, pedidtrica,
GlaxoSmithKline); VAQTA® (vacina contra Hepatite A,
pedidtrica, Merck) ; ENGERIX-B® (Hep B, pediatrica,

adolescente, GlaxoSmithKline); RECOMBIVAX HB® (vacina contra
a hepatite B, Merck); TWINRIX® (vacina contra HepA/HepB B,
18 anos ou mais, GlaxoSmithKline); CERVARIX® (vacina contra
papilomavirus humano bivalente [tipos 16 e 18] recombinante,

GlaxoSmithKline); GARDASIL® (vacina contra papilomavirus
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humano bivalente [tipos 6, 11, 16 e 18], recombinante,
Merck); AFLURIA® (Vacina contra a gripe, 18 anos ou mais,
CSL); AGRIFLU™ (vacina contra virus da gripe para injecdo
intramuscular, Novartis Vaccines); FLUARIX® (Vacina contra
a gripe, 18 anos ou mais, GaxoSmithKline); FLULAVAL® (Vacina
contra a gripe, 18 anos ou mais, GaxoSmithKline); FLUVIRIN®
(vacina contra a gripe, 4 anos e acima, Novartis Vaccine) ;
FLUZONE® (vVacina contra gripe, 6 meses ou mais, Sanofi
Pasteur); FLUMIST® (vacina contra gripe, 2 anos ou mais,
Medlmmune) ; IPOL® (vacina e-IPV contra poliomielite, Sanofi
Pasteur); JE-VAX® (vacina contra virus da encefalite
japonesa, inativada, BIKEN, Japdo); IXIARO® (vacina contra
virus da encefalite japonesa, inativada, Novarits) ;
MENACTRA® (vacina meningocécica [Grupos A, C, Y e W-135] e
contra a difteria, Sanofi Pasteur); MENOMUNE®-A/C/Y/W-135
(vacina polissacaridica meningocédcica, Sanofi Pasteur) ;
MMRII® (vacina MMR, Merck); MENVEO® (vacina conjugada
meningocécica [Grupos A, C, Y e W-135] e difteria
oligossacaridica CRMis7;, Novartis Vaccines); PROQUAD® (vacina
MMR e varicela, Merck); PNEUMOVAX 23® (vacina polissacarideo
pneumocdcica, Merck); PREVENAR® (vacina pneumocdcica 7-
valente, Wyeth/Lederle); PREVENAR-13® (vacina pneumocdcica
13-valente, Wyeth/Lederle), POLIOVAX™ (virus da poliomelite

inativado, sanofi pasteur); IMOVAX® (vacina contra a raiva,
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Sanofi Pasteur); RABAVERT™ (Vacina antirridbica, Chiron);
ROTATEQ® (Vacina contra o) rotavirus, vivo, oral,
pentavalente, Merck); ROTARIX® (Rotavirus, vivo, vacina

oral, GlaxoSmithKline); DECAVAC ™ (vacina contra toxdides
tetdnicos e diftéricos, sanofi pasteur), Td (genérico)
(toxbides tetdnicos e diftéricos, adsorvida, Massachusetts
Biol. Labs); TYPHIMVI® (vacina polissacaridea contra febre
tiféide Vi, Sanofi Pasteur); ADACEL® (toxdide teténico,
toxdide diftérico reduzido e coqueluche acelular, sanofi
pasteur); Boostrix® (toxdéide tetidnico, toxdide diftérico
reduzido e coqueluche acelular, GlaxoSmithKline); VIVOTIF®
(vacina contra tifo, vivo, oral, Berna Biotech); ACAM2000™
(vacina contra variola (vaccinia), vivo, Acambis, Inc.);
Dryvax® (vacina contra variola (vaccinia)); VARIVAX® (vacina
contra varicela, vivo, Merck); YF-VAX® (vacina contra a febre
amarela, Sanofi Pasteur) ; ZOSTAVAX® (Varicela-zdéster,
Merck), ou combinagdes dos mesmos. Quaisquer produtos de
vacinas listados na base de dados do Center for Disease
Control and Prevention (CDC) também podem ser incluidos nas
composigdes descritas no presente documento.

Em algumas modalidades, as vacinas de animais, tais
como vacinas caninas e felinas podem também ser incluidas
nos métodos e composigdes descritos no presente documento.

Exemplos de vacinas de animais incluem, mas n3o estdo
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limitados a DURAMUNE® MAX 5 (vacina contra cinco
enfermidades: cinomose canina, hepatite canina infecciosa,
adenovirus tipo 2, parainfluenza, e parvovirus, Fort Dodge) ;
NEO PAR® (parvovirus, Neo Tech); VANGUARD® PLUS 5 (cinomose
canina, adenovirus tipos 1 e 2, Parainfluenza e Parvovirose,
Pfizer); BRONCHI-SHIELD® III (Canina, Parainfluenza, Fort
Dodge) e ECLIPSE 4® (rinotraqueite felina, Calici virus
felino e virus da panleucopenia e Chlamydia psittaci,
Schering-Plough/Intervet). Quaisquer vacinas para animais
disponiveis comercialmente podem ser incluidas nas
composicdes descritas no presente documento.

Virus Vivos Atenuados

Composi¢des imunogénicas atenuadas vivas, por exemplo,
vacinas de virus vivos atenuados, geralmente podem provocar
respostas imunoldégicas mais duradouras. Assim, as mesmas sdo
por vezes as composigdes preferidas para administracdo a um
individuo, por exemplo, um mamifero saudivel. Em algumas
modalidades, os imundgenos wutilizados nas composicdes
descritas no presente documento s3o agentes patogénicos
vivos, atenuados. Nas modalidades especificas, os imundgenos
sdo virus vivos atenuados. Assim, os métodos e as composic¢des
imunogénicos compreendendo pelo menos um virus atenuado,
vivo, (incluindo, pelo menos, dois virus vivos atenuados,

pelo menos, trés virus vivos atenuados, ou mais) sio também
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descritos no presente documento. As composi¢des imunogénicas
incluem uma matriz de fibroina de seda, e pelo menos um virus
vivo atenuado (incluindo pelo menos dois virus vivos
atenuados, pelo menos, trés virus vivos atenuados ou mais)
distribuidos nas mesmas, em que o virus vivo atenuado (s)
retém pelo menos cerca 30% da sua infecciosidade original
quando a composigdo & (a) submetida a pelo menos um ciclo de
mudanga de estado, e/ou (b), mantida durante um periodo de
tempo, sob uma condigédo especificada. Em algumas
modalidades, o(s) virus vivo atenuado pode reter pelo menos
cerca de 30%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de
50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, pelo
menos cerca de 80%, em menos cerca de 90%, pelo menos cerca
de 95% de infectividade original ou mais.

Tal como empregado no presente documento, o termo
"infectividade" em referéncia a um virus significa a
caracteristica de um virus que incorpora a capacidade de
entrar, sobreviver e se multiplicar ou provocar uma resposta
imunolégica em um hospedeiro susceptivel. Quaisquer métodos
conhecidos de um versado na técnica para a determinacdo da
infecciosidade do virus podem ser utilizados para os fins
descritos no presente documento, por exemplo, o ensaio de
infecciosidade in vitro descrito no Exemplo 1 pode ser

empregado.
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Nas modalidades especificas, o virus vivo atenuado pode
ser um virus envelopado, como Paramyxoviridae, Togaviridae,
Orthomyxoviridae, Flaviviridae, Herpesviridae, Rhabdo virus
ou Retroviridae. Esses virus envelopados, vivos, atenuados
podem ser da varicela, sarampo, virus da caxumba, virus do
sarampo alemdo, virus sincicial respiratdrio, virus da febre
amarela, ou virus influenza. A expressdo "virus envelopado"
significa um virus que compreende uma membrana lipidica ou
lipoproteina que circunda seus capsideos protéicos. Esses
envelopes virais podem ser derivado de por¢des das membranas
das células hospedeiras (fosfolipideos e proteinas), porém
incluem algumas glicoproteinas virais. Funcionalmente, os
envelopes virais podem ser usados para ajudar os virus a
entrar nas células hospedeiras. Por exemplo, as
glicoproteinas na superficie do envelope servem para
identificar e se ligarem aos sitios receptores na superficie
da membrana do hospedeiro. O envelope viral ent3o se funde
com a membrana do hospedeiro, permitindo que o capsideo e o
genoma viral entrem e infectem o hospedeiro. No entanto,
como o envelope viral & relativamente sensivel & dessecacdo,
calor e detergentes, estes virus envelopados podem ser
esterilizados com mais facilidade que os virus sem envelope
e, portanto, apresentam sobrevivéncia limitada fora dos

ambientes hospedeiros. Consequentemente, os métodos e as
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composi¢des imunogénicas fornecidos no presente documento
sdo de importéncia especifica para manter a sobrevivéncia do
virus vivo, atenuado, envelopado fora dos ambientes
hospedeiros e, assim, a sua infectividade, uma vez
introduzido em uma célula hospedeira.

Em outras modalidades, o virus vivo, atenuado pode ser
um virus sem envelope, ou seja, um virus sem envelope viral,
tal como descrito acima. O virus sem envelope pode ser
rotavirus, reovirus, virus da hepatite, o virus da raiva
e/ou o virus da poliomielite.

Além disso, o presente documento proporciona uma
preparagdo de virus estabilizada, isenta de células,
compreendendo uma matriz de fibroina de seda e virus
infecciosos distribuidos, misturados ou incorporados &
mesma, em que O virus retém pelo menos cerca de 30% da sua
infecciosidade original, quando a preparagao & (a) submetida
a pelo menos um ciclo de mudanca de estado, e/ou (b) é
mantida por um periodo de tempo, sob uma condigdo
especificada no presente documento.

Aditivos e Veiculos Farmaceuticamente Aceitdveis

Diversas modalidades das composicdes descritas no
presente documento podem ainda compreender um aditivo
distribuido, misturado ou incorporado na matriz de fibroina

de seda. Em algumas modalidades, o aditivo & um agente de



10

15

20

77

estabilizac8o. A adicdo do "agente de estabilizagdo" as
composig¢des descritas no presente documento pode aumentar
ainda mais a estabilidade do agente ativo, isto &, o agente
ativo pode reter uma bioatividade mais elevada, em relagdo
a bioatividade na auséncia do agente de estabilizag¢do. Em
algumas modalidades, o agente de estabilizagdo & selecionado
a partir do grupo consistindo em um sacarideo, um alcool de
aclcar, um ion, um agente tensoativo, e quaisquer combinag¢des
destes. Em uma modalidade, o sacarideo, por exemplo, a
sacarose, é adicionada nas composigdes descritas no presente
documento.

A titulo de exemplo, os agentes estabilizadores
adicionais podem ser adicionados a solugdo de fibroina de
seda ou matriz. Exemplo de estabilizadores que demonstraram
previamente sua eficdcia na vacina da poliomielite oral, bem
como aqueles revelados no presente documento podem ser
usados. Agentes estabilizadores podem incluir
estabilizadores catidnicos (listados da maior para a menor
estabilizacdo): (CH3)4N* > Mg?+*, Kr > Na*, NH¢ > Li+;
estabilizadores aniénicos (da maior para a  menor
estabilizacdo): CH3COO-, SO%-, PO42- > Cl-, SCN-, e agua dura
(D20) (Dorval e outrosg, 1989). Vide, por exemplo, Mirchamsy
e outros, Stabilizing effect of magnesium chloride and

sucrose on Sabin live polio vaccine, 41 Devel. Biol.
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Standardization 255 (1978); Rapp e outros, Protection of
measles virus by sulfate ions against thermal inactivation,
90 J. Bact. 132 (1965). Outros agentes estabilizadores
conhecidos na arte, por exemplo, para a estabilizac¢do de
outras vacinas, podem também ser incluidos nas composigdes
descritas no presente documento, por exemplo, aminodcidos,
tais como, glutamato de sédio, arginina, lisina e cisteina;
monossacarideos, tais como glicose, galactose, frutose e
manose; dissacarideos, tais como sacarose, maltose e
lactose, alcodis de acglcar, tais como, sorbitol e manitol;
polissacarideos, tais como, oligossacarideos, amido,
celulose, e seus derivados, albumina do soro humano e
albumina de soro bovino, gelatina, e derivados de gelatina,
tal como, gelatina hidrolisada e &cido ascérbico como um
antioxidante. Estes materiais s3o descritos nas publicac¢des,
por exemplo, "Toketsu-Kanso To Hogo Busshitsu
(Lyophilization And Protective Materials)" escrita por Nei,
p. 1-176, publicada por Tokyo Daigaku Shuppan Kai (Publishing
Association of the University of Tokyo), Japdo em 1972; e
"Shinku Gijutsu Koza (8): Sinku Kanso (Lecture on Vacuum
Technology (8): Vacuum Drying)" escrita por Ota e outros,
p.176-182, publicada por Nikkan Kogyo Shimbun Co., Ltd.,
Japdo em 1964.

Em algumas modalidades, as composicdes ou preparagdes
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descritas no presente documento podem ainda compreender um
veiculo farmaceuticamente aceitdvel. Dependendo da via de
administragcdo selecionada, as composig¢des ou preparagdes
podem estar em qualquer forma, por exemplo, comprimido,
pastilha, suspensdo, pd que flui livremente, aerossol, e uma
capsula. O termo "farmaceuticamente aceitdvel", tal como é
empregado no presente documento, se refere a aqueles
compostos, materiais, composig¢des e/ou formas de dosagem
que, dentro do ambito do sdo juizo médico, sdo adequados
para utilizag8o em contato com os tecidos de seres humanos
e animais, sem toxicidade excessiva, irritacdo, resposta
alérgica, ou outro problema ou complicacdo, mensurdvel com
uma relagdo beneficio/risco razoavel.

Tal como empregado no presente documento, o termo
"veiculo farmaceuticamente aceitédvel" se refere a um
material farmaceuticamente aceitdvel, composicdo ou veiculo
para administracdo de um agente ativo descrito no presente
documento. Veiculos farmaceuticamente aceitdveis incluem
qualquer e todos os solventes, meios de dispersio,
revestimentos, agentes antibacterianos e antiftngicos,
agentes isotdnicos e retardadores da absorcdo, e afins que
sejam compativeis com a atividade do agente ativo e
fisiologicamente aceitdveis para o individuo. Alguns

exemplos de materiais que podem servir como veiculos
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farmaceuticamente aceitédveis incluem: (i) aglGcares, tais

como, lactose, glicose e sacarose, (ii) amidos, tais como,
amido de milho e amido de batata, (iii) celulose, e seus
derivados, tais como, carboximetilcelulose de sddio,

metilcelulose, etil-celulose, celulose microcristalina e
acetato de celulose, (iv) tragacanto em pd, (v) malte, (vi)
gelatina, (vii) agentes lubrificantes, tais como, estearato
de magnésio, lauril sulfato de sédio e talco, (vidii)
excipientes, tais com,o0 manteiga de cacau e ceras para
supositdrio; (ix) Oleos, tais como &leo de amendoim, &leo de
semente de algodao, 6leo de cadrtamo, 6leo de sésamo, &leo de
oliva, 6leo de milho e 6leo de soja, (x) glicdis, tais como,
propileno glicol; (xi) polidis, tais como, glicerina,
sorbitol, manitol e polietileno-glicol (PEG) , (XI1I1),
ésteres, tais como oleato de etila e laurato de etila, (xiii)

agar, (xiv) agentes tampdo, tais como, hidrdéxido de magnésio

e hidrdéxido de aluminio, (xv), &cido alginico, (xvi) &gua
isenta de pirogénio, (xvii) solug¢d3o salina isotdnica;
(xviii) a solugdo de Ringer, (xix) &lcool etilico, (xx)

solu¢des de pH tamponado, (xxi), poliésteres, policarbonatos
e/ou polianidridos; (xxii) agentes de volume, tais como
polipeptideos e aminodcidos, (xxiii) componente do soro,
tais como, albumina de soro, HDL e LDL; (xxiv) alcodis C2-

c1l2, tais como, etanol; e (xxVv) outras substéncias
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compativeis atdéxicas empregadas nas formulagdes
farmacéuticas. Os agentes umectantes, agentes corantes,
agentes de liberagdo, agentes de revestimento, agentes
edulcorantes, agentes saborizantes, agentes perfumantes,
conservantes e antioxidantes podem também estar presentes na
formulagdo. Para as composigdes ou preparacdes descritas no
presente documento sejam administradas oralmente, os
veiculos farmaceuticamente aceitdveis incluem, mas ndo est3o
limitados aos excipientes farmaceuticamente aceitédveis, tais
como, diluentes inertes, agentes desintegrantes, agentes
aglutinantes, agentes lubrificantes, agentes edulcorantes,
agentes saborizantes, agentes corantes e conservantes. Os
diluentes inertes adequados incluem carbonato de sédio e de
cdlcio, fosfato de sédio e de cdlcio, e lactose, engquanto
amido de milho e &cido alginico s3o agentes desintegrantes
adequados. Os agentes de ligacd3o podem incluir amido e
gelatina, enquanto o agente lubrificante, se presente, sera
geralmente estearato de magnésio, acido estearico ou talco.
Caso desejado, os comprimidos podem ser revestidos com um
material tal como monoestearato de glicerila ou diestearato
de glicerila, para retardar a absorcdo no trato
gastrointestinal.

Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis podem variar

de uma preparagdo descrita no presente documento, dependendo
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da via de administragdo e da formulagdo. As composicdes e
preparagdes descritas no presente documento podem ser
distribuidas através de qualquer modo de administracdo
conhecido por um versado na técnica. Por exemplo, as
composicdes e preparagdes descritas no presente documento
podem ser distribuidas de um modo sistémico, por vias de
administrag¢do, tais como, mas n3o limitadas as vias oral e
parentérica, incluindo administracdo intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, intradérmica e subcutinea.

Em algumas modalidades, as composigdes e preparacdes
descritas no presente documento estdo em uma forma que &
adequada para injegdo. Em outras modalidades, as composicdes
e preparagdes descritas no presente documento sdo formuladas
para administracdo oral.

Quando da administrag8o parentérica, uma composicdo e
preparagdo descritas no presente documento podem ser
geralmente formuladas em uma forma de unidade de dosagém
injetéavel (solug¢do, suspensdo, emulsdo). As composigdes e
preparagdes adequadas para inje¢do incluem solucdes ou
dispersdes aquosas estéreis. O veiculo pode ser um solvente
ou meio de dispersdo contendo, por exemplo, &gua, meio de
cultura celular, tampdes (por exemplo, solucdo de salmoura
tamponada com fosfato), poliol (por exemplo, glicerol,

propileno glicol, polietileno glicol liquido, e semelhantes)
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e misturas adequadas dos mesmos. Em algumas modalidades, o
veiculo farmacéutico pode ser uma solugdo tamponada (por
exemplo, PBS).

Uma composigdo oral pode ser preparada em qualquer forma
de dosagem oralmente aceitdvel incluindo, mas ndo limitada
aos comprimidos, capsulas, emulsdes e suspensdes aquosas,
dispersdes e solugdes. Veiculos comumente utilizados para
comprimidos incluem lactose e amido de milho. Agentes
lubrificantes, tais como estearato de magnésio, sdo também
tipicamente adicionados aos comprimidos. Para administracdo
oral em uma forma de cédpsula, os diluentes fdteis incluem
lactose e amido de milho seco. Quando as suspensdes ou
emulsdes aquosas sdo administradas oralmente, o ingrediente
ativo pode ser suspenso ou dissolvido em uma fase oleosa
combinada com agentes emulsionantes ou de suspensdo. Caso
desejado, certos agentes edulcorantes, saborizantes ou
corantes podem ser adicionados. As prepara¢des liquidas para
administragdo por via oral também podem ser preparadas sob
a forma de um pd seco a ser reconstituido com um solvente
adequado antes da utilizacdo.

As composigdes podem também conter substincias
auxiliares, tais como, agentes umectantes ou emulsionantes,
agentes tamponantes de pH, aditivos de melhora da viscosidade

ou gelificacgdo, conservantes, corantes e semelhantes,
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dependendo da via de administraqéo e da preparagao
pretendida. Textos padrao, tais como, "REMINGTONS
PHARMACEUTICAL SCIENCE", 17°* edigdo, 1985, incorporado ao
presente documento como referéncia, podem ser consultados
para obtencdao dos preparativos adequados, sem experimentacdo
indevida. No que diz respeito as composicdes descritas no
presente documento, contudo, qualquer veiculo, diluente ou
aditivo utilizado deve ser biocompativel com os agentes
ativos descritos no presente documento. Os versados na
técnica reconhecerdo que os componentes das composicdes
deverdo ser selecionados de modo a serem biocompativeis com
o agente ativo. Isto ndo apresenta nenhum problema aos
versados nos principios quimicos e farmacéuticos, ou os
problemas podem ser facilmente evitados por referéncia aos
textos padrdo ou por experimentos simples (n3o envolvendo
experimentag¢do indevida).

Em algumas modalidades, as composigdes e preparacgdes
descritas no presente documento podem ser formuladas em uma
emulsdo ou um gel. Tais composigdes e preparacdes de gel
podem ser implantadas no local a uma regido de tecido de um
individuo doente.

Para administragcdo in vivo, as composicgdes ou
preparagbes descritas no presente documento podem ser

administradas com um dispositivo de distribuicdo, por
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exemplo, uma seringa. Por conseguinte, um aspecto adicional
descrito no presente documento proporciona dispositivos de
distribuigdo que compreendem pelo menos uma cdmara com uma
saida, em que pelo menos uma cdmara compreende uma quantidade
pré-determinada de qualquer composigdo descrita no presente
documento e a saida fornece uma saida para a composicdo
encapsulada dentro da cé@mara. Em algumas modalidades, um
dispositivo de distribuigdo descrito no presente documento
pode ainda compreender um acionador para controlar a
liberagdo da composigdo através da saida. Tal dispositivo de
distribuigcdo pode ser qualquer dispositivo que facilite a
administracdo de qualquer composigdo descrita no presente
documento a um individuo, por exemplo, uma seringa, um
injetor de pd seco, um spray nasal, um nebulizador ou um
implante, tal como, um circuito integrado, por exemplo, por
liberagdo prolongada ou liberagdo controlada de gqualquer
composigdo descrita no presente documento.

Em algumas modalidades das composic¢des descritas no
presente documento, a prdépria matriz de £fibroina de seda
pode ser modificada para controlar sua degradacdo e, assim,
a liberagdo de agentes ativos, por exemplo, tal que a
liberagdo ocorre ao longo de um periodo de tempo variando de
horas a dias ou meses. Em algumas modalidades, as composicdes

descritas no presente documento podem ser combinadas com



10

15

20

86

outros tipos de sistemas de distribuigdo disponiveis e
conhecidos dos versados na técnica.

Os mesmos incluem, por exemplo, os sistemas & base de

polimeros, tais como, dcido polilactico e/ou é&cidos
poliglicélico, polianidridos, policaprolactonas,
copolioxalatos, poliesteramidas, poliortoésteres, &cido

polihidroxibutirico e/ou suas combinac¢des. As microcapsulas

-dos polimeros precedentes contendo medicamentos sdo

descritas, por exemplo, na Patente US 5.075.109. Outros
exemplos incluem os sistemas ndo poliméricos que sdo & base
de lipideos, incluindo esterdis, tais como, c¢olesterol,
ésteres de colesterol e &cidos graxos ou gorduras neuka 1,
tais como, mono, di e triglicerideos, sistemas de liberacédo
de hidrogel; sistemas com base‘em lipossomas; sistemas a
base de fosfolipideos; sistemas siladsticos; sistemas & base
de peptideos ou implantes parcialmente fundidos. Os exemplos
especificos incluem, mas nd3o estdo limitados aos sistemas de
erosdo, nos quais a composicdo estd contida em uma forma
dentro de uma matriz (por exemplo, como descrito nas Patentes
US nGmeros 4.452.775, 4.675.189, 5.736.152, 4.667.014,
4.748.034 e - 29 5.239.660), ou sistemas de difusdo nos quais
um componente ativo controla a velocidade de liberacio (por
exemplo, como descrito nas Patentes US NGmeros 3.832.253,

3.854.480, 5.133.974 e 5.407.686). A formulagdo pode ser
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como, por exemplo, microesferas, hidrogéis, reservatdrios
poliméricos, matrizes de colesterol ou o0s sistemas
poliméricos. Em algumas modalidades, o sistema pode permitir
a ocorréncia da 1liberagdo prolongada ou controlada da
composigdo, por exemplo, através do controle da taxa da
formulagdo que contém a composigdo de difusdo ou de
erosdo/degradagdo. Além disso, um sistema de distribuicdo de
hardware a base de bomba pode ser utilizado para distribuir
uma ou mais modalidades das composicdes ou preparacdes
descritas no presente documento. A utilizag¢3o de formulacgdes
de liberagdo prolongada de longo prazo ou de implantes pode
ser especificamente adequada para o tratamento de doencas
crbénicas, tais como diabetes. A liberacdo de longo prazo,

P

tal como & empregada no presente documento, significa que
uma formulagdo ou um implante & realizado e disposto para
distribuir as composigdes ou preparagdes descritas no
presente documento, em um nivel terapéutico durante pelo
menos 30 dias, ou pelo menos 60 dias. Em algumas modalidades,
a liberagdo a longo prazo se refere a uma formulacdo ou um
implante a ser configurado para fornecer um agente ativo a
um nivel terapéutico ao longo de varios meses.

