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VEICULO. A presente invengdo refere-se aos campos de medicina,
salde publica, vacina e formulagcdo de farmaco. A invengéo
proporciona formulagées de composigdes que compreendem um
conjugado de nicotina-veiculo e um estabilizador, em que o dito
estabilizador compreende um dissacarideo nao-redutor e um
tensoativo nao-idnico. As formulagdes de composicdes sao estaveis
apoés um longo tempo de armazenagem na temperatura ambiente.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "FORMULA-
GCAO DE VACINA DE NICOTINA-VEiCULO".
Antecedentes da Invencao

Campo da Invencéo

A presente invengédo refere-se aos campos de medicina, vacina
e formulagédo farmacéutica. A invengao proporciona formulagbes que com-
preendem um conjugado de nicotina-particula similar a virus e um estabili-
zador, onde o dito estabilizador compreende um dissacarideo nao-redutor e
um tensoativo ndo-ibnico. As formulagdes liofilizadas sdo estaveis apés um
iongo tempo de armazenagem na temperatura ambiente.
Técnica Relacionada

As vacinas para o tratamento ou a prevengdo da dependéncia
de nicotina tém atraido recentemente a atengdo do publico. Estas vacinas
tipicamente contém moléculas de nicotina que estao covalentemente ligadas
a um veiculo, visto que a nicotina € um composto organico de baixo peso
molecular e ndo é capaz de produzir uma resposta imune sozinha