Métodos para Preparagdo de uma Composicdo Estdvel ao

Armazenamento

Métodos para a preparagdo de composic¢des estdveis em
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armazenamento sdo fornecidos conforme descrito no presente
documento. Em algumas modalidades, as composigdes estaveis
em armazenamento sdo imunogénicas. O método inclui o
fornecimento de uma matriz ou obtencdo de fibroina da seda
que compreende pelo menos um agente ativo, em que o pelo
menos um agente ativo retém pelo menos cerca de 30% da sua
bicatividade original quanto transportado ou durante o
armazenamento um periodo de tempo, sob uma condicdo
especificada. Em algumas modalidades, o método compreende
ainda a mistura ou a adigdo de pelo menos um agente ativo a
uma matriz de fibroina da seda. Em algumas modalidades, o
método compreende ainda a secagem da matriz de fibroina de
seda que compreende pelo menos um agente ativo, para formar
uma fibroina de seda em estado sdlido, em que o pelo menos
um agente ativo retém pelo menos cerca de 30% da sua
bioatividade inicial apds armazenamento ou transportado
durante um periodo de tempo, sob uma condicio especificada.
Nessas modalidades, a matriz de fibroina de seda pode ser
uma solugdo ou uma solugdo semelhante a gel. A matriz de
fibroina de seda, contendo, pelo menos, um agente ativo pode
ser seca ao ar ou nitrogénio, ou por meio de liofilizacdo.
Em uma modalidade, a matriz de fibroina de seda (por exemplo,
solugdo de seda), contendo, pelo menos, um agente ativo pode

~

ser submetida & liofilizagdo para formar fibroina de seda em
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estado sb6lido, liofilizada, carregado com o agente ativo, em
que o pelo menos um agente ativo retém, pelo menos cerca de
60%, pelo menos cerca de 70% ou pelo menos cerca de 80% da
sua biocatividade inicial (por exemplo, poténcia viral, vide,
por exemplo, Exemplo 3), durante o armazenamento ou
transporte por um periodo de tempo (por exemplo, durante
pelo menos 6 meses, ou até um maximo de 6 meses), sob uma
condigdo especificada (por exemplo, armazenamento ou
transporte a 37°C, a 45°C ou superior a 45°C).

Em algumas modalidades, o método pode compreender,
adicionalmente, a liofilizac8o de fibroina de seda em estado
s6lido ou seca compreendendo pelo menos um agente ativo, por
exemplo, para diminuir ainda mais a umidade residual da
composigdo, em que o pelo menos um agente ativo retém pelo
menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, ou pelo menos
cerca de 80% da sua bioatividade inicial (por exemplo,
poténcia viral, vide, por exemplo, Exemplo 3), durante o
armazenamento ou transporte por um periodo de tempo (por
exemplo, durante pelo menos 6 meses, ou até um maximo de 6
meses) , sob uma condigdo especificada (por exemplo,
armazenamento ou transporte, a 37°C, a 45°C, ou superior a
45°C) .

Em uma modalidade, o método de produgcido de uma

composigdo estavel ao armazenamento em estado sélido inclui
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(a) provisdo ou obtengdo de uma matriz de fibroina de seda
que compreende pelo menos um agente ativo, e (b) secagem da
matriz de fibroina de seda que compreende pelo menos um
agente ativo, para formar uma fibroina de seda em estado
s6lido, em que o pelo menos um agente ativo retém, pelo
menos, por cerca de 30% da sua biocatividade original durante
O transporte ou armazenamento por um periodo de tempo, sob
uma condigdo especificada. Em algumas modalidades, o método
compreende ainda a etapa (c) de liofilizacdo da fibroina de
seda no estado sélido da etapa (b), por exemplo, para reter
pelo menos, por cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, ou
pelo menos cerca de 80% da biocatividade inicial do agente
ativo em temperaturas acima de 0°C, por exemplo, mais de
30°C, mais de 37°C, mais de 40°C. Em algumas modalidades, a
fibroina de seda no estado sélido, da etapa (b) & submetida
a um tratamento posterior, por exemplo, tratamento com
metanol, etanol, tensdo de cisalhamento, campo elétrico,
pressdo, etc., antes da liofilizagdo da etapa (c). Em algumas
modalidades o agente ativo & uma composigdo imunogénica. Em
uma modalidade, a composigdo imunogénica compreende uma
vacina monovalente. Em outra modalidade, a composicdo
imunogénica compreende uma vacina multivalente, ou
polivalente, por exemplo, uma vacina bivalente ou

trivalente.



10

15

20

91

Tal como empregado no presente documento, o termo "uma
vacina monovalente" se refere a uma vacina que é concebida
para imunizagdo contra um Unico antigeno ou um Gnico
microorganismo.

Tal como empregado no presente documento, o termo "uma
vacina polivalente ou multivalente" se refere a uma vacina
que € concebida para imunizar contra duas ou mais cepas
diferentes de um microrganismo, ou contra dois ou mais
microrganismos diferentes. Por exemplo, uma vacina bivalente
€ geralmente uma vacina que & concebida para imunizar contra
duas cepas diferentes de um microrganismo ou contra dois
microorganismos diferentes. Uma vacina trivalente &
geralmente uma vacina que é concebida para imunizar contra
trés cepas diferentes de um microrganismo ou contra trés
microrganismos diferentes. Uma vacina trivalente exemplar é
uma vacina que se destina a imunizar contra o sarampo,
caxumba e rubéola.

Sem querer estar limitado pela teoria, a seda pode
impedir que as proteinas do virus sofram agregac¢do induzida
pelo calor e/ou aumento da temperatura de transigdo vitrea
da vacina (ou ponto de fusdo de uma proteina viral), mantendo
assim a infecciosidade em temperaturas elevadas. Por
conseguinte, em algumas modalidades, o método de preparacgado

de uma composig¢do imunogénica descrita no presente documento
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pode ser empregado para diminuir a probabilidade ou a
prevengdo de agregagdo de proteinas virais a uma temperatura
a qual um virus de outra forma se agregaria na auséncia de
matriz de seda. Por exemplo, em algumas modalidades, o método
de preparagdo de uma composig¢do imunogénica descrita no
presente documento pode ser utilizado para diminuir o risco
de agregagdo das proteinas virais, pelo menos cerca de 10%,
pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos
cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de
60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95% ou mais, em
comparagdo com um imundgeno, sem a matriz de fibroina de
seda. Em algumas modalidades, a agregag¢do de proteinas
virais, em uma composigdo imunogénica descrita no presente
documento pode ser reduzida em pelo menos cerca de 1,5 vezes,
pelo menos cerca de 2 vezes, pelo menos cerca de 3 vezes,
pelo menos cerca de 4 vezes, pelo menos cerca de 5 vezes ou
mais, em comparagdo com um imundgeno, sem a matriz de
fibroina de seda. A agregagdo de proteinas virais pode ser
determinada, por exemplo, através da medicdo do dilmetro
efetivo das particulas virais através de dispersdo dindmica
da luz, como mostrado no Exemplo 3.

Dito de outra maneira, em algumas modalidades, os

métodos de preparagdo de uma composigdo imunogénica



10

15

20

93

descritos no presente documento podem ser empregados para
aumentar a temperatura da agregacdo das proteinas virais, em
pelo menos cerca de 10°C, pelo menos cerca de 20°C, pelo
menos cerca de 30°C, pelo menos cerca de 40°C, prelo menos
cerca de 50°C, pelo menos cerca de 60°C, pelo menos, por
cerca de 70°C, pelo menos cerca de 80°C, pelo menos cerca de
90°C, pelo menos aproximadamente 100°C, ou mais, em relacgdo
a um imunégeno, sem a matriz de fibroina de seda. A
temperatura de agregacdo das proteinas virais pode ser
determinada, por exemplo, através da medicdo do didmetro
efetivo das particulas virais através de uma faixa de
temperaturas usando dispersdo dinlmica da luz, como mostrado
no Exemplo 3. A temperatura na qual o didmetro efetivo das
particulas virais comega a aumentar pode ser a temperatura
de agregag¢do das proteinas virais.

Em algumas modalidades, os métodos de preparacdo de uma
composigdo imunogénica descrita no presente documento podem
ser empregados para aumentar a temperatura de transicdo
vitrea e/ou ponto de fus3o de uma vacina em, pelo menos, por
cerca de 10°C, pelo menos cerca de 20°C, pelo menos cerca de
30°C, pelo menos cerca de 40°C, pelo menos cerca de 50°C,
pelo menos cerca de 60°C, pelo menos, por cerca de 70°C,
pelo menos cerca de 80°C, pelo menos cerca de 90°C, pelo

menos aproximadamente 100°C, pelo menos, por cerca de 125°C,
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pelo menos cerca de 150°C ou mais, em relagdao a um imundgeno,
sem a matriz de fibroina de seda. A temperatura de transicdo
vitrea e/ou ponto de fusdo de uma vacina podem ser
determinados, por exemplo, por meio de <calorimetria
exploratdria diferencial como se mostra no Exemplo 3.

A solugdo aquosa de fibroina de seda usada para fazer
uma fibroina de seda em estado sdélido pode ser preparada
utilizando técnicas conhecidas na arte. A concentrac¢do de
fibroina de seda nas solugdes utilizadas para incorporar ou
transportar agente ativo pode ser adequada para o agente
ativo especifica. Qualquer concentracdo da solucdo de
fibroina de seda pode ser utilizada. Em uma modalidade, por
exemplo, para a estabilizag¢do de vacinas, as concentracdes
de seda podem ser, pelo menos, de cerca de 2%, pelo menos
cerca de 4%, pelo menos cerca de 5%, pelo menos cerca de 6%,
pelo menos cerca de 7%, pelo menos cerca de 8%, pelo menos
cerca de 9%, pelo menos cerca de 10%, pelo menos cerca de
12%, pelo menos cerca de 14%, pelo menos cerca de 15%, pelo
menos cerca de 16%, pelo menos cerca de 18%, ou pelo menos
cerca de 20% (peso/volume) , inclusive. Os processos
adequados para a preparagdo da solug¢do de fibroina de seda
sdo descritos, por exemplo, no Pedido de Patente US nimero
11/247.358; WO/2005/012606 e WO/2008/127401. A solugado

aquosa de seda pode entdo ser transformada em matriz de seda,
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tal como peliculas de seda, revestimentos isolantes ou
camadas, ou plataformas tridimensionais, ou fibras
eletrofiadas para processamento adicional nos refletores de
seda. Uma etapa de microfiltragdo pode ser empregada no
presente documento. Por exemplo, a solu¢do preparada de
fibroina de seda pode ser ainda processada por centrifugacdo
e microfiltragdo com base em seringa antes do processamento
adicional na matriz de seda.

Os polimeros adicionais, por exemplo, polimeros
biocompativeis e biodegradaveis, podem também ser misturados
com a fibroina de seda. Por exemplo, os biopolimeros
adicionais, tais como, por exemplo quitosano, apresentam
propriedades meclnicas desejaveis, podendo ser processados
em agua, misturados com fibroina de seda, e formam peliculas
em geral. Outros biopolimeros, tais como o quitosano, o
colageno, gelatina, agarose, quitina, polihidroxialcanoatos,
pululano, amido (amilose amilopectina), celulose, alginato,
fibronectina, queratina, &cido hialurénico, pectina, &cido
poliaspartico, polilisina, pectina, dextranos e biopolimeros
relacionados ou uma combinagdo dos mesmos; podem ser
utilizados em aplicac¢des especificas e polimeros sintéticos
biodegradaveis, tais como, 6xido de polietileno, polietileno
glicol, acido poliléactico, acido poliglicélico,

policaprolactona, poliortoéster, policaprolactona,
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polifumarato, polianidridos e copolimeros relacionados
também podem ser utilizados seletivamente.

Uma matriz de fibroina de seda pode estar no estado de
solugdo ou no estado sélido. A matriz de fibroina de seda em
estado sdlido pode estar em qualquer formato de material,
tais como, as fibras de seda, fibras eletrofiadas, peliculas,
esteiras, plataformas tridimensionais, géis secos, esferas
(incluindo microesferas e/ou nanocesferas), particulas ou
compostos de um ou mais formatos diferentes dos materiais de
seda, como descrito no presente documento. Em outras
modalidades, a fibroina de seda em estado sélido & uma
particula.

Em uma modalidade, a fibroina de seda em estado sdlido
€ uma pelicula de seda. Por exemplo, uma pelicula de fibroina
de seda pode ser preparado por deposicdo de uma solugdo de
fibroina de seda aquosa contendo (por exemplo, a concentragao
de seda de cerca de 3% (peso/volume) a cerca de 30%
(peso/volume) ou cerca de 5% (peso/volume) a cerca de 15%
(peso/volume)) sobre um substrato de suporte e permitindo
que a solugdo de fibroina de seda seque em uma pelicula. A
este respeito, o substrato revestido com uma solugdo & base
de fibroina de seda pode ser exposto ao ar durante um periodo
de tempo, tal como 12 horas. A deposicdo da solugdo de

fibroina de seda pode ser efetuada, por exemplo, usando um
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método de revestimento por rotagdo, em que a solucdo de
fibroina de seda é revestida por rotacdo sobre o substrato
para permitir a fabricac¢do de membranas finas de altura ndo
uniforme; ou simplesmente vertendo uma solucdo de fibroina
de seda sobre a parte superior do substrato. As propriedades
da pelicula de fibroina de seda, tal como a espessura e teor
de outros componentes, podem ser alteradas por meio da
concentragdo e/ou o volume da solucdo de fibroina de seda
aplicada ao substrato e as técnicas utilizadas para o
processamento da solugdo de fibroina de seda na pelicula de
seda. Por exemplo, a espessura da pelicula de seda pode ser
controlada alterando a concentracdo da fibroina de seda na
solugdo, ou por uso de volumes desejados de uma solugdo de
fibroina de seda, resultando na pelicula de fibroina de seda
com uma espessura que varia de cerca de 2 nm a 1 mm. Em uma
modalidade, pode-se revestir por rotacdo a fibroina de seda
sobre um substrato para criar peliculas com espessuras de
cerca de 2 nm a cerca de 100 utilizando varias concentragdes
de fibroina de seda e velocidades de fiacgao.

Em algumas modalidades, em vez de secagem da solugdo de
fibroina de seda, contendo um ou mais agentes ativos (por
exemplo, imundégenos) em gds, tal ar ou de nitrogénio, o
agente ativo contendo uma solucdo de fibroina de seda pode

ser submetido a liofilizag¢do para formar uma matriz de
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fibroina de seda liofilizada, por exemplo, pelicula de
fibroina de seda liofilizada. A sujeig¢d3o da solucdo de
fibroina de seda, contendo um ou mais agentes ativos (por
exemplo, imundgenos tais como vacinas) a liofilizacdo para
a secagem, ndo s6 melhora a recuperagdo inicial do agente
ativo (por exemplo, imundégenos tais como vacinas) durante o
processo de fabricagdo, mas também surpreendentemente
proporciona uma maior estabilizagdo do agente ativo (por
exemplo, imundgenos, tais como vacinas) a temperaturas
elevadas (por exemplo, & temperatura ambiente ou acima, ou
37°C ou mais, ou a 45°C ou acima) durante um periodo de tempo
prolongado, por exemplo, durante pelo menos cerca de uma
semana, pelo menos, por cerca de 2 semanas, pelo menos cerca
de 3 semanas, pelo menos cerca de 4 semanas, pelo menos cerca
de 2 meses, pelo menos cerca de 3 meses, pelo menos cerca de
4 meses, pelo menos cerca de 5 meses, pelo menos cerca de 6
meses ou mais.

Em algumas modalidades, a fibroina de seda em estado
s6lido pode ser uma composicdo de uma ou mais camadas de
fibroina de seda. Cada camada de fibroina de seda pode ter
a mesma composigdo ou propriedades ou diferentes. Por
exemplo, cada camada de fibroina de seda pode ter a mesma
concentragdo de fibroina de seda ou diferente e/ou cada

camada pode possuir as mesmas ou diferentes propriedades
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mecdnicas e/ou degradac¢do. Em uma modalidade, a fibroina de
seda no estado sdélido pode ser uma fibroina de seda de
multicamadas, por exemplo, gque podem ser ajustados para
refletir comprimentos de onda especificos.

Em algumas modalidades, a fibroina de seda no estado
sblido pode ser um hidrogel de seda. Os métodos para produzir
um hidrogel de seda s8o conhecidos na técnica. Por exemplo,
um hidrogel de seda pode ser produzido pela aplicag¢do de uma
tensdo de cisalhamento a uma solugdo de fibroina de seda
(que compreende um ou mais agentes ativos, tais como
imundégenos e fibroina de seda, a uma concentracio de cerca
de 0,5% (peso/volume) a cerca de 20% (peso/volume), ou cerca
de 1% (peso/volume) a cerca de 15% (peso/volume), ou cerca
de 2% (peso/volume) a cerca de 10% (peso/volume)). Em tais
modalidades, a proporgdo em peso do agente ativo (s) (por
exemplo, imunégeno (s)) para uma solugdo de seda pode variar
desde cerca de 1:10 a cerca de 10:1. Em uma modalidade, a
propor¢do em peso do agente ativo (s) (por exemplo, imundgeno
(8)) para uma solugdo de seda pode ser de aproximadamente
1:1. Vide, por exemplo, Pedido Internacional N{mero: WO
2011/005381, cujo conteGdo & incorporado ao presente
documento como referéncia, para métodos de produgdo de
gelificagdo de fibroina de seda induzida por vdértice para

encapsulamento e distribuigdo. Sem limitagdes, os outros
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métodos para a produgdo de um hidrogel de seda com um ou
mais agentes ativos, tais como imundgenos distribuidos no
presente também podem ser usados, tal como por sonicacio
(por exemplo, Pedido de Patente US nlimero 2010/0178304 e
Pedido Internacional nlmero: WO 2008/150861), ou por ajuste
de pH (por exemplo, Pedido US nlmero 2011/0171239). O
contelGdo desses pedidos de patente é incorporado ao presente
documento como referéncia.

Em algumas modalidades, a fibroina de seda em estado
sdélido pode incluir uma microesfera de seda. VArios métodos
de produgdo de microesferas ou nanoesferas de seda s3o
conhecidos na  técnica. Em algumas modalidades, as
microparticulas de seda ou nanoparticulas podem ser
produzidas por um &lcool polivinilico (PVA) O método de
separagdo de fase, tal como descrito, por exemplo, no Pedido
Internacional nGmero WO 2011/041395, cujo contetdo &
incorporado ao presente documento como referéncia. Em tais
modalidades, a concentracdo de seda empregada no método de
separagdo de fases de PVA pode variar entre cerca de 0,5%
(peso/volume) a cerca de 20% (peso/volume), ou cerca de 1%
(peso/volume) a cerca de 15% (peso/volume), ou cerca de 3%
(peso/volume) a cerca de 10% (peso/volume) . Em uma
modalidade, a concentragdo de seda empregada no método de

separagdo de fases de PVA pode ser de cerca de 5%
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(peso/volume). Em algumas modalidades, a proporgdo em peso
de agente (s) ativo (por exemplo, imundgeno (s)) para uma
solugdo de seda pode ser de cerca de 1:300 a cerca de 1:
2000, ou cerxrca de 1:500 até cerca de 1:1.500. Em uma
modalidade, a proporgdo em peso de agente (s) ativo (por
exemplo, imundégeno (s)) para uma solucdo de seda pode ser de
cerca de 1:1.000. Outros métodos ©para produgdo de
microesferas ou nanoesferas de seda, por exemplo, descritos
no Pedido US ntGmero 2010/0028451 e Pedido Internacional
nimero WO 2008/118133 (utilizando lipideo como um molde para
fazer microesferas ou nanoesferas de seda), e Wenk e outros
J. Control Release 2008;132: 26-34 (utilizando o método de
pulverizagdo para produzir microesferas ou nanoesferas de
seda) podem ser utilizados com o propdsito de obter
microparticulas ou nanoparticulas de seda encapsulando um
agente ativo, tal como um imundgeno descrito no presente
documento.

Em algumas modalidades, as microesferas ou nanoesferas
de seda podem ainda ser incorporadas em um biopolimero, por
exemplo, para prolongar a liberag¢do de um agente ativo, tal
como um imunégeno, durante um periodo de tempo. Em algumas
modalidades, o biopolimero pode ser um hidrogel de seda que
encapsula as microesferas ou nanoesferas de seda carregadas

com agente ativo (por exemplo, imundgeno) . Vide, por exemplo,
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Pedido Internacional ntGmero 2010/141133 para os métodos de
produgdo de plataformas de fibroina de seda para distribuicgdo
de antibidticos.

Em algumas modalidades, as composi¢des de fibroina de
seda de estado sdélido (composigdes estdveis em armazenamento
descritas no presente documento) podem ser submetidas a um
pdés-tratamento, por exemplo, para modificar a taxa de
degradagdo da fibroina de seda. O tratamento adicional pode
incluir, mas ndo estd limitado ao, tratamento de solvente
orgé@nico, tratamento mecdnico ou tratamento eletromagnético.
A titulo de exemplo, a taxa de degradacdo da fibroina de
seda pode ser controlada, por exemplo, modificando a
quantidade de «cristal beta-folha, e/ou orientacdo do
cristal. Por conseguinte, a quantidade de cristal beta-
folha, e/ou orientagdo do cristal em uma fibroina de seda
pode ser controlada por contato da fibroina de seda com o
dlcool, por exemplo, metanol ou etanol, como estabelecido na
arte. Em algumas modalidades, a fibroina de seda pode ser
submetida a uma forga mecénica, por exemplo, estiramento ou
tensdo de corte para variar a quantidade de cristal beta-
folha, e/ou alinhamento da orientacdo do cristal. Em algumas
modalidades, a fibroina de seda pode ser submetida a um campo
elétrico ou pressédo. Em algumas modalidades, a fibroina de

seda pode ser contatada com sal.
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Sem dquerer estar limitado pela teoria, a taxa de
liberagdo de um agente ativo a partir de uma matriz de
fibroina de seda pode ser controlada pelo teor das estruturas
de folha-beta cristalinas, a concentragdo de seda e/ou
porosidade da matriz de fibroina de seda. Os métodos para a
formagdo de poros em uma matriz de seda sdo conhecidos na
técnica, por exemplo, o método de lixivia do pirogénio, o
método de liofilizagdo e/ou um método de formagdo de géas.
Tais métodos sdo descritos, por exemplo, nos Pedidos de
Patente US nGmeros 2010/0279112, 2010/0279112, e 7.842.780,
o contelGdo dos mesmos sendo incorporado ao presente documento
como referéncia.

Em algumas modalidades, os métodos de preparacdo das
composigbes estaveis em armazenamento descritos no presente
documento podem ainda compreender a redug¢do da fibroina de
seda em estado sbélido, seco, por dispositivos mecénicos para
obtengdo de particulas micronizadas, como definido no
presente documento. Exemplos de dispositivos mecdnicos para
obtengdo de particulas micronizadas incluem micronizacdo,
pulverizagdo, esmagamento, triturag¢do, liofilizacdo ou
qualquer combinagdo destes.

Em conformidade com a ©pratica convencional, as
composigdes descritas no presente documento sao

desejavelmente processadas em condigdes assépticas,
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utilizando os componentes que tenham se tornado preliminar
e bacteriologicamente estéreis. A esterilidade em
armazenamento pode ser mantida através da incorporacgdo de
uma substdncia germicida antigeno-compativel, tal como,
timerosal.

Kits e Dispositivos

Embalagens e kits que compreendem pelo menos uma
composigdo estavel ao armazenamento ou preparagdo sdo também
descritos no presente documento. Os pacotes podem ser
preparados em varios tipos de recipientes, que podem ser
selecionados entre o grupo constituido por um frasco, uma
ampola, uma cépsula, um tubo, um dispositivo de distribuicio,
uma garrafa e uma embalagem. Em algumas modalidades, o
dispositivo de distribuigdo é wuma seringa. Em algumas
modalidades, a seringa pode ser sem agulha. A composicdo
estdvel ao armazenamento contida em um pacote pode estar na
forma de um hidrogel, particulas do tipo gel, péd,
microesferas, nanoesferas, ou quaisquer combinac¢des dos
mesmos. Em algumas modalidades, a composigdo estdvel ao
armazenamento contida em um pacote pode ser liofilizada. Em
algumas modalidades, a composigdo estdvel ao armazenamento
pode ser carregada em uma seringa para injecdo.

Os kits providos no presente documento compreendem uma

embalagem descrita no presente documento, e uma solucgdo
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farmaceuticamente aceitével, por exemplo, PBS. Em algumas
modalidades, os kits podem compreender adicionalmente, pelo
menos, um dispositivo de distribuig¢do para administragdo a
um individuo de uma composigdo ou de uma preparagdo descrita
no presente documento. Em outras modalidades, os kits podem
compreender ainda um desinfetante. Em certas modalidades,
tais embalagens e kits descritos no presente documento podem
ser utilizados para fins de vacinagdo.

Tal como empregado no presente  documento, um
"individuo" significa um ser humano ou animal. Normalmente,
o animal é um vertebrado, tal como um, primata, roedor,
animal doméstico ou animal silvestre. Os primatas incluem
chimpanzés, macacos cinomdlogos, macacos aranha e macacos,
por exemplo, Rhesus. Roedores incluem camundongos, ratos,
marmotas, furdes, coelhos e hamsters. Os animais domésticos
e silvestres incluem vacas, cavalos, porcos, veados,
bisontes, bufalos, espécies de felinos, por exemplo, gato
doméstico, espécies caninas, por exemplo, cdo, raposa, lobo,
espécies de aves, por exemplo, frango, emu, avestruz e
peixes, por exemplo, truta, peixe-gato e salmdo. Em certas
modalidades dos aspectos descritos no presente documento, o
individuo é um mamifero, por exemplo, um primata, por
exemplo, um ser humano. O individuo pode ser do sexo

masculino ou feminino. De preferéncia, o individuo é um
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mamifero. O mamifero pode ser um humano, primata ndo humano,
camundongo, rato, cdo, gato, cavalo ou vaca, mas ndo estdo
limitados a esses exemplos. Além disso, os métodos e
composigbes descritos no presente documento podem ser
utilizados para tratar animais domésticos e/ou animais de
estimacdo.

Os dispositivos de distribuigdo pré-carregados con,
pelo menos, uma composigdo ou preparagdo descritos no
presente documento estdo também dentro do dmbito dos varios
aspectos descritos no presente documento. As modalidades de
um dispositivo de distribuigdo compreendem pelo menos uma
cdmara com uma saida, em que a pelo menos uma camara
compreende uma quantidade pré-determinada da composicdo
descrita no presente documento e a saida fornece uma saida
para a composigdo.

O termo '"cémara", tal como empregado no presente
documento se refere a qualquer estrutura configurada para
armazenar e/ou transmitir wuma composicdo descrita no
presente documento. A cdmara pode ser de qualquer formato ou
em qualquer tamanho, dependendo das aplicacgdes, as
necessidades dos utilizadores e/ou preferéncias. Uma cémara
exemplar inclui, mas ndo estd limitada a um tambor, um tubo,
um cassete e uma depressdo, por exemplo, uma microplaca.

Em algumas modalidades, o dispositivo de distribuicdo
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descrito no presente documento pode compreender ainda um
acionador para controlar a liberag¢do da composigdo através
da saida, administrando assim a composigdo dele a um
individuo. Tal como empregado no presente documento, o termo
"um acionador" & um dispositivo mecdnico que pode converter
qualquer tipo de energia para mover a composig¢do através da
salda do dispositivo. A titulo de exemplo, um acionador pode
converter energia elétrica para mover ou controlar a
liberagdo da composigdo através da saida. Em algumas
modalidades, & possivel converter um acionador de pressdo
para eliminar ou controlar a composigdo de liberacdo através
da saida. Por exemplo, um émbolo de uma seringa converte a
forca ou pressdo para liberar uma composig¢do a partir do
cano (camara), injetando assim a composicdo em um individuo.

Exemplos de dispositivos de distribuicdo descritos no
presente documento incluem, mas nido estdo limitados a uma
seringa, um injetor de pd seco, um spray nasal, um
nebulizador e um implante. Em algumas modalidades, um
implante pode ser um circuito integrado, por exemplo, os
descritos nas Patentes US nimeros 5797898, 6669683, 7052488
e 7582080. Em algumas modalidades, os dispositivos de
liberagdo podem ser utilizado para a vacinacdo. Em tais
modalidades, os dispositivos/sistemas de distribuicdo de

vacina podem incluir, mas ndo estdo limitados aos descritos
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nos Pedidos de Patente Us nimeros 2004/0133160,
2004/0096455, 2005/0112135, 2005/0123565, 2009/0043280 e
2009/0143724, bem como as s US nimeros 5.346.481 e 5.900.238.

O termo "quantidade pré-determinada" é geralmente usado
em referéncia a uma quantidade de uma composicdo desejada
e/ou determinada por um utilizador, por exemplo, dependendo
da aplicagdo ou tratamento. Em algumas modalidades, o termo
"quantidade pré-determinada" se refere a uma quantidade de
uma composigdo eficaz para tratar ou prevenir uma doenca ou
um transtorno, por exemplo, aumentando a imunidade contra a
doenga, reduzindo, inibindo ou retardando, pelo menos, um
sintoma da doenga, ou a obtengdo de uma melhoria da doenca,
por exemplo, com resultados clinicos benéficos ou desejados.

Para os efeitos de varios aspectos descritos no presente
documento, os resultados clinicos benéficos ou desejados
incluem, mas ndo estdo limitados ao alivio de um ou mais
sintomas, diminuigdo da extensdo da doenga, estado da doenca
estabilizado (por exemplo, nao piora), atraso ou
retardamento do progressdo da doenc¢a, melhoria ou alivio do
estado da doenga, e remissdo (quer parcial ou total), seja
detectavel ou ndo detectdvel. Em algumas modalidades, o
tratamento pode se referir ao prolongamento da
sobrevivéncia, em comparagdo com a sobrevivéncia esperada se

nao recebendo o tratamento. Assim, um versado na técnica
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compreende que um tratamento pode melhorar a condigdo da
doenga, mas pode ndo ser uma cura completa da doenga. No que
se refere as composig¢des imunogénicas ou de vacina, o termo
"quantidade pré-determinada" pode significar uma quantidade
da composigdo efetiva para fornecer ou aumentar a imunidade
a uma doenga especifica. Um teste de sangue ou quaisquer
métodos conhecidos de um versado na técnica pode ser
utilizado para verificar a imunidade. Por conseguinte, em
algumas modalidades, o dispositivo de liberacdo compreende
uma dose eficaz da composigdo imunogénica ou vacina.

Modalidades dos vdrios aspectos descritos no presente
documento podem ser ilustradas pelos seguintes pardgrafos
numerados.

1. Um método que compreende uma etapa de: manutencdo de
uma composigdo, em que a composigdo compreende uma matriz de
fibroina de seda e pelo menos um agente ativo distribuido na
mesma, € em que o agente ativo retém pelo menos cerca de 30%
da sua bioatividade original quando a composicido & (a)
submetida a pelo menos um ciclo de congelamento-
descongelamento, ou (b) mantida durante, pelo menos, por
cerca de 24 horas a uma temperatura acima de 0°C, ou (c)
ambos (a) e (b).

2. O método de acordo com o pardgrafo 1, em que o agente

ativo retém pelo menos cerca de 50% da sua bioatividade



10

15

20

110

inicial.

3. O método de acordo com o pardgrafo 1 ou 2, em que o
agente ativo retém pelo menos cerca de 80% da sua
biocatividade inicial.

4. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos 1
a 3, em que a composigdo & mantida, pelo menos, por cerca de
1 més.

5. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos 1
a 4, em que a composigdo & mantida, pelo menos, por cerca de
6 meses.

6. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos 1
a 5, em que a composigdo €& uma pelicula, uma fibra, uma
particula, um gel ou um hidrogel.

7. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos 1
a 6, em que a composicdo é liofilizada.

8. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos 1
a 7, em que a composigdo & micronizada.

9. O método de acordo com o pardgrafo 8, em que a
composigdo micronizada é constituida por nanoparticulas ou
microparticulas.

10. O método de acordo com o pardagrafo 9, em que as
nanoparticulas ou microparticulas tém um tamanho de cerca de

10 nm a cerca de 1.000 pm.

11. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
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1 a 10, em que a composigdo compreende ainda um aditivo.

12. O método de acordo com o paragrafo 11, em que o
aditivo & selecionado a partir de um agente estabilizador,
um veiculo farmaceuticamente aceitdvel, ou quaisquer
combina¢des dos mesmos.

13. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
1 a 12, em que a composicdo & mantida a uma temperatura de
cerca de 0°C a acima da temperatura ambiente.

14. O método de acordo com a reivindicag¢do 13, em que
a composigdo é mantida a uma temperatura em torno da
temperatura ambiente até cerca de 37°C.

15. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
1 a 14, em que a composigdo é mantida a uma temperatura
superior a 37°C.

16. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
1 a 15, em que a composigdo € exposta a luz.

17. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
1l a 16, em que a composicdo & mantida a uma umidade relativa
de pelo menos cerca de 10%.

18. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
1 a 17, em que o agente ativo & selecionado entre o grupo
que consiste em proteinas, peptideos, antigenos, imundgenos,
vacinas, anticorpos ou partes deles, as moléculas

semelhantes aos anticorpos, enzimas, &cidos nucléicos,
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SiRNA, shRNA, aptameros, virus, bactérias, pequenas
moléculas, células, compostos fotossintéticos e captagdo de
energia, saborizantes, antibidticos, agentes terapéuticos,
agentes de diagndstico, vetores virais e antiveneno.

19. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
1 a 18, em que o agente ativo & um imundgeno.

20. O método de acordo com o paradgrafo 19, em que o
imundgeno & selecionado entre o grupo constituido por agentes
patogénicos mortos, agentes patogénicos vivos atenuados,
subunidades protéicas e seu conjugado, as toxinas inativadas
e peptideos sintéticos, carboidratos e antigenos.

21. O método de acordo com o pardgrafo 19 ou 20, em que
© imunégeno & derivado de virus da hepatite B, Haemophilus
influenzae tipo B, poliovirus, Neisseria meningitidis C,
Influenza, Varicela, Mycobacteria tuberculosis ou Bacilo de
Calmette-Guérin, toxbide teténico, toxdide diftérico e
Bordetella pertussis.

22. O método de acordo com o pardgrafo 19 ou 20, em que
o imunégeno & uma combinacdo de imundgenos selecionados do
grupo consistindo em DTdaP, DTwP, DTwP hepB, DTP hep B Hib,
DTdap Hep B Hib IPV, e gquaisquer combinac¢des dos mesmos.

23. O método de acordo com o paragrafo 19 ou 20, em que
o imundégeno & virus vivo, atenuado.

24. O método de acordo com o paradgrafo 23, em que o
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virus vivo, atenuado & um virus envelopado.

25. O método de acordo com o paragrafo 24, em que o
virus envelopado é selecionado do grupo consistindo em
Paramyxoviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae,
Flaviviridae, Herpesviridae, Rhabdovirus, Retroviridae, e
quaisquer combinag¢des dos mesmos.

26. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
23 a 25, em que o virus é varicela.

27. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
23 a 25, em que o virus é Influenza.

28. O método de acordo com o paragrafo 23, em que o
virus vivo atenuado provoca sarampo, caxumba ou rubéola.

29. O método de acordo com o paragrafo 19 ou 20, em que
o imundgeno & um virus vivo, atenuado, ndo envelopado.

30. O método de acordo com o pardgrafo 29, em que o
virus ndo envelopado é o rotavirus, reovirus, virus da
hepatite, virus da raiva ou poliovirus.

31. O método de acordo com o pardgrafo 19, em que o
imundégeno & uma bactéria.

32. O método de acordo com o paragrafo 31, em que a
bactéria & Mycobcteria tuberculosis, bacilo Calmette-Guérin
ou Bordetella pertussis.

33. O método de acordo com o pardgrafo 19, em que o

imundédgeno & uma subunidade bacteriana.
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34. O método de acordo com o paragrafo 33, em que a
subunidade bacteriana & derivada de Neisseria meningitidis
tipo C, Haemophilus influenzae tipo B, Streptococcus
pneumoniae, ou Streptococcus do grupo B.

35. O método de acordo com o paragrafo 33, em que a
subunidade & um polissacarideo bacteriano.

36. O método de acordo com o pardgrafo 19, em que o
imundégeno &€ uma subunidade viral.

37. O método de acordo com o paragrafo 36, em que a
subunidade viral €& derivada do virus da hepatite B ou
papilomavirus humano.

38. O método de acordo com o pardgrafo 19, onde o
imundégeno é recombinante.

39. O método de acordo com o paragrafo 19, em que o
imunégeno € um produto de vacina selecionado do grupo
consistindo em vacina contra o Antraz (BioThrax); BCG (Bacilo
Calmette-Guérin) (Tice, Mycobax); DTaP (Daptacel); DTaP
(Infanrix); DTaP (Tripedia); DTaP/Hib (TriHIBit); DTaP-IPV
(Kinrix) ; DTaP-HepB-IPV (Pediarix); DTaP-IPV/Hib (Pentacel),
DT (vacina contra difteria mais vacina contra o tétano)
(Ssanofi), vacina Hib (ACTHib); DT (Massachusetts), vacina
Hib (PedvaxHIB); Hib/Hep B (Comvax); Hep A (Havrix), Vacina
contra hepatite A, hepatite A (Vagta), Vacina contra hepatite

A, hepatite B (Engerix-B), vacina contra hepatite B, Hep B
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(Recombivax), vacina contra hepatite B; vacina contra
HepA/HepB (Twinrix); Papilomavirus Humano (HPV) (Gardasil);
vacina contra Influenza (Afluria); vacina contra Influenza
(Fluarix); vacina contra Influenza (FlulLaval); vacina contra
Influenza (Fluvirin); Vacina contra influenza (Fluzone);
vacina contra influenza (FluMist); IPV (Ipol), vacina contra
a poliomielite, vacina contra a encefalite japonesa (JE-
Vax); vacina contra a encefalite japonesa (Ixiaro); vacina
meningocdcica (Menactra); vacina triplice viral (MMR-II);
vacina MMRV (ProQuad); vacina pneumocdcica (Pneumovax) ;
vacina  pneumocdcica (Prevenar) ; poliovirus inativado
(Poliovax), vacina contra poliomielite; vacina antir&bica
(Imovax); vacina antirdbica (RabAvert); vacina contra o
rotavirus (RotaTeq); a vacina contra o rotavirus (Rotarix),
vacina Td (Decavac); vacina Td (Massachusetts); vacina DTaP
(Adacel) ; vacina DTaP (Boostrix); tifdéide (inativada-Typhim
Vi), vacina contra o tifo; Tiféide (oral - Ty2la), vacina
contra o tifo; Vaccinia (ACAM2000), vacina contra varicela
(Varivax); vacina contra a febre amarela (YF-Vax); vacina
Zoster (Zostavax), e qualquer combinacdes.

40. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
1 a 39, em que a razdo entre a matriz de fibroina de seda e
o agente ativo &€ de cerca de 1:1.000 a cerca de 1.000:1.

41. Uma composigao estavel em armazenamento
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compreendendo uma matriz de fibroina de seda e um agente
ativo distribuido na mesma, em que o agente ativo retém pelo
menos cerca de 30% da sua biocatividade original quando a
composigdo é (a) submetida a pelo menos um ciclo de
congelamento-descongelamento, ou (b) mantida durante, pelo
menos, por cerca de 24 horas a uma temperatura acima de 0°C,
ou (c) ambos (a) e (b).

42. A composigdo de acordo com o pardgrafo 41, em que
O agente ativo retém pelo menos cerca de 50% da sua
biocatividade inicial.

43. A composigdo de acordo com o paragrafo 41 ou 42, em
que o agente ativo retém pelo menos cerca de 80% da sua
bicatividade inicial.

44. A composigcdo de acordo com qualquer um dos
pardgrafos 41 a 43, em que a composicdo & mantida, pelo
menos, por cerca de 1 més.

45. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 41 a 44, em que a composicdo & mantida, pelo
menos, por cerca de 6 meses.

46. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 41 a 45, em que a composicdo & uma pelicula, uma
fibra, uma particula, um gel ou um hidrogel.

47. A composigdo de acordo com qualquer um dos

paragrafos 41 a 46, em que a composic3o & liofilizada.
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48. A composigdo de acordo com gualquer um dos
paragrafos 41 a 47, em que a composicdo & micronizada.

49. A composigdo de acordo com o paragrafo 48, em que
a composigdo micronizada é substituida por nanoparticulas ou
microparticulas.

50. A composigdo de acordo com o pardgrafo 49, em que
as nanoparticulas ou microparticulas tém um tamanho de cerca
de 10 nm a cerca de 1.000 pum.

51. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 41 a 50, compreendendo ainda um aditivo
distribuido através da matriz de fibroina de seda.

52. A composigdo de acordo com o paragrafo 51, em que
o0 aditivo & selecionado a partir de um agente estabilizador,
um veiculo farmaceuticamente aceitdvel, ou quaisquer
combinag¢des dos mesmos.

53. A composigdo de acordo com qualgquer um dos
paragrafos 41 a 52, em que a composicdo & mantida a uma
temperatura de cerca de 0°C a acima da temperatura ambiente.

54. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 41 a 53, em que a composicdo é mantida a uma
temperatura em torno da temperatura ambiente até cerca de
37°C.

55. A composigdo de acordo com qualquer um dos

paradgrafos 41 a 54, em que a composicdo é mantida a uma
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temperatura superior a 37°C.

56. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 41 a 55, em que a composicdo & mantida sob & luz.

57. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 41 a 56, em que a composicdo & mantida a uma
umidade relativa de pelo menos cerca de 10%.

58. A composigdo de qualquer uma das reivindicacgdes 41
a 57, em que o agente ativo & selecionado do grupo que
consiste em proteinas, peptideos, antigenos, imundégenos,
vacinas, anticorpos ou partes deles, moléculas semelhantes
aos anticorpos, enzimas, A&cidos nucléicos, siRNA, shRNA,
aptameros, virus, bactérias, moléculas pequenas, células,
compostos fotossintéticos e de <coleta de energia,
aromatizantes, antibidticos, agentes terapéuticos, agentes
de diagndstico, vetores virais, anti-venenos e quaisquer
combinac¢des dos mesmos.

59. A composigdo de acordo com gqualquer um dos
paragrafos 41 a 58, em que o agente ativo & um imundgeno.

60. A composigdo de acordo com o pardgrafo 59, em que
o imundégeno €& selecionado entre o grupo constituido por
agentes patogénicos mortos, agentes patogénicos vivos,
atenuados, subunidades protéicas e conjugados das mesmas,
toxinas inativadas e peptideos sintéticos, carboidratos e

antigenos.
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61. A composigdo de acordo com o paragrafo 59 ou 60, em
que o imundégeno & derivado do virus da hepatite B,
Haemophilus influenzae tipo B, poliovirus, Neisseria
meningitidis C, Influenza, Varicela, Mycobacteria
tuberculosis ou Bacilo de Calmette-Guérin, toxdide teténico,
toxdide diftérico e Bordetella pertussis.

62. A composigdo de acordo com o pardgrafo 59 ou 60, em
que o imundégeno &€ uma combinagdo de imundgenos selecionados
do grupo consistindo em DTdaP, DTwP, DTwP hepB, DTP hep B
Hib, DTdaP Hep B Hib IPV e quaisquer combina¢des dos mesmos.

63. A composigdo de acordo com o pardgrafo 59 ou 60, em
que o imundgeno & virus vivo, atenuado.

64. A composigdo de acordo com o pardgrafo 63, em que
o virus vivo, atenuado &€ um virus envelopado.

65. A composigdo de acordo com o pardgrafo 64, em que
o virus envelopado & selecionado do grupo consistindo em
Paramyxoviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae,
Flaviviridae, Herpesviridae, Rhabdovirus, Retroviridae, e
quaisquer combina¢des destes.

66. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 63 a 65, em que o virus & varicela.

67. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 23 a 25, em que o virus €& Influenza.

68. A composigdo de acordo com o paradgrafo 63, em que
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o virus vivo atenuado provoca sarampo, caxumba ou rubéola.

69. A composigdo de acordo com o paragrafo 59 ou 60, em
que o imunégeno & um virus vivo, atenuado, ndo envelopado.

70. A composigdo de acordo com o pardgrafo 69, em que
o virus ndo envelopado & o rotavirus, reovirus, virus da
hepatite, virus da raiva ou poliovirus.

71. A composigdo de acordo com o pardgrafo 59, em que
o imundégeno é uma bactéria.

72. A composigdo de acordo com o paragrafo 71, em que
a bactéria é Mycobcteria tuberculosis, bacilo Calmette-
Guérin ou Bordetella pertussis.

73. A composigdo de acordo com o pardgrafo 59, em que
o imundégeno & uma subunidade bacteriana.

74. A composigdo de acordo com o pardgrafo 33, em que
a subunidade bacteriana é derivada de Neisseria meningitidis
tipo C, Haemophilus influenzae tipo B, Streptococcus
pneumoniae, ou streptococcus do grupo B.

75. A composigdo de acordo com o pardgrafo 73, em que
a subunidade € um polissacarideo bacteriano.

76. A composigdo de acordo com o pardgrafo 59, em que
o0 imundégeno & uma subunidade viral.

77. A composigdo de acordo com o pardgrafo 76, em que
a subunidade viral é derivada do virus da hepatite B ou

papilomavirus humano.
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78. A composigdo de acordo com o paragrafo 59, onde o
imundégeno & recombinante.

79. A composigdo de acordo com o paragrafo 59, em que
o imundégeno é um produto de vacina selecionado do grupo
consistindo em vacina contra o Antraz (BioThrax); BCG (Bacilo
Calmette-Guérin) (Tice, Mycobax); DTaP (Daptacel); DTaP
(Infanrix); DTaP (Tripedia); DTaP/Hib (TriHIBit); DTaP-IPV
(Kinrix) ; DTaP-HepB-IPV (Pediarix); DTaP-IPV/Hib (Pentacel),
DT (vacina contra difteria mais vacina contra o tétano)
(Sanofi), wvacina Hib (ACTHib); DT (Massachusetts), vacina
Hib (PedvaxHIB); Hib/Hep B (Comvax); Hep A (Havrix), Vacina
contra hepatite A, hep A (Vagta), Vacina contra hepatite A,
hep B (Engerix-B), vacina contra hepatite B, Hep B
(Recombivax), vacina contra hepatite B; vacina contra
HepA/HepB (Twinrix); Papilomavirus Humano (HPV) (Gardasil);
vacina contra Influenza (Afluria); vacina contra Influenza
(Fluarix) ; vacina contra Influenza (FluLaval); vacina contra
Influenza (Fluvirin); Vacina contra influenza (Fluzone);

vacina contra influenza (FluMist); IPV (Ipol), vacina contra

a poliomielite, vacina contra a encefalite japonesa (JE-

Vax); vacina contra a encefalite japonesa (Ixiaro); vacina
meningocdcica (Menactra); vacina triplice viral (MMR-II);
vacina MMRV (ProQuad); vacina pneumocdcica (Pneumovax) ;

vacina pneumocdcica (Prevenar) ; poliovirus inativado



10

15

20

122

(Poliovax), vacina contra poliomielite; vacina antirdbica
(Imovax); vacina antirdbica (RabAvert); wvacina contra o
rotavirus (RotaTeq); a vacina contra o rotavirus (Rotarix),

vacina Td (Decavac); vacina Td (Massachusetts); wvacina DTaP
(Adacel); vacina DTaP (Boostrix); tifdide (inativada-Typhim
Vi), vacina contra o tifo; Tifdide (oral - Ty2la), vacina
contra o tifo; Vaccinia (ACAM2000), vacina contra varicela
(Varivax); vacina contra a febre amarela (YF-Vax); vacina
Zoster (Zostavax), e qualquer combinacdes.

80. A composigdo de acordo com qualquer um dos
pardgrafos 41 a 79, em que a razdo entre a matriz de fibroina
de seda que o agente ativo & de cerca de 1:1.000 a cerca de
1.000:1.

81l. Um método para preparagdo de uma composicdo estivel
em armazenamento de acordo com qualgquer um dos pardgrafos 41
a 80, o método compreendendo as etapas de:

a. fornecimento de uma solugdo de fibroina de seda que
compreende pelo menos um agente ativo, e

b. secagem da solugdo de fibroina de seda da etapa (a)
para formar uma fibroina de seda em estado sdlido, obtendo-
se assim uma composigdo em que o pelo menos um agente ativo
retém pelo menos cerca de 30% da sua biocatividade inicial
apds armazenamento.

82. O método de acordo com o paragrafo 81, em que a
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secagem & a liofilizacdo.

83. Método de acordo com o paragrafo 81, onde a secagem
& de ar seco.

84. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
81-83, compreendendo ainda a 1liofiliza¢do da fibroina de
seda em estado sdélido a partir da etapa (b).

85. O método de acordo com gqualquer um dos paragrafos
81-84, compreendendo ainda pds-tratamento da composicdo.

86. O método de acordo com o pardgrafo 85, caracterizado
por o pds-tratamento altera a cristalinidade da composicdo.

87. O método de acordo com o paradgrafo 85 ou 86, onde
o pds-tratamento constitui no contato com a composicdo com
metanol ou etanol.

88. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
85 a 87, em que o pbs-tratamento & a sujeig¢d3o da composicdo
a tensdo de cisalhamento.

89. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
85 a 88, em que o pds-tratamento constitui na sujeicdo da
composigdo a um campo elétrico.

90. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
85 a 89, em que o pds-tratamento constitui na sujeicdo da
composigdo a pressdo.

91. O método de acordo com gqualquer um dos paragrafos

85 a 90, em que o pds-tratamento estd em contato com a
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composigdo de sal.

92. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
8l a 91, compreendendo ainda a redugdo da fibroina de seda
em estado sdlido da etapa (b) por um dispositivo mecénico
para obtengdo de particulas micronizadas.

93. O método de acordo com o pardgrafo 92, em que os
dispositivos mecdnicos sdo selecionados de micronizacio,
pulverizagdo, trituragdo, moagem, liofilizag¢do, ou quaisquer
combina¢des dos mesmos.

94. O método de acordo com os paradgrafos 92 ou 93, em
que as particulas micronizadas tém um tamanho de cerca de 10
nm a cerca de 1.000 pum.

95. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
81l a 94, em que o pelo menos um agente ativo retém pelo menos
cerca de 80% da sua bioatividade inicial apds armazenamento.

96. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
81 a 95, em que o armazenamento & realizado por um periodo
de pelo menos cerca de 6 meses.

97. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
81l a 96, em que o armazenamento & realizado a uma temperatura
em torno da temperatura ambiente até cerca de 37°C.

98. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
8l a 97, em que o armazenamento & realizado a uma temperatura

superior a 37°C.
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99. Um método que compreende uma etapa de manutencdo de
uma composigdo imunogénica, em que a composig¢do compreende
uma matriz de fibroina de seda, e pelo menos um imundégeno
distribuido na mesma e em que o imundgeno retém pelo menos
cerca de 30% de sua imunogenicidade original quando a
composigdo €& (a) submetida a pelo menos um ciclo de
congelamento-descongelamento, ou (b), mantida durante pelo
menos cerca de 24 horas a uma temperatura acima de 0°C, ou
(c) ambos (a) e (b).

100. O método de acordo com o pardagrafo 99, em que o
imundégeno retém pelo menos cerca de 50% da sua
imunogenicidade inicial.

101. O método de acordo com o paradgrafo 99 ou 100, em
que o imundégeno retém pelo menos cerca de 80% da sua
imunogenicidade inicial.

102. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 101, em que a composicdo €& mantida, pelo menos, por
cerca de 1 més.

103. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
99 a 102, em que a composigdo & mantida, pelo menos, por
cerca de 6 meses.

104. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 103, em que a composigdo & uma pelicula, uma fibra, uma

particula, um gel ou um hidrogel.
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105. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
99 a 104, em que a composigdo é liofilizada.

106. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 105, em que a composic¢do é micronizada.

107. Método de acordo com o pardgrafo 106, em que a
composigdo micronizada é substituida por nanoparticulas ou
microparticulas.

108. Método de acordo com o pardgrafo 107, em que as
nanoparticulas ou microparticulas tém um tamanho de cerca de
10 nm a cerca de 1.000 um.

109. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 108, em gue a composigdo compreende ainda um aditivo
distribuido através da matriz de fibroina de seda.

110. Método de acordo com o pardgrafo 109, em gue o
aditivo & selecionado a partir do grupo consistindo em um
agente estabilizador, um veiculo farmaceuticamente
aceitavel, e quaisquer combinacdes destes.

111. O método de acordo com o paragrafo 110, em que o
agente de estabilizagdo & selecionado a partir do grupo
consistindo em um sacarideo, um &lcool de ag¢lcar, um ion, um
agente tensoativo e quaisquer combinacdes dos mesmos.

112. Método de acordo com o pardgrafo 111, em que o
sacarideo & sacarose.

113. O método de acordo com qualguer um dos paragrafos
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99 a 112, em que a composigdo & mantida a uma temperatura de
cerca de 0°C a acima da temperatura ambiente.

114. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
99 a 113, em que a composigdo & mantida a uma temperatura em
torno da temperatura ambiente até cerca de 37°C.

115. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
99 a 114, em que a composigdo & mantida a uma temperatura
superior a 37°C.

116. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
99 a 115, em que a composigdo é mantida exposta a luz.

117. O método de acordo com qualgquer um dos paragrafos
99 a 116, em que a composigdo é mantida a uma umidade relativa
de pelo menos cerca de 10%.

118. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 117, em que o imundgeno é selecionado entre o grupo
constituido por agentes patogénicos mortos, agentes
patogénicos vivos atenuados, subunidades protéicas e seu
conjugado, as toxinas inativadas, peptideos sintéticos,
carboidratos, antigenos, e quaisquer combinag¢des dos mesmos.

119. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 118, em que o imundgeno é derivado do virus da hepatite
B, Haemophilus influenzae tipo B, poliovirus, Neisseria
meningitidis C, influenza, Varicela, Mycobacteria

tuberculosis, Bacilo de Calmette-Guérin, toxdéide tetdnico,
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toxbéide da difteria e Bordetella pertussis.

120. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 118, em que o imundgeno & uma combinagdo de imundgeno
selecionado dentre o grupo consistindo em DTaP, DTP, vacina
DTP HepB, DTP hepatite B Hib, DTaP Hepatite B IPV Hib, e
quaisquer combina¢des dos mesmos.

121. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 118, em que o imundgeno é virus vivo atenuado.

122. O método de acordo com o pardgrafo 121, onde o, o
virus vivo atenuado & um virus envelopado.

123. Método de acordo com o paragrafo 122, no qual o
virus envelopado é selecionado do grupo consistindo em
Paramyxoviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae,
Flaviviridae, Herpesviridae, Rhabdovirus, Retroviridae, e
quaisquer combinac¢des dos mesmos.

124. O método de acordo com o pardgrafo 121 a 123, em
que o virus é virus da varicela.

125. O método de acordo com o pardgrafo 121 a 123, em
que o virus €& o virus da gripe.

126. O método de acordo com o pardgrafo 121, onde o, o
virus vivo atenuado provoca sarampo, caxumba ou rubéola.

127. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 118, em que o imundgeno & um virus vivo, atenuado, sem

envelope.
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128. O Método de acordo com o paragrafo 127, no qual o
virus ndo encapsulado & o rotavirus, reovirus, virus da
hepatite, virus da raiva ou poliovirus.

129. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
99 a 118, em que o imundgeno é uma bactéria.

130. O Método de acordo com o paradgrafo 129, no qual a
bactéria & Mycobcteria tuberculosis, bacilo Calmette-Guérin
ou Bordetella pertussis.

131. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 118, em que o imundgeno é uma subunidade bacteriana.

132. O Método de acordo com o pardgrafo 131, no qual a
subunidade bacteriana é derivada de Neisseria meningitidis
tipo C, Haemophilus influenzae tipo B, Streptococcus
pneumoniae, ou Streptococos do grupo B.

133. O Método de acordo com o paragrafo 131, no qual a
subunidade & um polissacarideo bacteriano.

134. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
99 a 118, em que o imundgeno & uma subunidade viral.

135. O Método de acordo com o paragrafo 134, no qual a
subunidade viral é derivada do virus da hepatite B ou
papilomavirus humano.

136. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
99 a 118, em que o imundgeno é recombinante.

137. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
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99 a 118, em que o imundgeno é um produto de vacina
selecionado entre o grupo consistindo em vacina contra o
antraz (BioThrax); BCG (Bacilo Calmette-Guérin) (Tice,
Mycobax) ; DTaP (Daptacel); DTaP (Infanrix); DTaP (Tripedia);
DTaP/Hib (TriHIBit) ; DTaP-IPV (Kinrix) ; DTaP-HepB-1IPV
(Pediarix); DTaP-IPV/Hib (Pentacel), DT (vacina contra
difteria mais vacina contra o tétano) (Sanofi); vacina Hib
(ACTHib), DT (Massachusetts), vacina Hib (PedvaxHIB) ;
Hib/Hep B (Comvax); Hep A (Havrix), vacina contra Hepatite
A; hepatite A (Vagta), vacina contra Hepatite A, hepatite B
(Engerix-B), vacina contra a hepatite B; Hepatite B
(Recombivax), vacina contra hepatite B; HepA/HepB vacina
(Twinrix); Papilomavirus Humano (HPV) (Gardasil); vacina
contra Influenza (Afluria) ; vacina contra Influenza
(Fluarix); vacina contra Influenza (Flulaval); vacina contra
Influenza (Fluvirin); vacina contra Influenza (Fluzone);
Vacina contra a gripe (FluMist); IPV (Ipol), vacina contra
a poliomielite, vacina contra a encefalite japonesa (JE-

Vax); vacina contra a encefalite japonesa (Ixiaro); vacina

meningocdcica (Menactra); vacina triplice viral (MMR-II);
vacina MMRV (ProQuad); vacina pneumocdcica (Pneumovax) ;
vacina  pneumocdcica (Prevenar) ; poliovirus inativado

(Poliovax) vacina contra a poliomielite, vacina antirrabica

(Imovax); vacina antirrdbica (RabAvert); vacina contra o



10

15

20

131

rotavirus (pentavalente), vacina contra o rotavirus
(Rotarix); wvacina Td (Decavac); vacina Td (Massachusetts);
vacina DTaP (Adacel); vacina DTaP (Boostrix), febre tifdide
(inativada-Typhim Vi), vacina contra o tifo, febre tiféide
(oral - Ty2la), vacina contra o tifo; Vaccinia (ACAM2000) ;
Vacina contra a varicela (Varivax); vacina contra a febre
amarela (YF-Vax); vacina Zoster (Zostavax), e qualquer
combina¢des das mesmas.

138. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
99 a 137, em que a razao entre a matriz de fibroina de seda
para o imundgeno & de cerca de 1:1.000 a cerca de 1.000:1.

139. Uma composigdo imunogénica estavel em
armazenamento que compreende uma matriz de fibroina de seda
e um imundgeno distribuido na mesma, em que o imundégeno retém
pelo menos cerca de 30% da sua imunogenicidade original
quando a composigdo & (a) submetida a pelo menos um ciclo de
congelamento-descongelamento, ou (b), mantida durante pelo
menos cerca de 24 horas a uma temperatura acima de 0°C, ou
(c) ambos (a) e (b).

140. A composigdo de acordo com o paragrafo 139, em que
o imundégeno retém pelo menos cerca de 50% da sua
imunogenicidade inicial.

141. A composigdo de acordo com o pardagrafo 139 ou 140,

em gque o imundgeno retém pelo menos cerca de 80% da sua
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imunogenicidade inicial.

142. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 141, em gque a composigdo & mantida, pelo
menos, por cerca de 1 més.

143. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 142, em que a composigdo é mantida, pelo
menos, por cerca de 6 meses.

144. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 143, em que a composigdo & uma pelicula,
uma fibra, uma particula, um gel ou um hidrogel.

145. A composigdo de acordo com qualquer um dos
pardgrafos 139 a 144, em que a composicdo é liofilizada.

146. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 145, em que a composigdo é micronizada.

147. A composigdo de acordo com o paragrafo 146, em que
a composigdo micronizada é substituida por nanoparticulas ou
microparticulas.

148. A composigdo de acordo com o pardagrafo 147, em que
as nanoparticulas ou microparticulas tém um tamanho de cerca
de 10 nm a cerca de 1.000 pum.

149. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paradgrafos 139 a 148, compreendendo ainda um aditivo
distribuido através da matriz de fibroina de seda.

150. A composigdo de acordo com o pardagrafo 149, em que
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0 aditivo & selecionado entre o grupo que consiste em um
agente estabilizador, um veiculo farmaceuticamente aceitavel
e quaisquer combinac¢des dos mesmos.

151. A composigdo de acordo com o pardgrafo 150, em que
O agente de estabilizagdo & selecionado a partir do grupo
consistindo em um sacarideo, um &lcool de acglcar, um ion, um
agente tensoativo, e quaisquer combinacdes dos mesmos.

152. A composigdo de acordo com o pardgrafo 151, em que
o sacarideo é sacarose.

153. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 152, em que a composicdo & mantida a uma
temperatura de cerca de 0°C até acima da temperatura
ambiente.

154. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 153, em que a composicdo & mantida a uma
temperatura em torno da temperatura ambiente até cerca de
37°C.

155. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 154, em que a composicdo & mantida a uma
temperatura superior a 37°C.

156. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 155, em que a composicdo & mantida sob
exposigdo a luz.

157. A composigdo de acordo com qualquer um dos
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paragrafos 139 a 156, em que a composicdo é mantida a uma
umidade relativa de pelo menos cerca de 10%.

158. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 157, em que o imundgeno & selecionado entre
o0 grupo constituido por agentes patogénicos mortos, agentes
patogénicos vivos atenuados, subunidades protéicas e
conjugados da mesma, toxinas inativadas, peptideos
sintéticos, carboidratos, antigenos e quaisquer combinacgdes
dos mesmos.

159. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 158, em que o imundégeno é derivado do virus
da hepatite B, Haemophilus influenzae tipo B, poliovirus,
Neisseria meningitidis C, influenza, Varicela, Mycobacteria
tuberculosis, Bacilo de Calmette-Guérin, toxdéide teténico,
toxbide da difteria, e Bordetella pertussis.

160. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 158, em que o imundgeno & uma combinacdo de
imundégeno selecionada do grupo consistindo em DTaP, DTwP,
DTwP hepB, DTP Hep B Hib, DTaP Hep B Hib IPV e quaisquer
combinag¢des dos mesmos.

161. A composigdo de acordo com gualquer um dos
paragrafos 139 a 158, em que o imundgeno é& virus vivo,
atenuado.

162. A composigdo do pardgrafo 161, onde o virus vivo
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atenuado & um virus envelopado.

163. A composigdo de acordo com o pardagrafo 162, no
qual o virus envelopado é selecionado do grupo consistindo
em Paramyxoviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae,
Flaviviridae, Herpesviridae, Rhabdovirus, Retroviridae, e
quaisquer combinag¢des dos mesmos.

164. A composigdo de acordo com os pardgrafos 161 a
163, em que o virus é varicela.

165. A composigdo de acordo com os paradgrafos 161 a
163, em que o virus & o virus da gripe.

166. A composigdo de acordo com o paragrafo 161, onde
o virus vivo, atenuado, provoca sarampo, caxumba ou rubéola.

167. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 158, em que o imundégeno & um virus vivo,
atenuado, ndo envelopado.

168. A composigdo de acordo com o pardgrafo 167, no
qual o virus ndo encapsulado & o rotavirus, reovirus, virus
da hepatite, virus da raiva ou virus da poliomielite.

169. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 158, em que o imunégeno & uma bactéria.

170. A composigdo de acordo com o pardgrafo 169, no
qual a bactéria & Mycobcteria tuberculosis, bacilo Calmette-
Guérin ou Bordetella pertussis.

171. A composigdo de acordo com qualquer um dos
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paragrafos 139 a 158, em que o imundgeno & uma subunidade
bacteriana.

172. A composigdo de acordo com os pardgrafos 171, em
que a subunidade bacteriana é derivada de Neisseria
meningitidis tipo C, Haemophilus influenzae tipo B,
Streptococcus pneumoniae, ou Streptococos do grupo B.

173. A composigdo de acordo com o pardgrafo 171, em que
a subunidade bacteriana & um polissacarideo.

174. A composigdo de acordo com qualquer um dos
pardgrafos 139 a 158, em que o imundgeno & uma subunidade
viral.

175. A composicdo de acordo com o paragrafo 174, em que
a subunidade viral & derivada do virus da hepatite B ou
papilomavirus humano.

176. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 158, em que o imundgeno é recombinante.

177. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 139 a 158, em que o imundégeno & um produto de
vacina selecionado do grupo consistindo em vacina contra o
antraz (BioThrax); BCG (Bacilo Calmette-Guérin) (Tice,
Mycobax) ; DTaP (Daptacel); DTaP (Infanrix); DTaP (Tripedia) ;
DTaP/Hib (TriHIBit) ; DTaP-IPV (Kinrix) ; DTaP-HepB-1IPV
(Pediarix); DTaP-IPV/Hib (Pentacel), DT (vacina contra

difteria mais vacina contra o tétano) (Sanofi), wvacina Hib
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(ACTHib), DT (Massachusetts), <vacina Hib (PedvaxHIB) ,
Hib/Hep B (Comvax); Hep A (Havrix), Vacina contra hepatite

A, hepatite A (Vagta), Vacina contra hepatite A, hepatite B

(Engerix-B), vacina contra hepatite B, hepatite B
(Recombivax), vacina contra hepatite B, HepA/Hepatite B
vacina (Twinrix); Papilomavirus Humano (HPV) (Gardasil) ;
vacina Influenza (Afluria); vacina Influenza (Fluarix) ;
vacina Influenza (Flulaval); vacina Influenza (Fluvirin) ;
vacina Influenza (Fluzone); vacina Influenza (FluMist) ;
vacina  pneumocdcica; IPV (Ipol), vacina contra a

poliomielite, vacina contra a encefalite japonesa (JE-Vax) ;

vacina contra encefalite japonesa (Ixiaro) ; vacina
meningocdcica (Menactra); vacina triplice viral (MMR-II);
vacina MMRV (ProQuad) (Pneumovax); vacina pneumocdcica

(Prevenar) ; poliovirus inativado, vacina contra poliomielite
(Poliovax); vacina antirrébica (Imovax); vacina antirrdbica
(RabAvert); vacina contra o rotavirus (pentavalente), a
vacina contra o rotavirus (Rotarix); vacina Td (Decavac) ; Td
vacina (Massachusetts); vacina DTaP (Adacel); wvacina DTaP
(Boostrix); tifdide (inativada-Typhim Vi), vacina contra o
tifo, febre tifdide (oral - Ty2la), vacina contra o tifo;
Vaccinia (ACAM2000); Vacina contra a varicela (Varivax) ;
vacina contra a febre amarela (YF-Vax); vacina zoster

(Zostava), e quaisquer combinacdes destes.
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178. A composigdo de acordo com qualquer um dos
pardgrafos 139 a 177, em que a razdo entre a matriz de
fibroina de seda para o imundégeno &€ de cerca de 1:1.000 a
cerca de 1.000:1.

179. Um método para preparagdo de uma composicdo
imunogénica estédvel ao armazenamento de acordo com qualquer
um dos paradgrafos 139 a 178, o método compreendendo as etapas
de:

a. provisdo de uma solugdo de fibroina de seda que
compreende pelo menos um imundgeno; e

b. secagem da solugdo de fibroina de seda da etapa (a)
para formar uma fibroina de seda em estado sélido, obtendo-
se assim uma composigdo imunogénica, em que o pelo menos um
imunégeno retém pelo menos cerca de 30% da sua
imunogenicidade original apés armazenamento.

180. Método de acordo com o paragrafo 179, no qual a
secagem €& realizada por liofilizacdo.

181. O método de acordo com o paragrafo 179, onde a
secagem é realizada em ar seco.

182. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
179 a 181, compreendendo ainda a liofilizac¢do da fibroina de
seda em estado sbélido a partir da etapa (b).

183. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos

179 a 182, compreendendo ainda o pds-tratamento da
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composigdo.
184. O método de acordo com o paragrafo 183, em que o
pds-tratamento altera a cristalinidade da composigdo.
185. O método de acordo com o paragrafo 183 ou 184, em

que o pds-tratamento é realizado por contato com a composigdo

com metanol ou etanol.

186. O método de acordo com qualquer dos pardgrafos 183
a 185, em que o pds-tratamento &€ a sujeigdo da composigdo a
tensdo de cisalhamento.

187. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
183 a 186, em que o pds-tratamento &€ a sujeic¢do da composigdo
a um campo elétrico.

188. O método de acordo com qualquer um dos pardgrafos
183 a 187, em que o pds-tratamento & a sujeig¢do da composigdo
a pressdo.

189. O método de acordo com qualgquer um dos pardgrafos
183 a 188, em que o pds-tratamento, estd em contato com a
composicdo de sal.

190. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
179 a 189, compreendendo ainda a redugdo da fibroina de seda
em estado sdélido da etapa (b) por um dispositivo mecénico
para obtencdo de particulas micronizadas.

191. Método de acordo com o paragrafo 190, no qual os

dispositivos mecdnicos s&8o selecionados a partir de
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micronizagdo, pulverizagdo, trituracdo, moagem, liofilizacdo
ou qualquer combinagdo destes.

192. Método de acordo com o pardgrafo 190 ou 191, em
que as particulas micronizadas tém um tamanho de cerca de 10
nm a cerca de 1.000 um.

193. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
179 a 192, em que o pelo menos um imundgeno retém pelo menos
cerca de 80% da sua imunogenicidade original apds
armazenamento.

194. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
179 a 193, em que o armazenamento é realizado por um periodo
de pelo menos 6 meses.

195. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
179 a 194, em gue o armazenamento & realizado a uma
temperatura em torno da temperatura ambiente até cerca de
37°C.

196. O método de acordo com qualquer um dos paragrafos
179 a 195, em gque o armazenamento é realizado a uma
temperatura superior a 37°C.

197. Uma composigdo imunogénica compreendendo uma
matriz de fibroina de seda, e pelo menos um virus vivo,
atenuado distribuido na mesma; em que o virus vivo, atenuado
retém pelo menos cerca de 30% da sua infecciosidade original

quando a composigdo & (a) submetida a pelo menos um ciclo de
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congelamento-descongelamento, ou (b), mantida durante pelo
menos 24 horas a uma temperatura acima de 0°C.

198. A composigdo de acordo com o paragrafo 197, em que
0 virus retém pelo menos cerca de 50% da sua estabilidade
infecciosa inicial.

199. A composigdo de acordo com o paragrafo 197 ou 198,
em que o virus retém pelo menos cerca de 80% da sua
estabilidade infecciosa inicial.

200. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 197 a 199, em que a composigdo & mantida, pelo
menos, por cerca de 6 meses.

201. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 197 a 200, em que a composicdo & mantida a uma
temperatura em torno da temperatura ambiente até cerca de
37°C.

202. A composicdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 197 a 201, em que a composicdo é mantida a uma
temperatura superior a 37°C.

203. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 197 a 202, em que a composicdo & liofilizada.

204. A composicdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 197 a 203, em que o virus vivo, atenuado, & um
virus envelopado.

205. A composigdo de acordo com o pardgrafo 204, em que



10

15

20

142

o virus envelopado é selecionado do grupo consistindo em
Paramyxoviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae,
Flaviviridae, Retroviridae, Herpesviridae, Rhabdovirus, e
quaisquer combina¢des dos mesmos.

206. A composigdo de acordo com o pardgrafo 204 ou 205,
no qual o virus envelopado & varicela, virus do sarampo,
virus da caxumba, virus do sarampo alemdo, virus sincicial
respiratdério, virus da febre amarela ou o virus da gripe.

207. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 197 a 203, em que o virus vivo, atenuado & um
virus ndo envelopado.

208. A composigdo de acordo com o pardgrafo 207, em que
o dito virus sem envelope & o rotavirus.

209. A composigdo de acordo com qualquer um dos
paradgrafos 197 a 208, compreendendo ainda um aditivo.

210. A composigdo de acordo com o pardgrafo 209, em que
o aditivo €& selecionado dentre o grupo que consiste em um
agente estabilizador, um veiculo farmaceuticamente aceitavel
e quaisquer combinacdes dos mesmos.

211. A composigdo de acordo com o paradgrafo 210, em que
© agente de estabilizagdo €& selecionado a partir do grupo
consistindo em um sacarideo, um &lcool de acgtcar, um ion, um
agente tensoativo, e quaisquer combinacdes dos mesmos.

212. A composigdo de acordo com o pardgrafo 211, em que
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o dito sacarideo & sacarose.

213. A preparagdo de virus estabilizada, isenta de
célula, compreendendo uma matriz de fibroina de seda e virus
infecciosos nela distribuidos, em que o virus retém pelo
menos cerca de 30% da sua infecciosidade original quando a
preparagcao é (a) submetida a pelo menos um ciclo de
congelamento-descongelamento, ou (b) mantida pelo menos
cerca de 24 horas a uma temperatura acima de 0°C, ou (c)
ambos (a) e (b).

214. A preparagdo do paragrafo 213, onde o virus e a
matriz de fibroina de seda sdo liofilizados.

215. A preparagao de acordo com o paragrafo 213 ou 214,
em que o virus retém pelo menos cerca de 80% da sua
infecciosidade inicial.

216. A preparagdo de acordo com qualquer um dos
pardgrafos 213 a 215, em que a preparagdo & mantida, pelo
menos, por cerca de 6 meses.

217. A preparagdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 213 a 216, em que a preparagdo & mantida a uma
temperatura em torno da temperatura ambiente até cerca de
37°C.

218. A preparagdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 213 a 217, em que a preparagdao €& mantida a uma

temperatura superior a 37°C.



10

15

20

144

219. A preparagdao de acordo com qualquer um dos
paradgrafos 213 a 218, em que o virus & um virus envelopado.

220. A preparagdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 213 a 218, em que o virus é o virus sincicial
respiratdrio.

221. A preparagdo de acordo com qualquer um dos
pardgrafos 213 a 218, em que o virus é um virus ndo
envelopado.

222. A preparagdo de ;cordo com qualquer um dos
paragrafos 213 a 218, em que o virus €& um bacteriéfago.

223. A preparagdo de acordo com qualquer um dos
pardgrafos 213 a 218, em que o virus é um virus recombinante.

224. A preparagdo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 213 a 218, em gue o virus & um vetor viral.

225. A preparagdo do paradgrafo 224, em que o vetor viral
€ selecionado dentre o grupo consistindo em um vetor
retroviral, um vetor lentiviral, um vetor adenoviral, um
vetor viral adeno-associado e quaisquer combinacdes dos
mesmos.

226. Uma preparagdo dgque compreende pelo menos uma
composigdo de acordo com qualquer um dos paragrafos 41 a 80,
139 a 178 ou 197 a 212.

227. A preparagdo de acordo com o pardgrafo 226, em que

a preparagdo € selecionada a partir de um grupo que consiste
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em um comprimido, uma pastilha, uma suspensdo, um pd que
escoa livremente, um aerossol, uma céapsula, e quaisquer
combina¢des desses.

228. A preparagdo de acordo com qualgquer um dos
paragrafos 226 a 227, compreendendo ainda um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

229. Uma embalagem que compreende pelo menos uma
composigdo de acordo com qualquer um dos pardgrafos 41 a 80,
139 a 178 ou 197 a 212, ou uma preparagdo de acordo com
qualquer um dos paragrafos 213 a 225 ou 226-228.

230. O pacote de acordo com o paradagrafo 229, em que o
recipiente & selecionado a partir de um grupo consistindo em
um frasco, uma ampola, uma cépsula, um tubo, uma seringa, um
frasco, um pacote e quaisquer combina¢des dos mesmos.

231. O pacote de acordo com o pardgrafo 230, no qual a
seringa € sem agulha.

232. Um kit que compreende o pacote de acordo com
qualquer um dos paragrafos 229 a 231, e uma solucdo
farmaceuticamente aceitéavel.

233. O kit de acordo com o pardgrafo 232, que compreende
ainda, pelo menos, uma seringa.

234. O kit de acordo com o pardgrafo 232 ou 233, que

compreende ainda um desinfetante.

235. Um dispositivo de distribuigdo que compreende:
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pelo menos uma cdmara com uma saida, em que pelo menos uma
camara compreende uma quantidade pré-determinada de
composicdo de acordo com qualquer um dos paragrafos 41 a 80,
139 a 178 ou 197 a 212 e a saida fornece uma saida para a
composigao.

236. O dispositivo de acordo com o pardgrafo 235, em
que o dispositivo de liberagdo é selecionado dentre o grupo
que consiste em uma seringa, um injetor de pd seco, um spray
nasal, um nebulizador, um implante e quaisquer combinacdes
dos mesmos.

237. O dispositivo de acordo com o paradgrafo 235, em
que o implante & um microchip.

238. O dispositivo de acordo com qualquer um dos
paragrafos 235 a 237, compreendendo ainda um acionador para
controlar a liberagdo da composicdo através da saida.

Na medida em que ndo tenha sido indicado, deve ser
entendido por aqueles versados na técnica que qualquer uma
das varias modalidades descritas no presente documento e
ilustradas podem ser ainda modificadas para incorporar
caracteristicas mostradas em qualquer das outras modalidades
reveladas no presente documento.

Os exemplos que se seguem ilustram algumas modalidades
e aspectos da invengdo. Serd evidente aos versados na técnica

que varias modificacgdes, adicdes, substituic¢des e
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semelhantes podem ser realizadas sem alterar o espirito ou
ambito da invengdo, e que tais modificacdes e variacdes sdo
abrangidas no &mbito da inveng¢doc tal como definida nas
reivindicagdes que se seguem. Os exemplos a seguir ndo
limitam de qualquer forma a invencdo.

EXEMPI.OS

Exemplo 1. Estabilidade da vacina de MMR em fibroina de
seda

Uma batelada comercial de vacina trivalente, MMR® II
(vacina do virus vivo de sarampo, caxumba e rubéola vivo)
(Mexck & Co., Inc., USA) foi utilizada. Essa vacina de virus
vivo, liofilizada, contém virus do sarampo da cepa Enders’
Edmonson atenuada, cepa Leryl Lynn do virus da caxumba e o
virus da rubéola da cepa Wistar RA 27/3. Antes do uso, a
vacina é reconstituida no diluente fornecido e cada dose de
0,5 mL contém ndo menos que 1.000 TCIDsy (dose infecciosa de
cultura de tecidos) do virus do sarampo; 12.500 TCIDsy do
virus da caxumba, e 1.000 TCIDsy do virus da rubéola. As
condigdes de fabricagdo dizem que a vacina

deve ser wutilizada dentro de 8 horas apds a
reconstituigdo e armazenada a 4°C ou de outra forma ser
descartada. Cada dose da vacina é calculada para conter
sorbitol (14,5 mg), fosfato de sbédio, sacarose (1,9 mg) ,

cloreto de s6dio, gelatina hidrolisada (14,5 mg), albumina
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humana recombinante (£ 0,3 mg), soro bovino fetal (<1 ppm),
outro tampdo e ingredientes dos meios e cerca de 25 mg de
neomicina. O produto nd3o contém conservantes. Antes da
reconstituigdo, a vacina liofilizada & um tampdo cristalino
compacto amarelo claro.

Uma mistura de solugdo de seda esterilizada a 9%
(peso/volume) e a vacina MMR reconstituida foi preparada em
uma concentragdo de 1:1 em peso de MMR para solucdo de seda.
As peliculas foram entdo moldadas sobre uma superficie
revestida de Teflon. As peliculas foram secas em uma capela
estéril durante 24 horas & temperatura ambiente (RT). Uma
amostra da vacina reconstituida em solucdo durante 24 horas
foi também preparada para comparacdo.

Uma curva padrdo foi gerada por reconstituicdo da
vacina, considerada como diluigd3o de 1 logi, e a solugdo de
vacina foi em seguida diluida serialmente nas etapas 0,5
logio de 1,5 logio a 3,5 logio. As peliculas de seda foram
redissolvidas em uma aliquota de 4&gua que dilui a
concentragdo final de vacina em solucdo a 1,5 logio. As
células Vero (células de rim de macaco verde africano, ATCC,
Manassas, VA) foram cultivadas até a confluéncia,
tripsinizadas, contadas e ajustadas a 50.000 células/mL e
semeadas em uma placa de 24 pogos. Em seguida, 50 pL da

diluigd3o da vacina, pelicula de seda redissolvida, e vacina
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reconstituida armazenada por 24 horas foram adicionados a um
pogo de células Vero, em triplicata. O virus foi replicado
na célula durante 3 dias, em seguida, o RNA das células
infectadas foi isolado, convertido em DNAc e quantificado
utilizando gPCR. Existe uma relagdo log-linear entre a
quantidade de RNA alvo e o ciclo de PCR em que a fluorescéncia
aumenta acima do fundo (ciclo limite Ct). Quanto mais viavel
os virus que estdo presentes na amostra, mais baixo o valor
de Ct.

Os resultados do ensaio de infecciosidade gPCR mostram
uma relagdo linear entre o aumento da diluicdo da vacina e
o valor maior de Ct (figura 1). O ensaio produziu os
resultados esperados, uma vez que a diluic3o baixa da vacina
continha uma maior quantidade de virus viédveis, portanto,
produzindo um valor de Ct menor. Usando este resultado como
uma curva padrdo, os resultados para a amostra de vacina de
seda encapsulada e amostra de vacina reconstituida podem ser
quantificados por extrapolagdo da diluigdo de logio final de
seus valores de Ct.

Os valores de diluigdo de log;, foram entio convertidos
em valores de poténcia de logio TCIDso/dose. Os valores de
logio TCIDso/dose de MMR em peliculas de seda foram entdo
relacionados ao 1logio TCIDso/dose da diluigdo original no qual

eles foram fundidos (diluigdo 1, logis) produzindo a poténcia
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residual. A vacina de controle reconstituida armazenada a
temperatura ambiente por 24 horas ndo produziu valores Ct,
indicando que ela tinha perdido quase, se ndo toda a sua
poténcia. As poténcias iniciais recuperadas de MMR em
peliculas de seda para sarampo, caxumba e rubéola foram de
75,89%, 58,04% e 62,48%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Recuperagdo da poténcia inicial de 1:1

(peso/peso) de MMR em peliculas de seda.

Recuperagdo da Poténcia inicial (logio
TCID50/dose) (%)

Sarampo 75,89
Caxumba 58,04
Rubéola 52,48

Essa € uma melhoria substancial em relacdo & vacina de
controle reconstituida, armazenada & temperatura ambiente
durante o mesmo periodo de tempo, para a qual a poténcia
residual estava abaixo do limite inferior de detecgdo. A
perda inicial de poténcia na vacina embutida em seda foi
provavelmente causada  por reconstituicgdo da vacina
liofilizada durante a preparacio das peliculas, em vez do
efeito das intera¢des da vacina com a seda. Para demonstrar
que a perda de atividade mais provavel ocorreu enquanto a
MMR em seda ainda estava na solugdo antes da secagem completa
das peliculas, aliquotas de vacina 1liofilizada foram

reconstituidas em &gua por 24, 18, 12 e 6 horas i temperatura
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ambiente antes da inoculacdo das células (figura 2).

Como pode ser vista na figura 2, a poténcia da vacina
diminuli significativamente o tempo que permanece na solugdo.
As amostras de vacina na solug¢do durante 24 horas antes da
inoculagdo das células ndo exibiram poténcia residual para
qualquer dos componentes virais. Uma vez que as peliculas
foram secas e armazenadas, a seda exibiu um efeito
estabilizador sobre a vacina. Como pode ser visto na figura
3, depois de 3 meses de armazenamento a temperatura ambiente,
as peliculas de seda retiveram 96%, 92% e 80% de poténcia
para o virus do sarampo, caxumba e rubéola, respectivamente.
Os resultados indicam que as vacinas MMR armazenadas apenas
em peliculas de seda ndo processadas sdo capazes de expandir
a poténcia da vacina liofilizada comercialmente preparada &
temperatura ambiente.

Exemplo 2. Adig¢do de aditivos

Foi examinado o fato da adicdo de aditivos
estabilizantes aumentar ainda mais a estabilidade térmica do
virus. A vacina contra o virus da poliomielite oral (OPV),
também uma vacina viva atenuada, tem sido amplamente estudada
e foi preparada comercialmente, com a adi¢d3o de estabilizador
MgCl.. Estudos sobre os efeitos dos aditivos estabilizantes
OPV foram conduzidos e estabilizadores previamente testados

incluem a sacarose, sulfato de magnésio e cloreto de magnésio
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(Mirchamsy e outros, 1978; Rapp e outros, 1965). A MMR em
peliculas de seda foi entdo preparada a partir de solugdes
de MMR, seda e estabilizante. A recupera¢do inicial de MMR
em peliculas de seda estabilizadas com 1M de MgCl,, 1M MgSO.
e 70% de sacarose €& mostrada na figura 4. Embora MgCl. seja
um excelente estabilizador para OPV, teve efeitos de
estabilizagdo negativos sobre o sarampo, caxumba e rubéola.
MgSOs proporcionou a melhor estabilizagdo do componente de
vacina do sarampo, mas pouco efeito sobre a caxumba e teve
efeitos negativos sobre a rubéola. A sacarose, no entanto,
agiu como um estabilizador para todos os trés componentes da
vacina MMR. Além disso, a recuperagdo inicial dos componentes
virais estabilizados em sacarose mostra uma melhoria sobre
a recuperacdo inicial de MMR apenas em peliculas de seda
(Tabela 1) . Além disso, a reconstituicdo da vacina em solucdo
de sacarose a 70% em RT (figura 5) demonstrou maior poténcia
viral mantida ao longo de 24 horas que a vacina reconstituida
em agua a temperatura ambiente (figura 2). Em comparacio com
a vacina MMR reconstituida em &gua, a vacina reconstituida
em 70% de sacarose, também proporcionou melhor estabilidade
em 4°C e 37°C (figura 6). O emprego de aditivos
estabilizadores, tais como, sacarose pode minimizar a perda
de atividade inicial da vacina, durante a preparacdo da

pelicula. A sacarose pode estabilizar a vacina durante o
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processo de secagem da pelicula, enquanto a MMR e seda estdo
ainda na solugédo.

Exemplo 3. Estabiliza¢do a longo prazo da vacina contra
sarampo, caxumba e rubéola

N6s mostramos que a vacina aprisionada nas peliculas de
seda e peliculas de seda liofilizadas sdo significativamente
aperfeigoadas em termos de meia-vida em temperaturas de
armazenamento de até 45°C. Na presenca de seda a taxa de
degradagdo das proteinas virais é reduzida. A caracterizacdo
biofisica demonstrou que a seda proporciona estabilidade
estrutural para a vacina através da reducdo de umidade
residual durante o armazenamento e o aumento do ponto de
fusdo das proteinas virais. Assim, nds apresentamos um
sistema de estabilizagdo de vacina capaz de estender a
poténcia da vacina sem a necessidade de refrigerac3o. A seda
pode ser moldada em uma variedade de sistemas de
distribuigdo, incluindo peliculas, hidrogéis, microesferas
e microagulhas, capazes de serem adaptadas para a
estabilizagdo e necessidades de distribuicio especificas.
Este sistema de material pode ser utilizado ex vivo ou in
vivo como veiculos de distribuicdo devido a
biocompatibilidade e histdérico aprovado pela FDA do emprego
da seda em dispositivos biomédicos.

Atividade residual da vacina apés imobilizac8o em
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peliculas de seda

As peliculas de seda foram preparadas com uma razdo em
peso de vacina de seda de 1:1. A poténcia recuperada inicial
da vacina foi determinada diretamente apds as peliculas terem
sido preparadas para determinar quanta infectividade da
vacina foi perdida durante o processo de fabricagdo de
pelicula. De modo a incorporar a vacina na solugdo de seda,
a vacina 1liofilizada deve ser reconstituida. A vacina
liofilizada foi reconstituida imediatamente antes da
inoculacdo das células. Uma vez que a vacina liofilizada
tenha sido reconstituida, a poténcia diminui rapidamente
(Galazka, 1998; WHO 2006) e de acordo com as especificagdes
do fabricante, a vacina MMR deve ser utilizada dentro de 8
horas apds a reconstituigdo ou de outro modo descartada. Uma
vez completamente'secas, as peliculas que contém a mesma
quantidade de vacina liofilizada, foram dissolvidas em agua
esterilizada e a solucdo foi adicionada as células Vero para
o teste de poténcia. Os resultados de poténcia das peliculas
de seda foram comparados com a poténcia da vacina liofilizada
para estabelecer uma poténcia recuperada inicial. A poténcia
residual inicial observada da MMR em peliculas de seda é
resumida na Tabela 2 com 84,7%, 73,9%, e 87,0% de poténcia
residual da wvacina contra. O sarampo, caxumba, rubéola e

componentes, respectivamente.
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Tabela 2. Comparagdo da poténcia viral recuperada
inicial das peliculas de seda que encapsulam vacina e

peliculas de seda liofilizadas

Forma da seda na Componente viral Poténcia recuperada
vacina inicial (%)
MMR em pelicula de Sarampo 84,7 + 6,40
seda
Caxumba 73,9 + 2,24
Rubéola 87,0 + 2,23
MMR em pelicula de Sarampo 94,7 + 0,34
seda liofilizada
Caxumba 89,6 + 1,30
Rubéola 98,4 + 0,35

Peliculas de seda que encapsulam vacina suficientes
foram fabricadas com este método de secagem ao ar e
armazenadas durante um estudo de 6 meses para avaliar a
estabilidade a 1longo prazo, em quatro temperaturas
diferentes (4°C, 25°C, 37°C e 45°C). No entanto, a hipbétese
de que a maior parte da perda de poténcia viral, observada
com as peliculas ocorreu enquanto a MMR em seda estava na
solugdo para o processo de preparac¢do. Para verificar essa
hipétese, a vacina liofilizada foi reconstituida nos
diluentes fornecidos pelo fabricante e as solugdes foram
armazenadas a 4°C, 25°C e 37°C (figura 8A-8C). Medigdes de
poténcia foram realizadas apds 6 horas, 12 horas, 18 horas
e 24 horas apds a reconstitui¢do. Como previsto, a vacina
perde rapidamente a poténcia dentro de horas em solucdo e

armazenamento em temperaturas mais elevadas resultando em um
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declinio mais rédpido da poténcia. Em comparagdo com o tempo
de secagem das peliculas, em 12 horas na solugdo a 4°C,
53,4%, 73,4%, 76,3% de poténcia residual permanecem para oOs
componentes de sarampo, caxumba e rubéola, respectivamente.
Ao fim de 12 horas a 25°C, apenas 57,8%, 53,1%, 46,6% de
poténcia residual de sarampo, caxumba, rubéola permaneceram,
respectivamente. Uma redugdo mais dramdtica foi observada
para a vacina reconstituida durante 12 horas a 37°C como
apenas 36,5%, 46,6% e 23,9% de poténcia contra sarampo,
caxumba e rubéola foram recuperados, respectivamente. Com
base nestes resultados, foi postulado que a reducdo do tempo
em que a vacina inicial permaneceu em soluc¢do poderia
melhorar a recuperagdo. Portanto, MMR em peliculas de seda
liofilizadas foi preparada para encurtar o estidgio da solucdo
de MMR em seda. O processo de liofilizacdo melhorou
significativamente a estabilidade térmica da vacina a longo
prazo nas peliculas de seda. Como mostrado na Tabela 2, em
comparagdo com a poténcia inicial recuperada das peliculas
de seda secas ao ar, as peliculas liofilizadas melhoraram a
recuperagdo do sarampo, caxumba e rubéola, para 94,7%, 89,6%,
98,4%, respectivamente.

Termoestabilidade das peliculas de seda que encapsulam
vacina

A estabilidade da vacina foi quantitativamente expressa
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como a poténcia residual observada das peliculas apds o
armazenamento. A poténcia residual foi medida e comparada
com a poténcia residual inicial (Tabela 2), para demonstrar
a estabilidade da vacina. Quando da medigdo da poténcia
residual de todos os componentes virais da vacina armazenada
em peliculas de seda ao longo de seis meses, com a excegdo
do armazenamento a 4°C, a tendéncia geral mostrou que as
peliculas de seda melhoraram a estabilizagdo das particulas
virais do sarampo, caxumba e rubéola, por exibicdo de
poténcias mais elevadas quando em comparacdo com a vacina
liofilizada do fabricante armazenada & mesma temperatura. As
figuras 9A-9D mostram a comparac¢do da poténcia residual do
componente de sarampo da vacina para peliculas de seda e a
vacina MMR em pd liofilizada armazenada durante seis meses
a 4°C, 25°C, 37°C e 45°C. Com excegdo do armazenamento a
4°C, as peliculas de seda mostraram maior poténcia residual
da vacina. Mesmo a 4°C, a poténcia residual das peliculas de
seda foi semelhante a de MMR em pd. Enquanto a poténcia
residual do pd ndo flutue, as peliculas de seda exibiram
maior variagdo na poténcia medida nessa temperatura. Durante
Os primeiros 3 meses, as peliculas de seda superaram o pd
com maior poténcia residual recuperada. Nos Gltimos 3 meses,
as peliculas de seda exibiram um ligeiro decréscimo na

poténcia residual, enguanto que o pd permaneceu
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relativamente constante. No final do estudo de seis meses,
a poténcia residual do componente contra o sarampo da vacina
MMR armazenada nas peliculas de seda foi de 87,2% em
comparagao com 92,2% para o pd. As peliculas de seda, no
entanto, mostrém melhor poténcia residual contra sarampo
quando armazenadas a 25°C, 37°C e 45°C. Quando armazenadas
a 25°C, as peliculas de seda mostraram maior poténcia
recuperado em cada ponto de tempo e no final do periodo de
seis meses apresentaram 83,9% de poténcia em comparac¢do com
recuperado de 74,5% para o pod.

A estabilizagdo fornecida pela seda foi ainda mais
evidente para as peliculas e pdé armazenados em temperaturas
elevadas, 37°C e 45°C. Em temperatura de 37°C, as peliculas
de seda mostraram uma melhoria dramitica na estabilidade da
infectividade do sarampo através do curso de seis meses,
resultando em 56,5% de poténcia recuperada em comparacdo com
9,9% a partir do pd. No caso das peliculas e pd armazenados
a 45°C, o componente de sarampo da vacina perdeu toda a
poténcia, apds 20 semanas de armazenamento, enquanto as
peliculas de seda mantiveram uma atividade de 53,5% apds 24
semanas. Tendéncias semelhantes foram apresentadas para
ambos os componentes da caxumba (figuras 10A-10D) e
componentes da rubéola (figura 11A-11D). Novamente,

semelhante aos resultados para o componente do sarampo, as
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peliculas de seda exibiram mais estabilizagdao do componente
de caxumba a 37°C e 45°C. Em ambas as temperaturas, as
peliculas de seda exibiram um ligeiro decréscimo da atividade
residual durante o primeiro més de armazenamento, porém apds
o primeiro més, a diminuig¢do na poténcia residual foi muito
mais lenta que a redugdo da atividade da vacina do pd
armazenado. Na conclusdo do estudo, as peliculas de seda
armazenadas a 37°C retiveram 61,3% da infectividade da
caxumba, enquanto o pd reteve 13,0%. Apds 6 meses de
armazenamento a 45°C, -as peliculas de seda recuperaram 59,6%
da poténcia da caxumba, enquanto o pd perdeu toda a poténcia
apds 20 semanas. O componente de rubéola exibiu tendéncias
semelhantes em poténcia. Para as peliculas de seda
armazenadas a 4°C, 25°C, 37°C e 45°C, 88,4%, 78,4%, 60,3% e
58,3% de poténcia residual foram recuperados,
respectivamente. Com a excegdo dos pds armazenadas a 4°C,
estes resultados mostram que a seda forneceu estabilizacdo
melhorada e manutengdo da poténcia sobre o pdé. A potencia
residual do pd a 4°C, 25°C, 37°C e 45°C foi de 89,4%, 56,3%,
15,3% e 0%, respectivamente.

Embora as peliculas de seda liofilizadas fossem
inicialmente preparados para melhorar a recuperacdo inicial
da vacina perdida durante o processo de fabricacdo da

pelicula, elas forneceram ainda maior estabilizacdo das
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vacinas em temperatura elevada. A poténcia residual dos
componentes de sarampo, caxumba e rubéola armazenados nas
peliculas de seda liofilizados é mostrada nas figuras 12A-
12D, 13A-13E e 14A-14D, respectivamente. Independentemente
da temperatura de armazenamento, as peliculas liofilizadas
forneceram niveis comparéveis de estabilizacdo para todos os
componentes da vacina. Enquanto as peliculas de seda
liofilizadas mostraram estabilizagdo melhorada e poténcia
residual recuperada em todas as temperaturas, o nivel de
estabilizagdo foi mais dramidtico nas temperaturas mais
elevadas. Apds 6 meses de armazenamento, as peliculas de
seda liofilizadas retiveram 85,2% e 85,1% da poténcia
residual do sarampo a 37°C e 45°C, respectivamente. Da mesma
forma, 86,2% e 86,0% da poténcia da caxumba permaneceram
apoés 6 meses, quando armazenadas a 37°C e 45°C,
respectivamente. O componente de rubéola pareceu ser mais
estabilizado pelos peliculas de seda liofilizadas, uma vez
que 88,2% da poténcia viral permaneceram apds 6 meses de
armazenamento a 37°C, enquanto que o armazenamento a 45°C
ainda resultou na retenc¢do de 87,5% da poténcia viral.

Avaliagdo da termoestabilidade pela cinética de
degradagao

A taxa de degradagdo, kopbs, para cada temperatura foi

calculada por regressdo linear da gota logis de titulag¢do do
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virus contra o tempo de exposigdo em semanas. As inclinag¢des
das curvas resultantes representam as taxas de degradagdo.
As meias-vidas do virus (tisz2) em cada temperatura e o
respectivo intervalo de confianga de 95% foram calculados a
partir dos Kops € 0S seus erros padrdes. A meia vida do virus
é a meia-vida prevista ou tempo necessério para a poténcia
média diminuir para 50% do valor inicial. As taxas de
degradag¢do estimadas e meias-vidas correspondentes para cada
componente viral e método de encapsulamento de vacina estdo
resumidos na Tabela 3 e as meias-vidas foram representadas
em fung¢do da temperatura na figuras 16A-16C. As taxas de
degradagdo dos trés sistemas em relagdo a faixa de
temperaturas testadas também se ajustaram bem no grafico de
Arrhenius (figuras 14A-15C). Como pode ser visto a partir do
grafico, os valores para a inclinag¢do da forma de vacina em
pé foram consistentemente mais elevados que os de ambos
sistemas de seda, o que indica as taxas de degradagdo do pd
cresceram malis rapidamente com o aumento da temperatura de
armazenamento.

Tabela 3. Sumdrio das taxas de degradacdo e meias vidas
previstas da vacina em pd e vacinas encapsuladas em pelicula

de seda e pelicula de seda liofilizada

Sarampo
Temperatur Sistema de Taxa de Meia-vida prevista, ti,
a (°C) vacina degradagio, kobs (semanas) (Limite
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(logio inferior, superior)
TCIDso/semanas)

“zgv i .Pa.“ ks .H“.‘””olbsélw Véemahaé

-.t ol
56,6)
Peliculas 0,0123 + 0,0002 100,8 semanas (99,1,
104,0)
Peliculas 0,0098 + 0,0013 123,8 semanas (109, 8,

liofilizadas

45 P& 0,139 + 0,0261 ‘5,1 semanas (4,3, 6,7)

Peliculas 0,0401 + 0,0010 19,8 semanas (19,4,
20,8)
Peliculas 0,0128 + 0,0019 94,9 semanas (82,6,
liofilizadas 119,4)
Caxumba )
Temperatur Sistema de Taxa de Meia-vida prevista, ti,
a (°Q) vacina degradagao, kobs (semanas) (Limite
(logio inferior, superior)
TCIDso/semanas)

s Jatiebils et 0,0677 as (éé;é;‘

+ 0,0001 26,
26,6)
Peliculas 0,0408 + 0,0056 34,3 semanas (30,2,
42,6)
Peliculas 0,0106 + 0,0005 129,3 semanas (123,5,

liofilizadas

s ettt St FO,iééﬁ emanas (619'\10;7),H

+ 7
Peliculas 0,0384 + 0,0021 28,6 semanas (27,1,
31,6)
Peliculas 0,0121 + 0,0027 111,9 semanas (91,5,
liofilizadas 152,7)
Rubéola
Temperatu- Sistema de Taxa de Meia-vida prevista, tai;
ra (°Q) vacina degradagido, kobs (semanas) (Limite

(logio inferior, superior)
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TCIDso/semanas)
. SRR

25 P65 0,0521 + 0,0021 29,5  semanas (28,3,

31,8)

Peliculas 0,022 + 0,0024 56,8 semanas (51,2,
68,0)

Peliculas 0,0121 + 0,0012 117,3 semanas (106,77,

liofilizadas

45 Po 0,1681 + 0,0298 8,2 semanas (6,9, 10,6)
Peliculas 0,0387 + 0,0003 27,3 semanas (27,1,
27,7)
Peliculas 0,0144 + 0,0025 97,1 semanas (82,8,
liofilizadas 125,9)

Com excegdo das amostras armazenadas a 4°C, os sistemas
de vacina encapsulados em seca e seda liofilizada exibiram
taxas de degradagdo mais baixas em relagdo & vacina em pd a
25°C, 37°C e 45°C para os componentes do sarampo, caxumba e
rubéola. As taxas de degradagdo diminuidas correspondem a um
aumento nas meias-vidas previstas. A partir da tabela, as
tendéncias parecem semelhantes para todos os componentes
virais e mostram que em temperaturas elevadas, as peliculas
de seda aumentaram as meia-vidas da vacina através da
formulagdo de pd, com as peliculas de seda liofilizadas que
mostram melhorias dramidticas nas meias-vidas das vacinas em
relagdo as em pd e peliculas de seda. Além disso, como a

temperatura de armazenamento foi aumentada, as taxas de
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degradagdo e de meia-vida prevista aumentaram e reduziram
significativamente, respectivamente, tanto para o pd e as
formulagdes de pelicula de seda. As amostras de pelicula de
seda 1liofilizadas, no entanto, mantiveram taxas de
degradag¢dao lenta mantida em todas as temperaturas de
armazenamento testadas. Avaliando a alteragdo na taxa de
degrada¢do do componente do sarampo de 4°C para 45°C, a
vacina em pd exibiu um aumento de 1,444% na taxa de
degradagdo de 0,0136 + 0,0025 para 0,0401 + 0,0010 logio
TCIDso/semanas, enquanto MMR em pelicula de seda e MMR em
pelicula de seda liofilizada tiveram um aumento de 195% a
partir de 10,0139 + 0,0261 para 0,009 + 0,0005 1logig

TCIDso/semanas e 42% de aumento de 0,0128 + 0,0019 para 0,009

i+

0,0001 logio TCIDso/semanas na taxa de degradac¢do em relacdo
a faixa de temperatura, respectivamente. Os componentes de
caxumba e rubéola apresentam tendéncias semelhantes. Com
excegdo do armazenamento a 4°C os dados da vacina em pd
mostram uma meia-vida prevista do sarampo de 178,6 semanas,
maior que as 96,6 semanas para as peliculas de seda e as
135,3 gsemanas das peliculas de seda 1liofilizadas, as
peliculas de seda e as peliculas de seda liofilizadas
exibiram um aumento muito mais dramdtico na meia-vida do
virus em temperaturas elevadas. A diferenca é

especificamente evidente na meia-vida prevista do virus a
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37°C e 45°C. A 35°C, as 21,9 semanas de meia-vida das
peliculas de seda foram uma melhoria significativa em relagdo
ds 9,4 semanas providas pelo pd, mas as peliculas de seda
liofilizadas aumentaram drasticamente a meia-vida para 93,8
semanas. O armazenamento a 45°C proporcionou resultados
semelhantes aos do pd, as peliculas de seda e peliculas de
seda liofilizadas mostraram uma meia-vida de 5,1, 19,8 e
94,9 semanas, respectivamente.

A dependéncia da temperatura das taxas de degradagdo da
vacina foi ainda avaliada utilizando andlise de regressdo.
A partir do grafico de queda da titulagdo do virus contra o
tempo (ndo mostrado) para o pd, sistemas de pelicula de seda
e pelicula de seda 1liofilizada, os dados podem ser
razoavelmente aproximados por uma linha reta, exibindo um
pseudo comportamento de ordem zero. O grafico da queda de
titulacdo do virus contra o tempo corresponde e exibe
tendéncias similares as curvas de poténcia residual.

Como pode ser visto a partir do grafico, uma resposta
linear de alteragdo na concentragdo viral sugere gque o
mecanismo de degradag¢do segue uma cinética de ordem zero.
Embora empregando uma andlise mais cuidada dos dados, a
linearidade da queda da titulag¢do do virus contra o tempo
diminui em intervalos de tempo longos. Estes dados sugerem

gue a taxa de degradag¢do pode se desviar de um comportamento
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de ordem zero e diminuir durante longos periodos de tempo.
O modelo de cinética de degradag¢do da vacina ao longo do
tempo é, por conseguinte, considerado como um modelo de
pseudo-ordem zero. Pseudo ordens de reag¢do sdo encontradas
em estudos de estabilidade do medicamento como apenas a
variagdo da concentrag¢do do ingrediente farmacéutico ativo
€ normalmente monitorizada ao longo do tempo, enquanto que
outros reagentes e componentes de tampdo se apresentam em
grande excesso, embora ndo analisado (Zhou e outros, 2009).
Assim, uma reagdc de primeira ordem pode parecer ser uma
reagdo de ordem zero ou de pseudo-ordem zero. Nas reacdes de
ordem zero, a taxa de reagdo ndo depende da concentrac¢do do
reagente e & constante. A equacdo de taxa de ordem zero é a
seguinte:

- d_c = kobs
dt

e os dados obtidos em cada temperatura foram ajustados

usando a equagdo que se segue:

Q = _ko.bst
Co

onde C, é a poténcia medida no logio TCIDso no tempo t,

C, & a poténcia medida no tempo zero, k € a taxa de

obs

degradac¢do determinada pela egressdo linear e t é o tempo de

armazenamento em semanas. A meia vida prevista, 6/ é o tempo
2
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necessidrio para a poténcia média diminuir para 50% do valor
inicial. A meia-vida para cada temperatura foi estimada pela

equacio:

As taxas de degradagdo térmica dos trés sistemas de
vacina poderiam seguir a expressdo da lei de Arrhenius com
relagdo a temperatura absoluta conforme mostrado na equagdo
que se segue:

k(T)= Ade™®'""

onde k € a taxa de degradagdo térmica, A & o fator pré-
exponencial, E & a energia de ativagdo, R é a constante de
gis e T é a temperaturé absoluta. Um grafico das taxas de
degradag¢do contra a réciproca da temperatura absoluta pode
mostrar as tendéncias .de degradagdo dependentes da
temperatura por amplas faixas de temperatura. Os graficos de
Arrhenius mostram que a vacina em pd tem a inclinac8o mais
acentuada, o gque indica um aumento da dependéncia da
temperatura de degradag¢do em relagdo a ambos os sistemas de
seda. Por compara¢do, os declives mais rasos dos sistemas de
seda demonstrar que a seda reduz muito a taxa de degradacdo
da vacina em temperaturas elevadas e & capaz de manter a
poténcia da vacina em temperaturas ambientes elevadas. Como

pode ser visto na comparagdo da meia-vida dos trés sistemas
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de vacinas, a melhoria das meias-vidas dos sistemas de seda
tornar-se mais evidente e dramdtica como o aumento da
temperatura de armazenamento.

Efeito das condigdes de processamento em umidade
residual dos sistemas de vacina

A vacina MMR é fornecida na forma liofilizada e a
presenga de estabilizantes na vacina para reduzir o teor de
umidade tem melhorado significativamente a sua estabilidade
térmica (Galazka e outros, 1998). A vida Gtil das vacinas
liofilizada depende tanto da aderéncia & cadeia de
resfriamento quanto da manutencdo de um baixo teor de umidade
residual. Conforme a temperatura de armazenamento aumenta,
O mesmo acontece com a quantidade de &gua presente no ar. A
MMR em peliculas de seda foi fabricada e seca ao ar em
condigdes ambientes, portanto, tinha uma umidade residual
inicial mais elevada que ambas a MMR em pé liofilizada e MMR
em peliculas de seda liofilizadas. A umidade residual da MMR
em pelicula de seda calculada imediatamente apdés a
determinagdo de um estado seco foi determinada como sendo
4,42% + 0,65%. A umidade residual da MMR em pd e MMR em
peliculas de seda liofilizadas foi calculada como sendo 2,39%
£ 0,23 e 1,89% + 0,13, respectivamente. Com a excepcdo das
MMRs em peliculas de seda, o armazenamento dos sistemas de

vacina liofilizada depois de seis meses a 4°C produziu uma
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mudan¢a muito peguena na umidade fesidual. Na verdade, a
umidade residual das peliculas armazenadas e liofilizadas
durante seis meses em todos os pontos de temperatura exibiu
muito pouca aberragdo do valor medido inicialmente, exibindo
apenas um aumento liquido de 6,9% em umidade residual a
partir do valor inicial para o valor mais alto registrado em
45°C. Devido &s condicdes de processamento, as MMRs em
peliculas de seda apresentaram umidade residual maior, mas
o aumento liquido para o valor mais alto de umidade residual
registrado em seis meses de armazenamento a 45°C foi de
apenas 30,1% em comparagdo com o aumento de 61,5% mostrado
no sistema de MMR em pd. O teor de umidade residual dos
sistemas de vacina correspondeu & poténcia residual. Em
temperaturas elevadas, a MMR em pd exibiu maiores perdas de
poténcia que as peliculas de seda, correlacionando bem com
0 maior aumento da umidade residual. Do mesmo modo, o aumento
minimo de umidade residual das MMRs em peliculas de seda
liofilizadas resultou em uma maior retengdo de poténcia
viral.

Tabela 4. Comparac¢do das umidades residuais de MMR em
pd, MMR em peliculas de seda e MMR em peliculas de seda

liofilizadas em condig¢des especificas de armazenamento.

Sistema de vacina Condigido de Umidade residual (%)
armazenamento

MMR em pd Em t=0
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(Condicgdo inicial) 2,39+0,23
Apds 6 meses a 4°C 2,37+0,15
Apds 6 meses a 25°C 2,73+0,54
Apbds 6 meses a 37°C 3,52+0, 35
Apdbs 6 meses a 45°C 3,86+0,28

MMR em peliculas de seda Em t=0 1,89+0,13
liofilizadas (Condigdo inicial)
Apbds 6 meses a 4°C 1,81+0,20

Apds 6 meses a 25°C 1,97+0,43
Apbs 6 meses a 37°C 1,83+0,35
Apds 6 meses a 45°C 2,02+0,52

MMR em peliculas de seda Em t=0 4,42+0,65
(Condigdo inicial)
Apbs 6 meses a 4°C 5,26+0,51
Apbs meses a 25°C 5,47+0,53

6
Apbs 6 meses a 37°C 5,53+0,70
Apbs 6 meses a 45°C 5,75+0,91

Caracterizagdo estrutural de sistemas de vacina em seda

De modo a investigar como a seda forneceu
termoestabilidade aperfeigoada &s vacinas foram estudadas
medidas fisicas utilizando calorimetria e espalhamento de
luz. DSC (Figura 17) foi utilizada para demonstrar que o
encapsulante de seda forneceu estabilizac¢do & por aumento na
transigdo vitrea (Tg) da vacina. A DSC de estado sélido de
peliculas de seda liofilizadas mostrou uma Tg em 178°C. O
termograma de DSC de MMR em pd mostrou uma Tg de 68,9°C,
enquanto que a MME em peliculas de seda liofilizadas mostrou
uma Tg de 89,2°C, bem como dois picos a 116,6°C e 164,8°C,
0 que poderia indicar uma Tm, temperatura de fusdo e Td,
temperatura de degradacdo. N3o estd claro se o deslocamento
da Tg foi devido a estabilizagdo estrutural pela seda ou
interagdo entre a seda e os varios excipientes presentes na

amostra da vacina. A vacina foi, ent3o, purificada para
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remover os eXcipientes adicionados. A solugdo resultante
continha particulas virais purificadas suspensas em &agua
isenta de nuclease e estéril. Como a amostra viral & uma
solugdo liquida, nano-DSC foi executada nessas amostras. O
termograma de nano-DSC (figura 18) das particulas virais
purificadas em &gua mostrou uma Tm a 16,8°C, indicando que
as proteinas virais foram submetidas a uma alteragdo
conformacional. A solugdo de particulas virais purificadas
em seda mostrou uma Tm elevada em 68,3°C. Embora a faixa de
nano-DSC ndo se estende o suficiente para mostrar a Tg da
seda, um termograma de solugdo de seda € ainda mostrado para
ilustrar que nenhum dos valores de Tg pode ser atribuido a
uma mudan¢a na estrutura da seda. Para investigar se a Tm
correspondeu a desnaturac¢do das particulas virais devido a
agregag¢do, o tamanho das particulas virais foi analisado por
DLS (figura 19). O didmetro efetivo médio ponderado de uma
particula viral nua & de cerca de 250 nm. Isso & consistente
com os valores reportados de sarampo, caxumba e rubéola
(Russell e outros, 1967; Hall e Martin, 1973). Os resultados
indicaram que a solugdo de virus purificada mostrou um
aumento no didmetro médio efetivo em torno de 16°C, indicando
a presenga de agregagdo de proteinas. O DLS das particulas
virais na solugdo de seda, por outro lado, ndo apresenta um

aumento no didmetro médio eficaz até cerca de 70°C, mostrando
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a agregagdo da proteina a uma temperatura mais elevada. Os
resultados das DLS correspondem bem aos resultados da nano-
DSC como a agregagao detectada por dispersdo de luz ocorre
dentro do intervalo de temperaturas de desdobramento da
proteina medido por DSC.

Liberagdo da vacina das peliculas de seda, pelicula de
seda liofilizada, hidrogéis de seda e microesferas de seda

A fim de demonstrar que a seda proporciona ndo sdé a
estabilizagdo da vacina, mas também controle sobre a cinética
de liberagdo de vacina, estudos de liberacdo foram realizados
com uma variedade de formulagdes de seda. Cada formulacdo de
seda (pelicula, pelicula liofilizada, hidrogel e
microesfera) continha a mesma quantidade inicial de vacina.
Perfis de liberagdo cumulativa da vacina encapsulada em
peliculas de seda e peliculas de seda liofilizadas si3o
apresentados nas figuras 20A e 20B. Estudos de liberacdo in
vitro foram conduzidos para esses dois sistemas com peliculas
individuais colocadas entre dois blocos de hidrogéis de
gelatina, permitindo a 1liberac3o de vacina conforme as
peliculas de seda se dissolvem nos hidrogéis. A vacina
aprisionada nas peliculas de seda preparada a partir de
solugdo de seda a 8% (peso/volume) exibiu uma liberacdo
ligeiramente brusca, tipica da liberac3o por difusdo. Na

Gltima coleta de 6 horas, a quase totalidade da vacina
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encapsulada foi 1liberada como 92,43% da vacina foram
recuperados e ativos. As peliculas de seda preparadas com 4%
(peso/volume) apresentaram um perfil de liberagdo
semelhante, s6 que a liberagdo brusca foi mais rapida
conforme a massa liberada se aproximava da liberacdo mais
rapidamente. As peliculas de seda liofilizadas mostraram um
efeito de rebentamento mais pronunciado a medida que as
peliculas de seda a 8% liberaram 44% e as peliculas a 4%
liberaram 56% da MMR carregada dentro de 10 minutos da
colocagdo no hidrogel. As peliculas de seda liofilizadas
liberaram quase toda a MMR carregada dentro de 90 minutos.
Os hidrogéis de seda e preparagdes de microesferas exibiram
uma liberag¢do muito mais lenta em compara¢do, na ordem dos
dias (figuras 21A-21B). Os hidrogéis de seda a 4% e 8%
prolongaram a libera¢do da vacina para 8 dias. Além disso,
os hidrogéis de seda a 16% foram capazes de prolongar a
liberacdo adicional como apenas 73,53% da vacina foram
liberados no dia 8. A vacina liberada das microesferas de
seda apresentou maior potencial como um sistema de liberagdo
prolongada e estendida. Do mesmo modo, o aumento da
concentragdo de seda das microesferas retardou a taxa de
liberacdo, as microesferas de seda liberaram 16% 65,35% da
vacina carregado no dia 8. A 1linearidade relativa da

liberagdo das microesferas de seda a 16% é também de
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interesse, como o coeficiente de regressdo (R?) para a curva
foi de 0,988, indicando uma liberac¢do prdxima da ordem zero.

A caracterizagdo biofisica da vacina contra sarampo,
caxumba e rubéocla, através do uso de calorimetria e do
espalhamento de luz permitiu uma descrigdo do processo de
estabilizagdo fisica do virus como uma fungdo da temperatura
elevada durante o armazenamento da vacina. Devido a
sensibilidade & temperatura das vacinas, o processo de
distribuigdo e armazenamento de vacinas é fragil, uma vez
que essas questdes vEém acompanhadas frequentemente de um
custo logistico consideravel (Zweig, 2006). Sabe-se que a
imobilizacdo de moléculas biocativas, tais como enzimas,
conduz a um aumento na estabilidade ao mesmo tempo melhorando
o manuseio. A imobilizagdo é importante, uma vez que &
importante a manuten¢do de condig¢des ambientais constantes
a fim de proteger as moléculas bioativas contra mudanc¢as no
PH, temperatura e resisténcia idnica (Kumakura, 1995). A
quimica, estrutura e montagem de seda gera um ambiente de
nanoescala {nico e torna esse polimero de proteina um
candidato atraente para a estabilizacdo de moléculas
bicativas ao longo de periodos de tempo prolongados (Jin e
Kaplan, 2003). Sem processamento quimico, a seda pode ser
usada para reter moléculas bioativas nos dominios

anfifilicos, de automontagem a partir da solugdo aquosa.
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MMR® II, uma vacina contra sarampo, caxumba e rubéola
de virus vivo, atenuado & provida como uma preparagdo
liofilizada a ser reconstituida no momento da utilizag¢do.
Antes da reconstituigdo, a vacina precisa ser armazenada
entre 2 e 8°C e serd estadvel durante 24 meses, uma vez
reconstituida devem ser usada dentro de 8 horas. A exigéncia
da WHO para a estabilidade ao calor das vacinas contra
sarampo, caxumba e rubéola emprega dois 1indices de
estabilidade: 1) a vacina deve reter pelo menos 1.000
particulas de virus vivos em cada dose humana, apds incubacgdo
a 37°C durante sete dias, e 2), a titulagdo do virus ndo
deve diminuir em mais de 1 logip durante o armazenamento
(WHO, 1982; WHO, 1994). Vacinas de virus vivos, ao contrario
de outras formas de vacina, dependem da sua imunogenicidade
para estabelecer uma resposta imune adequada, o que exige a
manutengdo de um nGmero suficiente de particulas de virus
vivos. O armazenamento dessas particulas virais termicamente
labeis requer a adigdo de estabilizantes. Cada dose de MMR®
IT é estabilizada em 14,5 mg de sorbitol, fosfato de sdédio,
1,9 mg de sacarose, cloreto de sdédio, 14,5 mg de gelatina
hidrolisada, £ 0,3 mg de albumina humana recombinante, <1
ppm de soro fetal bovino, outro tampdo e ingredientes dos
meios e cerca de 25 pug de neomicina.

A exposigdo excessiva a temperaturas acima das
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condi¢cdes de armazenamento recomendadas pode danificar as
vacinas de varios modos, mais notavelmente a alteracgdao da
estrutura tercidria das proteinas virais, redugdo da
infectividade viral, diminuindo assim a poténcia da vacina
(Chen e Kristensen, 2009). As altera¢des na estrutura da
proteina podem conduzir a agregagao e absorgdo celular
alterada, afetando a atividade da vacina (Brandau, e outros,
2003; Manning e outros, 1989, Middaugh, 1996). Caxumba e
sarampo pertencem a familia dos paramixovirus, caracterizado
como um virus envelopado contendo o nucleocapsideo que
encobre o NRA viral de sentido negativo de filamento UGnico
circundado por glicoproteinas de fusdo (F) e hemaglutinina
(H) expresso sobre a superficie do virus (figura 223)
(Kingston e outros, 2008; Woelk e outros, 2002). Do mesmo
modo, a rubéola pertence a familia Togavirus e & um virus
envelopado com duas glicoproteinas especificas do virus da
El e E2, gque circundam um nucleocapsideo icosaédrico
encobrindo um RNA viral de sentido positivo de filamento
Gnico (Dorsett e outros, 1985, Nakhasi e outros, 1991).

O método de infecg¢do do paramixovirus envolve a ligagdo
do virus aos receptores de CD46 e CD150 das células
hospedeiras através da intersecgdo entre ambas a
glicoproteina de hemaglutinina (H) e glicoproteina de fusédo

(F) (figura 22C) (Wild e outros, 1991, Malvoisin and Wild,
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1993; Moss e Griffin, 2006). A fusdo do virus e da célula
permite a entrada viral e 1liberagdo do material nucléico
viral na célula. A principal causa da inativagdo viral é a
interrupgdo das proteinas de superficie virais e as tensdes,
tais como temperaturas elevadas podem induzir mudancas
conformacionais nas proteinas virais (Rexroad e outros,
2006, Ausar e outros, 2006) . Essas alteragdes
conformacionais pode afetar a estabilidade do virus através
da indugdo da agregagdo da particula viral que impede a
ligagdo das células e absorgdo, conduzindo assim a inativacdo
do virus (Figura 22D) (Ohtake e outros, 2010) . )
desenvolvimento de uma formulagdo de vacina que é resistente
aos danos causados pelo calor e melhora a estabilidade
térmica da vacina teria grandes beneficios incluindo o
prolongamento do periodo de vida Gtil, reduzindo a perda de
vacinas e redugdo da dependéncia dos requisitos da cadeia de
resfriamento.

A melhora na estabilidade da vacina fornecida pela
proteina de seda foi mais acentuada nas temperaturas elevadas
de 37°C e 45°C, enquanto que a estabilidade foi comparavel
ou ligeiramente melhor que a forma em pd fabricada e
armazenada a 4°C e 25°C. A vacina estabilizada é liofilizada
com uma variedade de excipientes que, de acordo com o

fabricante devem permanecer estdveis e ativos durante pelo
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menos dois anos. A deteriorag¢do da vacina ocorre, contudo,
quando a cadeia de resfriamento & quebrada e a vacina é
armazenada acima da temperatura de refrigerag¢do. Em tais
casos, a seda seria suficiente para proporcionar a
estabilidade da vacina para manter a estabilidade em uma
faixa de condig¢des ambientais. A liofilizac¢do das MMRs em
peliculas de seda melhorou a poténcia da vacina inicial
recuperada, quanto mais tempo as particulas virais
permanecessem no estado hidratado, mais provavelmente elas
seriam expostas as reag¢des de degradagdo, tal como hidrélise
de desamidagdo que podem contribuir para a instabilidade
(Li, 1994). A estabilizag¢do melhorada e continua fornecida
pelas peliculas de seda liofilizadas por mais de seis meses
em armazenamento também pode ser devida, em parte, as
condigdes de armazenamento das peliculas liofilizadas.
Enquanto as peliculas de seda regulares foram armazenadas em
tubos Eppendorf, as peliculas liofilizadas foram armazenadas
em frascos vedados a vacuo com baixo teor de umidade
residual.

A avaliagdo dos dados experimentais de poténcia por
modelos cinéticos de desdobramento e degradacdo serve para
ilustrar a estabilidade acelerada projetada dos diferentes
sistemas de vacina em temperaturas selecionadas, enguanto

também relacionando os dados de poténcia &as alteracdes
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conformacionais induzidas por temperatura a serem explicadas
pelas caracterizagdes biofisicas. Sob condig¢des de estudo de
estabilidade aceleradas, a estabilidade intrinseca dos
produtos farmacéuticos de proteina frequentemente é
drasticamente reduzida. Em temperaturas elevadas, as taxas
de desdobramento de proteina aumentam e mais interag¢des
quimicas envolvidas na desestabilizag¢do da proteina sdo
aceleradas em relagdo as temperaturas mais baixas
(Creighton, 1990). A aceleragdo do processo de degradacgdo
através de armazenamento a temperaturas elevadas, permite a
avaliagdo da seda como um estabilizador candidato adequado
para inibir o processo de inativagdo. O exame dos dados
relativos ao potencial sugere que a degradacdo observada
pelos trés sistemas de vacinas pode ser ajustada para um
sistema de cinética de ordem zero. A observagdo de um perfil
de concentragdo-tempo de reagdes de zero, primeira e segunda
ordem mostra que a cinética de ordem zero sempre prevé o
maior grau da composigdo como uma fungdo do tempo entre as
trés. Assim, ao prever a ordem de uma reagdo, pressupondo um
modelo cinético de ordem zero, preverd a quantidade maxima
de degradagdo que possa ocorrer em algum momento no fut%ro
(Zhou e outros, 2009). Portanto, presumindo que a degradacgdo
do virus de MMR & da pseudo-ordem zero, utilizando-se uma

cinética de ordem zero para modelar o perfil de degradacdo,
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previmos as estimativas mais conservadoras para a meia-vida
da pelicula da vacina encapsulada na seda e sistemas de
pelicula de seda liofilizada.

A tendéncia geral observada para todos os trés
componentes de virus foi a de que ambos os tipos de peliculas
de seda diminuiram as taxas de degradac3o dos virus e os
sistemas de seda liofilizada exibiram as melhores taxas de
degradag¢do e, portanto, maior meia-vida entre os trés
sistemas, enquanto que a forma em pdé da vacina degradou mais
rapidamente em todos os pontos de temperatura testados. O
desvio deste comportamento foi observado em amostras a 4°C
como as vacinas em pd mostram uma taxa de degradacdo mais
baixa com uma meia-vida prevista elevada nas peliculas de
seda ndo liofilizadas. Uma explicagdo possivel para os
resultados € que a vacina em pd tem a vantagem da preparacdo
liofilizada em relagdo as peliculas de seda normais. Durante
a preparacdo da pelicula, umidade adicional foi introduzida
na vacina encapsulada o que aumenta a mobilidade
intermolecular e as possibilidades para a degradacdo dentro
das peliculas de seda em comparagdo com a vacina em pd
fornecida pelo fabricante. Sem davida, as peliculas de seda
proporcionam maior estabilidade em temperaturas elevadas,
mesmo com a desvantagem de umidade adicional. No entanto, a

vacina em pd liofilizada foi formulada para permanecer
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estdvel na faixa de temperatura o6tima de 2 a 8°C. Esta
vantagem da liofilizag¢do pode também explicar o sucesso das
peliculas de seda liofilizadas na estabilizagdo da vacina,
uma vez que proporcionam estabilidade proporcionada tanto
pela seda quanto pela liofilizagdo.

Além dos estudos cinéticos efetuados usando os dados de
poténcia, caracteriza¢des biofisicas usando calorimetria e
espalhamento de 1luz foram realizadas para confirmar os
resultados. Devido a elevada temperatura de transigdo vitrea
da fibroina de seda, 178°C, a proteina de seda é
termodinamicamente estavel, uma vez automontada na
conformagdo de pB-folha. Essas caracteristicas proporcionam
um ambiente para estabilizag¢do da vacina. A solucdo de
vacina-seda consistiu em moléculas de vacina na forma nativa
e na fibroina de seda, principalmente presente nos espirais
aleatdrios. Uma vez que as peliculas sdo moldadas, hd alguma
conversdo da fibroina em (-folhas, que contém regides
hidréfobas, enquanto que os espirais aleatdrios contém as
regides mais hidréfilas. As vacinas parecem ser
estabilizadas nesse ambiente, possivelmente devido as
interag¢des com as cadeias de fibroina ou as restri¢des na
mobilidade da cadeia (figura 21B). A DSC no estado (figura
17) mostrou uma Tg de MMR em pd a 68,9°C. Esse valor, no

entanto, pode ndo ser correto, pois pode ndo refletir a Tg
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e mudanca estrutural e correspondente das particulas virais
propriamente, porém ao invés disso um valor médio das
contribui¢des dos varios excipientes excipiente da proteina
e estabilizadores ja presentes na formulagdo da vacina MMR
em pé. MMR em pelicula de seda mostrou uma Tg em 89,2°C,
indicando uma mudanc¢a na Tg da vacina, devido a presenga da
seda. O termograma de MMR em pelicula de seda liofilizada
também mostrou a preseng¢a de dois picos exotérmicos a 116,6°C
e 164,8°C. O pico em 116,6°C era muito provavelmente uma Tm,
indicativa de desdobramento da proteina, enquanto que o
segundo pico era a degradagdao, Td. O mesmo ndo pode ser
determinado se o desdobramento e a degradag¢do contribuirem
para as proteinas virais ou os varios excipientes presentes
na formulagdo da vacina. Portanto, é dificil dizer de forma
conclusiva gue o aumento na Tg da vacina na preseng¢a de seda
contribuiu diretamente para a estabilidade estrutural das
particulas virais.

A fim de esclarecer a situagdo, a vacina foi purificada
para remover excipientes. Uma vez que o resultado da
purificagdo & uma preparag¢do liquida, as particulas virais
estdo em um ambiente menos estdvel. Portanto, a solucdo de
particulas virais foi armazenada a -80°C até ser usada. A Tm
por mnano-DSC aparece quando se desenrola uma proteina,

expondo as regides hidrdfobas e hidrdéfilas na solugdo de
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tampdo  aquoso. Moléculas de proteinas hidrofdbicas
adjacentes se agregardo para proteger estas regides a partir
da solucdo aquosa envolvente. Uma vez que o estado desdobrado
da proteina tem mais area de superficie que o estado nativo,
o grau de exclusdo preferencial oferecido pelo agente
estabilizante de seda a partir do estado menos estruturado
aumentaria o potencial quimico dessa forma estabilizada,
mesmo acima daquele do estado nativo (Brandau e outros,
2003) . Esse aumento da estabilidade pode ser refletido no
aumento do ponto médio da transigdo de desdobramento da
proteina, Tm. A Tm elevada da solugdo de vacina encapsulada
em seda se deve & estabilizagdo estrutural proporcionada
pela seda para evitar a desnaturag¢do das proteinas virais e
agregag¢do. O valor da Tm em 16,8°C & provavelmente devido ao
desdobramento das glicoproteinas de superficie viral (F e N
de sarampo e caxumba e E1 e E2 da rubéola) devido ao calor
excessivo aplicado as particulas virais. Essa desnaturacgdo
provavelmente conduz & agregagdo das particulas virais
(figura 22D), impedindo as mesmas de ligagdo e fusdo com as
células de animais (figura 22C), levando &a perda da
infecciosidade das particulas virais e de vacina, como um
todo. Essa agregag¢do associada €& mostrada no termograma de
DSC, como a mudanga acentuada do fluxo de calor imediatamente

apds a Tm. Parece que a agregagdo, um processo exotérmico,
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€ um resultado direto do desdobramento endotérmico da
proteina. A amplitude dos picos de Tm €&, provavelmente, um
resultado da contribuig¢do combinada do desdobramento de
diversas proteinas presentes na amostra. Além disso, a
agregacgdo da proteina pode também contribuir para os grandes
picos de sobreposigdo com a endotermia denaturacional
(Packer e outros, 2002). A infectividade de MMR dependente
da estabilidade conformacional das proteinas virais (Kissman
e outros, 2008). O aumento na Tm pela presenga de moléculas
de seda indica gque a seda proporcionou estabilidade
estrutural &s proteinas virais protegendo as mesmas da
desnaturagdo térmica. A intera¢do entre as particulas virais
e as regides hidréfobas da seda, bem como a mobilidade da
cadeia limitada, pode impedir a agregag¢do da proteina viral
(figura 22B), preservando, assim, a infectividade viral da
vacina.

O desdobramento de uma proteina geralmente esta
associado ao aumento no tamanho hidrodindmico como os estados
das proteinas parcial ou totalmente desdobrada sdo instéveis
e formam agregados (Roberts, 2007). Os resultados de
espalhamento de luz indicam que as particulas virais nuas
agregaram a uma temperatura muito mais baixa que uma solugdo
de particulas virais em seda. O inicio da agregag¢do das

particulas conforme verificado por DLS ocorre em torno da
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mesma temperatura de desdobramento da proteina, conforme
mostrado por DSC, indicando que o desdobramento da proteina
resultou diretamente resultou na agregagdao. Os resultados de
DLS corroboram os resultados da DSC de que a seda fornece
estabilidade estrutural as particulas virais,
especificamente para as glicoproteinas de superficie viral,
evitando colisdes intermoleculares e minimizando assim a
agregagao em temperaturas elevadas.

A umidade também pode ter um efeito significativo sobre
os produtos de vacina, como o excesso de agua introduzida no
sistema pode levar a um aumento na mobilidade e na
reatividade correspondentes das proteinas virais (Waterman
e Adami, 2005). A andlise da umidade residual das peliculas
revela que durante o decurso do ensaio de estabilidade o
aumento da umidade residual, especificamente nas faixas de
temperatura elevada, é mais provavel devido a falta de
ambiente de umidade controlada proporcionada pelos tubos de
Eppendorf. Enquanto a MMR em pd e a MMR em pelicula de seca
liofilizada foram armazenadas em condi¢des de baixa umidade,
uma vez que sdo extremamente higroscédpicos, provida pelos
frascos de liofilizacdo e de rolha, e vedados em um ambiente
rico em nitrogénio, a MMR em peliculas de seda foi armazenada
em tubos Eppendorf o que permitiria maiores chances para a

absorgdo da umidade atmosférica nos recipientes que os
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frascos a vacuo. O aumento da atividade da a&gua nos tubos de
Eppendorf é também devido & quantidade de &gua inicial
associada as peliculas de seda, ja& a um nivel mais elevado
que ambos o pd e as peliculas liofilizadas, e a umidade
relativa do embalamento inicial. O aumento da umidade
residual exibido nas peliculas de seda, em temperaturas
elevadas, também poderia ser explicado pela possivel
dessor¢do da agua a partir da seda, que embora deixada secar
ao ar ainda contém pequenas quantidades de moléculas de agua
ligadas intermolecularmente nas matrizes de seda (Hu e
outros, 2007). Além disso, para as peliculas de seda
armazenadas a temperatura ambiente, a variabilidade da
umidade atmosférica ditada pelos padrdes climdticos afetaria
a umidade relativa no interior dos tubos de Eppendorf.
Embora o efeito da umidade residual sobre a vacina tenha
sido levado em consideragdo, as peliculas de seda foram
armazenados em tubos Eppendorf simplesmente para mostrar
que, em condi¢gdes minimas de processamento e sem considerar
o armazenamento especial, vacinas aprisionadas em peliculas
de seda sdo capazes de exibir estabilidade aumentada em
temperaturas elevadas em relagdo as vacinas liofilizadas
disponiveis comercialmente testados as mesmas temperaturas.
O aumento da mobilidade, devido & umidade e temperatura

poderia explicar como as peliculas de seda 1liofilizadas
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exibiriam tais aumentos dramdticos na estabilidade das
peliculas de seda normais. O processo de 1liofilizagdo e
armazenamento a baixa umidade das peliculas liofilizadas
limita significativamente a mobilidade das proteinas virais
em altas temperaturas, fazendo com que as proteinas virais
sejam resistentes ao desdobramento induzido termicamente e
a agregag¢do associada. Mesmo que a umidade residual absoluta
das peliculas de seda seja mais elevada que a da MMR em pd,
a percentagem de aumento da umidade residual no pdé ao longo
do intervalo de temperatura testado & maior que a observada
nas peliculas de seda. O aumento da temperatura parece ter
tido um maior impacto na umidade induzida pela temperatura
no pé que as peliculas de seda. Pareceria que a seda proveu
inibigcd3o da mobilidade molecular, durante o armazenamento
para evitar a agregagdo da proteina e desdobramento
subsequente, considerando-se gque a atividade da é&gua
aumentou no pd resultante da umidade induzida poxr
temperatura, sem estabilidade conformacional provida pela
seda, aumentando a agregacdo da proteina.

Os estudos de 1liberagdo foram realizados em dma
variedade de veiculos de liberag¢do de vacina aprisionadajem
seda para mostrar que a seda foi capaz de estabilizar a
cinética de liberac¢do da vacina e de controle. Peliculas de

seda carregadas com vacina e peliculas de seda liofilizadas
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foram ndo tratadas e solﬁvéis em agua. As mesmés apfesentam
o potencial de serem moldadas em formatos de liberacg¢do, tais
como microagulhas, uma alternaﬁiva éegufé e’isenta de dor
paré a distribuigdo da medicamento transdérmico em agulhas
hipodérmicas (Tsioris e outros, 2011). E concebivel que um
emplastro pode ser aplicado sobre a pele e as microagulhas
de seda carregadas de vacina seriam pung¢adas na pele, as
agulhas de seda se dissolvendo e liberando a vacina por via
subcutdnea. O perfil de 1liberagdo das peliculas de seda
mostra a promessa em diregdo a esse objetivo. Os estudos de
liberagdo para as peliculas de seda e as peliculas de seda
liofilizadas foram conduzidos em um hidrogel gelatinoso,
devido a uma consisténcia semelhante & do tecido (Wightmas
e outros, 2007). As peliculas de seda se funde entre 4% e 8%
dos perfis de liberagdo semelhantes exibidos para a seda
(figura 20A-20B), mostrando uma explosdo inicial de
langamento seguido de uma diminuigdo da taxa de liberacdo.
A pelicula de seda a 4% exibiu uma liberagdo mais répida
devido & menor concentragdo de proteina de seda, permitindo
que a vacina se difunda mais rapidamente a partir da matriz,
ao mesmo tempo permitindo que a pelicula se dissolva mais
rapidamente. Conforme a concentragdo de seda aumentada para
8%, a taxa de liberagdo diminui devido ao aumento do teor da

B-folha da pelicula, formando uma matriz mais rigidaz e
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retardando a difus3o da vacina no hidrogel. Os perfis de
liberacdo das peliculas de seda liofilizadas mostraram um
efeito inicial de rebentamento mais pronunciado. A medida
que a vacina se difunde rapidamente da seda quando do contato
inicial com o hidrogel, a rebentagdo inicial das peliculas
liofilizadas foi mais provavel devido a dissolugdo rapida
das peliculas 1liofilizadas. Pela mesma razdo, como as
peliculas de seda, as peliculas de seda liofilizadas a 4%
exibiram um perfil de liberagdo mais répida que a 8%. Embora
a escala de tempo de langamento da pelicula de seda foi da
ordem de horas, 96,85% de MM encapsulada foram liberados por
90 minutos.

Os veiculos de distribuig¢do de vacina em seda foram
também fabricados em formatos insoltGveis dos hidrogéis de
seda e microesferas. Estas formas poderiam ser incorporadas
a liberag¢do da vacina injetdvel que forma um depdsito de
vacina subcutdneo capaz de liberar a vacina por um periodo
de tempo estendido. Os hidrogéis e microesferas liberaram a
vacina ao longo de um periodo de dias. A 1liberagdo
medicamentosa mais lenta pode ser explicada pela difusdo da
vacina, limitada pelo teor aumentado da p-folha e
microesferas. Também, como a concentra¢do de hidrogéis e
microesferas foi aumentada, a linearidade da 1liberacdo

aperfeigoada, correspondendo a uma diminuig¢do na taxa de
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liberacdo. O aumento da concentragdo de seda dos hidrogéis
resultou em uma diminuig¢do da taxa de liberag¢do de vacina.
O aumento da concentracdo de seda das microesferas de MMR em
seda, contudo, reduziu a taxa de liberagdo e as taxas de
liberagdo tornaram-se mais lineares, aproximando-se da ordem
zero. As microesferas a 8% tinham um coeficiente de regressao
(R?) de 0,95 e 16% da seda apresentaram um valor de 0,988. O
aumento da linearidade da liberagdo da vacina a partir de
miéroesferas pode ser devido aos pequenos volumes que geram
um gradiente de difusdo inferior para as particulas de
vacinas para atravessar a fase em volume.

Estes resultados indicam que esses sistemas de vacinas
aprisionadas em seda podem ser fabricados para proporcionar
estabilidade térmica para as vacinas em temperaturas
elevadas, ao mesmo tempo em que funcionam como um sistema de
liberacédo controlada e sustentada da vacina. 0
aprisionamento da vacina de MMR em peliculas de seda
liofilizadas mostrou maior estabilidade em temperaturas
elevadas fora da cadeia de resfriamento recomendada para um
periodo de tempo muito além das vacinas do fabricante. A
escolha de seda como um polimero de encapsulamento também
sustenta a seguranga do sistema de seguranga da vacina em
seda implantdvel ou injetdvel, uma vez que a seda é um

biomaterial biocompativel, biodegraddvel e aprovado pela FDA
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(Altman e outros, 2003; Horan e outros, 2005).

A vacina encapsulada na pelicula de seda e pelicula de
seda liofilizada forneceu um veiculo altamente eficaz para
a termoestabilizag¢do a longo prazo do sarampo, caxumba e
rubéola. Ambos os sistemas de pelicula de seda eram capazes
de aumentar a meia-vida de todos os trés componentes virais
da wvacina em comparagdo com as vacinas do fabricante
fornecidas a 25°C, 37°C e 45°C. A seda reduz o desdobramento
da proteina viral induzido pela temperatura e subsequente
agregagdo por redugdo da umidade residual das amostras
durante o armazenamento a temperaturas elevadas e também
proporcionar estabilidade estrutural para a vacina para
elevar a temperatura na qual as proteinas virais desnaturam.
Além disso, os transportadores de seda podem ser fabricados
em veiculos de distribuigdo diferentes capazes de adaptar a
cinética de liberagdo da vacina. Este sistema de suporte de
seda proporciona um novo sistema de distribuicdo de vacina
facilmente fabricado sem consideragdes especiais de
processamento, capaz de manter a poténcia da vacina sem a
necessidade de aderéncia estrita a cadeia de resfriamento.

Exemplo 3

Métodos

Vacina trivalente. Para a estimativa de poténcia, foi

utilizada uma fonte comercial da vacina MMR® II trivalente
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para sarampo, caxumba, rubééla‘(Merék & Co., Inc., USA), uma
vacina de virus vivo, atenuado, liofilizado, estéril
contendo o sarampo do tipo Enders’ Edmonston atenuado, a
caxumba tipo Jery Lynn e rubéola Wistar RA 27/3. Antes do
uso, a vacina é reconstituida eﬁ diluente e cada dose de 0,5
mL continha ndo menos de 1.000 TCIDsy (dose infecciosa de
cultura de tecidos) do virus do sarampo; 12.500 TCIDsp do
virus da caxumba e 1.000 TCIDso do virus da rubéola. Condicgdes
do fabricante indicam que a vacina deve ser usada no espago
de 8 horas apds a reconstituigdo e armazenadas a 4°C ou de
outra forma ser descartada. Cada dose de 0,5 ml contém
sorbitol (14,5 mg), fosfato de sbédio, sacarose (1,9 mg),
cloreto de sdédio, gelatina hidrolisada (14,5 mg), albumina
humana recombinante (<0,3 mg), soro bovino fetal (<1 ppm),
outro tampdo e ingredientes do meio e cerca de 25 pg de
neomicina.

Purificag8o da fibroina da seda. As solug¢des aquosas de

fibroina de seda foram preparadas como descritP
|

anteriormente (Wang e outros, 2008). Casulos de bicho-dak
seda B. mori foram fervidos durante 30 minutos, em uﬁa
solugdo aquosa de 0,02 M de NazCO3 e depois bem enxaguadés
com agua deionizada para extrair a sericina. Apds a secagé@,

a seda foi dissolvida em uma solu¢do a 9,3 M de LiBr a 60°C

durante 4 a 6 horas e, em seguida, dialisada em A&agua
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destilada utilizando cassetes de didlise Slide-a-Lyzer (MWCO
3.500, Pierce) durante 48 horas. A solucdo foi centrifugada
para remover os agregados de seda e outros  residuos
insoltveis. A concentragdo finél da fibroina de éeda foi de
aproximadamente 9% (peso/volume). As solugdes foram, em
seguida, submetidas a autoclavagem durante a esterilidade.
Purificagdo do virus. Vacina em pd liofilizada foi
reconstituida em agua esterilizada e carregada em tubos de
didlise de 0,5 kDa (Sigma Aldrich), e dialisada contra u@a
solugdo de NaCl 0,15 M para remover os excipientes da solucéo
de vacina. A solucgdo de vacina recuperada foi entdo operééa
através de uma coluna de dessalinizacdo PD-10 (GE
Healthcare), para remover o excesso de sal. O protocolo ae
rotagdo foi seguido por especificag¢des do fabricante. A
solucdo de particula viral purificada e recuperada fSi
coletada e armazenada em um tubo de Eppendorf a -80°C até a

sua utilizacédo.

Vacina encapsulada em peliculas de seda. O processo
para a fabricacdo de vacina encapsulada em pelicula de seda
& ilustrado na figura 7. Uma mistura de uma soluc¢io de seda

esterilizada a 9% (peso/volume) e a vacina MMR liofilizéﬂa

foi preparada a uma concentragdo de 1:1 em peso de MMR péia

solugdo de seda. As peliculas foram entdo moldadas sobre

superficie revestida de Teflon. As ﬁeliculaS@foram'secasg

|
|
,I
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uma camara estéril durante 12 horas é temperatura ambientej
protegidas da luz. Peliculés individuéis foram-colocadas em
tﬁbos Eppendorf em condigées ambientes e armazenadas a 4°CJ
25°C, 37;C e 45°é para os estudbs de estabilidaae.
Liofilizagdo das peliculas de seda éue encapsulam
vaéina. Soluqéeé de seda contendo MMR (razdo ém peso‘de 1:1)
foram divididas em aliquotas em placas de 96 pogos e
liofilizadas usando um secador por congelamento VirTis 25K
Genésis 251 SQ Super XL-70. As amostras foram congeladas a
-45°C por 480 minutos. A secagem primdria ocorreu a -20°C
durante 2.400 minutos e secagem secundaria a 35°C por 620
minutos. As amostras foram mantidas a -45°C até que fossem
removidas do liofilizador. As peliculas foram depois
removidas das placas de pogos e transferidos para frascos de
vidro de soro de 5 cm?. Rolhas de liofilizacdo de 5 mm foram
aplicadas aos frascos em atmosfera de nitrogénio e em
condigdes de vacuo, em uma caixa de luvas MBRAUN LABmaster
(Garching, Alemanha) e um grampo de 5 mm foi usado para
apertar a vedag¢do de aluminio de 5 mm nos frascos. Os frascos
foram armazenados a 4°C, 25°C, 37°C e 45°C para os estﬁdos
de estabilidade. Os frascos, rolhas, veda¢des e grampo fSram
fornecidos pela VWR (Bridgeport, NJ).
Vacina encapsulada em hidrogéis de seda. A soluqéo’dé

gseda foi ajustada para concentragdes de 2-5% em peso e ém
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seguida, submetida a autoclavagem para prover esterilidade.
Em seguida, 1 mL da solug¢do de seda foli transferido para um
frasco de vidro Fisher de 2 mL autoclavado, e a solucdo foi
misturada no frasco de vidro durante 7 minutos a 3.200 rpm
utilizando um agitador Fisher. A solugdo turva foi recolhida
e transferida para tubos Eppendorf de 2 mL, a vacina foi
suavemente misturada na solugdo com uma razdo de 1:1 em peso.
A solugdo de vacina em seda foi incubada no tubo Eppendorf
a temperatura ambiente até a gelificag¢do. Os géis foram:em
seguida refrigerados durante o armazenamento de longo praéo.

Encapsulamento de vacina em microesferas de seda. A
producdo de microesferas carregadas com vacina das
combinag¢des de seda/PVA utilizou o procedimento descrito por

Wang e outros (2010). Vacina em pdé foi adicionada a uma

solugdo de 5% em peso de seda para alcancar uma razdo em

peso de 1:1.000. Essa solugido foi misturada suavemente com

uma ~solucdo mestra de PVA a 5%  (peso/volume) (alccol

polivinilico, peso mélecular 30.000-70.000, Sigma Aldriéh).

Empregando uma raz3o em peso consistente de 1:4, uma solugs

de seda-PVA a 5% (peso/volume) foi preparada por mistura |de
1 mL da solucd3o a 5% em peso de seda com 4 mL de solucdo |de

I
PVA a 5% em peso. A solugdo de seda foi submetidaja
autoclavagem para obter esterilizac3o. Apds a mistura,|

solugdo foi agitada durante 2 horas a temperatura ambientie.
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Em segﬁida; a solucéo'dé 5% (pesb/ﬁoluﬁé) foivtransférida
para uma placa de Petri de 35 mm. A solugdo foi seca'dﬁréﬁte
a noité em uma capela de laboratério. As peiiculas secas
foram dissolvidas ém 30 mL de agua ﬁltrépuravcoﬁ 10.mihutos
de agitagdo suave a temperatura ambiente e _depéis
centrifugadas a‘ 16;000 rpm durante 20 minutos a 4°C.z o)
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 30
mL de a&gua ultrapura foi novamente centrifugado. O sedimento
final foi suspenso em 2 mL de Agua ultrapura.

Ensaio quantitativo de infecciosidade em RT-PCR em
tempo real. Uma curva padrdo foi gerada por diluicgdo em séfie
de uma solug¢do da Gnica da vacina reconstituida em agua
esterilizada. A vacina reconstituida, considerada como a
diluigdo 1 logio foi diluida em série em etapas de 0,5 logm
a partir de 1,5 logio e 3,5 logis. As peliculas de MMR em
seda (contendo diluigdo de 1 1logis da vacina) foram
redissolvidas em uma aliquota de &gua e a solugéo: foi
adicionada diretamente as células em cultura. As céluiaé
Vero (células de rim de macaco verde Africano) (ATCC
Manassas, VA) foram cultivadas em meio M199 com 25 mM_de

HEPES 25 e L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 1%

de penicilina/estreptomicina (Invitrogen Life

Technologies, Carlsbad, EUA) e soro bovino fetal a

(Invitrogen). As células foram tratadas com tripsii,z
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contadas e ajustadas para 50 mil células/mL e colocadas
placas de 24 pogos. Em seguida, 50 pL da diluigdo de vac
e pelicula de seda redissolvida foram adicionados & um p
de células Vero, em triplicata. O virus foi deixado repli
nas células durante 3 dias, entdo o RNA das célu

infectadas foi isolado, convertido em DNAc e quantific

em

ina

car

las

ado

utilizando gPCR. Existe uma relagdo log-linear entre a

quantidade de RNA alvo e o ciclo de PCR em que a'fluorescéicia

se eleva acima do fundo (ciclo limite, Ct). Quanto méis

viadveis forem os virus presentes na amostra, menos ciclo

mais répidos serdo necessidrios para a fluorescéncia

produto PCR para o fundo acima e, portahto, menor o va
de Ct. De modo a dar conta do crescimento de célu
variavel, cada vez que um ensaio é executado, uma cu
padrdo é gerada para diluicdo em série de uma solucdo
vacina contendo a mesma quantidade de vacina carregada
NMR nas peliculas de seda. A infectividade viral foi med
logo apds a preparacdo da pelicula inicial para estabele

a atividade da linha de base (tempo 0). As medicg¢des em poﬁ

de tempo subsequentes foram comparadas com o valor do te

1

s e
lor

rva

ida

do

lés

-

ae

na

cer

COS

0 para estabelecer a poténcia residual. A poténcia inic

recuperada a partir das peliculas de seda, a atividade vi

imediatamente apds a fusdo da pelicula, foi determinada

comparagdo da infecciosidade viral medida a pafti% da MM
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peliculas de seda em relacdo a infectividade de uma solu

de vacina sozinha, contendo a mesma concentracdo de vac
como carregada na seda peliculas. A poténcia residual da

em peliculas de seda foi calculada pela inféectividade Vi

medida no ponto de tempo certo em comparacdo com a'potép

inicial recuperada e a poténcia residual da vacina em po

armazenamento foi medida por comparagdo da atividade vi

em ccmparagdo com a infectividade da solugdo da va¢

utilizada para determinar a poténcia inicial recuperada a

partir das peliculas de seda. Como controles, ativida
virais também foram medidas para as peliculas de seda

vacinas carregadas.

RNA foi isolado das células Vero utilizando o reagé

TRIzcl (Invitrogen) e clorofdédrmio. O RNA foi purifi¢

utilizandc o kit Qiagen RNEasy (Qiagen, Valencia, CAfi

transcricdo reversa foi realizada em RNA purificado p
;
I
a

sintetizar DNAc, utilizando o kit de Transcricdo Reversa
DNAc de Alta Capacidade (Applied Biosystems, Foster cit

CA) . RT-PCR em tempo real foi realizada em um sistema MXBU?

QPCR Stratagene (Stratagene, La Jolla, CA). A Reagdo de|

foi realizada em volumes de MISTURA DE 50 pL contendo Ta

Universal PCR Mater MIS (IX) (Applied Biosystems, Fos|

city, CA), 0,9 pM de cada um dos iniciadores de PCR

€
;
G

BM da sonda com 5 puL da ameostra de DNAc. Para a detec 50

I
D
i

gem

¢do
ina
MMR
fal
cia
em

ral

ina

des

it

[}

ado
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sarampo, um fragmento de 114 pb (nt 584-697) foi amplificado

com o iniciador direto (5'—CCCTGAGGGATTCAACATGATTCT—3{

iniciador reverso (5'- ATCCACCTTCTTAGCTCCGAATC-3') e ﬁma

sonda (5'FAM-TCTTGCTCGC AAAGGCGGTTACGG-BHQ1 3') (Hﬁbscheﬁ;e

outros, 2008). Para a deteccdo da rubéola, iniciador diré:g
(5'-TGATACCC AGACCTGTGTTCAC-3'), iniciador reverso (5~

GGTCGATGAGG ACGTGTAGG-3") e uma sonda (5 JQE«

)
o

GATCACCCAGCACTCCACGCAA BHQ-1 3') foram empregados pér

amplificar uma regido de 129 pb (nt 195-323) (Hﬁbscheﬁ

rny
W

outros, 2008). Para a detecgdo de uma regido de 134 pb !do

Gl

virus da caxumba, iniciador direto (5 '-CATAGGAGATATGTGGGG-

3'), iniciador reverso (5 ' -GTCTTCGCCAACGATGGTGATGATTG- 3|
e uma sonda (5 'JOE-CCATGCAGGCGGTCACATTCCGACAACTGC-TAMRA 3"

foram utilizados (Kubar e outros, 2004). Todos os iniciador

(]
0

e sondas foram obtidos da'Sigma—Aldrich (St. Louis, MO). As

condigdes de reagdo da PCR foram de 2 minutos a 50°C, (10

minutos a 95°C, e em seguida 50 ciclos a 95°C por 15 segundos

e 60°C durante 1 minuto.

Liberagdo da vacina in vitro. Estudos de liberac¢do

vacina in vitro foram realizados a 37°C. Os estudos

liberagdo para as peliculas de seda peliculas de sv

liofilizadas foram realizados em um modelo hidrogel

gelatina. O hidrogel de gelatina foi preparado por mistu:

de 4,5 g de gelatina em pd sem sabor, original, Knox™,
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40 ﬁL de adgua deionizada e fervida para se obter 0,112

de hidrogel. A solucdo foi vertida em uma placa de Petri de

35 mm e resfriada. Para iniciar um estudo de liberagdo

pelicula foi colocada entre duas fatias do hidrogel. Uma véz

digeridos em 400 pL de 1 mg/mL de colagenase (Sigma Aldrich)
durante 2 horas a 37°C. Subsequentemente, a MMR liberada foi

quantificada pelo ensaio de infectividade de célula Vera.

seda foli realizada em tubos Eppendorf de 2 mL. Cada solucs
de hidrogel ou microesfera foi colocada em um tubo Eppendoxf
com a adicdo de 1,5 mL de PBS estéril. Em cada ponto}fe
tempo, o PBS no interior do tubo Eppendorf foi removidd:e
transferido para outro tubo Eppendorf e armazenado a —869:.
PBS fresco foi entdo adicionado aos tubos para reporf (o}
abastecimento. Uma vez que todas as amostras foram colh5é=§

nos pontos de tempo definidos, as solucdes foram operac

através do ensaio de infectividade de células Vero

quantificar a quantidade de MMR liberada. Os valores

vacina em pd liofilizada da vacina,'MMR em peliculas de

e MMR em peliculas de seda liofilizadas foi medida

que um ponto de tempo foi atingido, a pelicula foi remov;éa

do gel para cessar a liberagdo. Os hidrogéis foram entdo

A libera¢do in vitro dos hidrogéis e microesferas de

liberac¢do foram relatados como MMR cumulativa liberada.

Determinagdo da umidade residual. A umidade residual

g/mL

, uma

o
o
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201

gravimétrico, modificado a partir do Worrall e

gque permite estimar o peso médio de trés

amostras de cada sistema de vacina apds a secagem durante

uma hora a 80
seco & expres

Calorime

°C. O peso de agua perdido do sistema de vacina

So como uma percentagem.

tria exploratdria diferencial (DSC). Amostras

de 5 mg foram encapsuladas em recipientes de aluminio e

aquecidas em

um Instrumento TA Q100 DSC (New Castle, DE),

com um fluxo de gds nitrogénio seco purgado de 50 mL/minutos.

A Tg foi registrada como a temperatura inicial da curva de

descontinuida

de do fluxo de aquecimento versus temperatura.

Todas as medi¢des foram efetuadas a 10°C/minutos. As amostras

foram inicial

mente equilibradas a -20°C durante 5 minutos e

em seguida aquecidas a 200°C, mantidas a 200°C por 5 minutos,

seguido por r

realizadas em

Exploratdria

esfriamento para 20°C. Medig¢des Nano-DSC foram
um Modelo CSD 6100 Nano II de Calorimetria

Diferencial (Lindon, UT). As amostras foram

preparadas a uma concentragdo de 1 mg/mL. A taxa de varredura

foi fixada
aquecimento e

Espalham

particulas do virus do sarampo,

fungdo da temperatura foi monitorado por DLS.

em 1°C/minuto para ambas as operagdes de

resfriamento a partir de 0 a 100°C.
ento de 1luz dindmico (DLS). O tamanho das
caxumba e rubéola como uma

Uma aliquota

de 400 pL de 2 mg/mL da solug¢do de amostra foi mg/mL solugdo
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de amostra foi filtrada através de um filtro de seringa de
0,45 pm (GE, Fairfield, CT). DLS foi conduzido empregando o
sistema DLS DynaPro (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA)
com os pardmetros fixados em temo de aquisigdo de 60
segundos, namero de aquisigdo 10 e energia a laser de 75 mW.
Uma aliquota de 100 puL da amostra foili transferida para uma
cuveta Eppendorf UVette isenta de proteina, isenta de DNAse,
isenta de RNAse a ser inserida no DLS. O diémetro
hidrodindmico eficaz foi calculado a partir do coeficiente
de difusdo, através da equagdo de Stokes-Einstein usando o
método de cumulantes (Koppel, 1972).
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REIVINDICAGOES

1. Composigdo estdvel em armazenamento compreendendo
uma matriz de fibroina de seda e um agente ativo distribuido
na mesma, caracterizada pelo fato de que o agente ativo é um
imundégeno selecionado do grupo que cosiste em um virus vivo
atenuado; um virus inativado; uma subunidade viral; um vetor
viral; uma bactéria viva atenuada; uma bactéria morta; uma
bactéria inativada; uma subunidade bacteriana; e uma toxina
inativada de um patdgeno; e o agente ativo retém pelo menos
cerca de 30% da sua biocatividade original quando a composicdo
€ (a) submetida a pelo menos um ciclo de congelamento-
descongelamento, ou (b) mantida durante, pelo menos, por
cerca de 24 horas a uma temperatura acima de 0°C, ou (c)
ambos (a) e (b).

2. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 41,
caracterizada pelo fato de que a matriz de fibroina de seda
€& uma solucdo.

3. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que a matriz de fibroina de seda
estd em um estado de formato sélido.

4. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 3,

caracterizada pelo fato de que o estado de formato sdlido &
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uma pelicula, uma fibra, uma particula, um gel, um hidrogel
ou uma composigdo dos mesmos.

5. Composigdo, de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 ou 4, caracterizada pelo fato de que a
composigdao & liofilizada.

6. Composigdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1, 4 e 5, caracterizada pelo fato de que a
composigdo & micronizada.

7. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizada pelo fato de que a composigdo micronizada
compreende nanoparticulas ou microparticulas.

8. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizada pelo fato de que as nanoparticulas ou
microparticulas tém um tamanho de cerca de 10 nm a cerca de
1.000 pm.

9. Composigdo, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 1 e 4 a 8, caracterizada pelo fato de que
compreende, adicionalmente, um aditivo distribuido através
da matriz de fibroina de seda.

10. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 9,
caracterizada pelo fato de que o aditivo é selecionado a
partir de um agente estabilizador, um veiculo
farmaceuticamente aceitével, ou quaisquer combinacdes dos

mesmos.
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11. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que o imundgeno é derivado do
virus da hepatite B, Haemophilus influenzae tipo B,
poliovirus, Neisseria meningitidis C, Influenza, Varicela,
Mycobacteria tuberculosis ou Bacilo de Calmette-Guérin,
toxdide tetdnico, toxdide diftérico e Bordetella pertussis.

12. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que o imundgeno & uma combinacdo
de imundégenos selecionados do grupo consistindo em DTaP,
DTwP, DTwP hepB, DTP hep B Hib, DTdaP Hep B Hib IPV e
quaisquer combinac¢des dos mesmos.

13. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que o imundégeno & um virus vivo,
atenuado.

14. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizada pelo fato de que o virus vivo, atenuado é um
virus envelopado.

15. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 14,
caracterizada pelo fato de que o virus envelopado &
selecionado do grupo consistindo em Paramyxoviridae,
Togaviridae, Orthomyxoviridae, Flaviviridae, Herpesviridae,

Rhabdovirus, Retroviridae e quaisquer combinac¢des destes.
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16. Composigao, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 13 a 15, caracterizada pelo fato de que o
virus é varicela.

17. Composigdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 13 a 15, caracterizada pelo fato de que o
virus é influenza.

18. Composigdo, de acordo com a reivindicag¢do 13,
caracterizada pelo fato de que o virus vivo, atenuado,
provoca sarampo, caxumba ou rubéola.

19. Composigdo, de acordo com a reivindicag¢do 1,
caracterizada pelo fato de que o imundgeno é um virus vivo,
atenuado, ndo envelopado.

20. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 19,
caracterizada pelo fato de que o virus ndo envelopado &€ o
rotavirus, reovirus, virus da hepatite, virus da raiva ou
poliovirus.

21. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que o imundgeno & uma bactéria
viva, atenuada; uma bactéria morta; ou uma bactéria
inativada.

22. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 21,
caracterizada pelo fato de que a bactéria é Mycobcteria
tuberculosis, bacilo de Calmette-Guérin ou Bordetella

pertussis.
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23. Composigdo, de acordo com a reivindicagdao 1,
caracterizada pelo fato de que o imundgeno & uma subunidade
bacteriana.

24. Composigdo, de acordo com a reivindicag¢do 23,
caracterizada pelo fato de que a subunidade bacteriana é
derivada de Neisseria meningitidis tipo C, Haemophilus
influenzae tipo B, Streptococcus pneumoniae, ou
streptococcus do grupo B.

25. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 23,
caracterizada pelo fato de que a subunidade & um
polissacarideo bacteriano.

26. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que o imundgeno & uma subunidade
viral.

27. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 26,
caracterizada pelo fato de que a subunidade viral é derivada
do virus da hepatite B ou papilomavirus humano.

28. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que o imundgeno & recombinante.

29. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que o imundégeno & um produto de
vacina selecionado do grupo consistindo em vacina contra o
Antraz (BioThrax); BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) (Tice,

Mycobax) ; DTaP (Daptacel); DTaP (Infanrix); DTaP (Tripedia) ;
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DTaP/Hib (TriHIBit) ; DTaP-IPV (Kinrix) ; DTaP-HepB-IPV
(Pediarix); DTaP-IPV/Hib (Pentacel), DT (vacina contra
difteria mais vacina contra o tétano) (Sanofi), vacina Hib
(ACTHib); DT (Massachusetts), vacina Hib (PedvaxHIB) ;
Hib/Hep B (Comvax); Hep A (Havrix), Vacina contra hepatite
A, hep A (Vagta), Vacina contra hepatite A, hep B (Engerix-
B), vacina contra hepatite B, Hep B (Recombivax), vacina
contra hepatite B; vacina contra HepA/HepB (Twinrix);
Papilomavirus Humano (HPV) (Gardasil); wvacina contra
Influenza (Afluria); vacina contra Influenza (Fluarix);
vacina contra Influenza (FluLaval); vacina contra Influenza
(Fluvirin) ; Vacina contra influenza (Fluzone); vacina contra
influenza (FluMist) ; Ipv (Ipol), vacina contra a
poliomielite, vacina contra a encefalite japonesa (JE-Vax) ;
vacina contra a encefalite japonesa (Ixiaro); vacina
meningocdcica (Menactra); vacina triplice viral (MMR-ITI) ;
vacina MMRV (ProQuad); vacina pneumocdcica (Pneumovax) ;
vacina  pneumocdcica (Prevenar) ; poliovirus inativado
(Poliovax), vacina contra poliomielite; vacina antirabica
(Imovax); vacina antirdbica (RabAvert); vacina contra o
rotavirus (RotaTeq); vacina contra o rotavirus (Rotarix),
vacina Td (Decavac); vacina Td (Massachusetts); vacina DTaP
(Adacel); vacina DTaP (Boostrix); tifdide (inativada-Typhim

Vi), vacina contra o tifo; Tifdide (oral - Ty2la), vacina
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contra o tifo; Vaccinia (ACAM2000), vacina contra varicela
(Varivax); vacina contra a febre amarela (YF-Vax); vacina
Zoster (Zostavax) e qualquer combinag¢des.

30. Método para preparagdo de uma composigdo estavel em
armazenamento de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1, 4 a 10, 11 a 29, 36, 37 e 38, o método caracterizado pelo
fato de que compreende as etapas de:

a. fornecimento de uma solugdo de fibroina de seda que
compreende pelo menos um agente ativo, e

b. secagem da solugdo de fibroina de seda da etapa (a)
para formar uma fibroina de seda em estado sélido, obtendo-
se assim uma composigdo em que o pelo menos um agente ativo
retém pelo menos cerca de 30% da sua biocatividade inicial
apds armazenamento.

31. Método, de acordo com a vreivindicag¢do 31,
caracterizado pelo fato de que compreende, adicionalmente,
a liofilizagdo da fibroina de seda em estado sb6lido a partir
da etapa (b).

32. Método, de acordo com as reivindicacdes 30 ou 31,
caracterizado pelo fato de que compreende, adicionalmente,
pds-tratamento da composicdo.

33. Método, de acordo com a reivindicacdo 32,
caracterizado por o pds-tratamento altera a cristalinidade

da composigdo.
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34. Método, de acordo com a reivindicacg¢do 32 ou 33,
caracterizado pelo fato de que o pds-tratamento constitui no
contato com a composigdo com metanol ou etanol, submetendo
a composigdo ao cisalhamento, submetendo a composigdo ao
campo elétrico, submetendo a composigdo a pressdo, ou
contatando a composic¢do com sal.

35. Método, de acordo com as reivindicac¢des 30, 31, 32,
33 ou 34, caracterizado pelo fato de que compreende,
adicionalmente, a redugd3o da fibroina de seda em estado
s6lido da etapa (b) por um dispositivo mecdnico para obtencgdo
de particulas micronizadas.

36. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 10,
caracterizada pelo fato de que o agente de estabilizacdo é
selecionado a partir do grupo consistindo em um sacarideo,
um &lcool de aglcar, um ion, um agente tensoativo, e
quaisquer combina¢des dos mesmos.

37. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 36,
caracterizada pelo fato de que o sacarideo & sacarose.

38. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que o virus vivo atenuado ou virus
inativado & um virus envelopado selecionado do grupo gque
consiste em varicela, virus do sarampo, virus da caxumba,
virus do sarampo alemdo, virus sincicial respiratdrio, virus

da febre amarela, e o virus da gripe.
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39. Método para estabilizagdo de um imundgeno
caracterizado pelo fato de gque compreende misturar um
imundégeno e uma solug¢do de fibroina de seda, em que O
imunégeno é selecionado do grupo consistindo em um virus
vivo, atenuado; um virus inativado; uma subunidade viral; um
vetor viral; uma bactéria viva, atenuada; uma bactéria morta;
uma bactéria inativada; uma subunidade bacteriana; e uma
toxina inativada a partir de um patdgeno.

40. Método, de acordo com a reivindicagdo 39,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda um estado de
formato sélido a partir da solugdo de fibroina de seda.

41. Método, de acordo com a reivindicac3o 40,
caracterizado pelo fato de que o estado de formato sdélido
consiste em um filme, uma fibra, um hidrogel, um esqueleto,
um emaranhado, uma particula, uma matriz liofilizada, uma

agulha, e uma composig¢do dos mesmos.
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Resumo da Patente de Invengdo para: “COMPOSIGOES E METODOS
PARA A ESTABILIZACKO DE AGENTES ATIVOS”

O presente documento prové métodos e composi¢des para
estabilizagdo de agentes ativos. Os agentes ativos sdo
distribuidos, misfurados ou encapsulados em uma matriz de
fibroina de seda, desse modo retendo a biocatividade dos
agentes ativos quando do armazenamento e/ou transporte. Em
algumas modalidades, as composicdes de vacina em seda
estaveis em armazenamento sdo também providas no presente

documento.
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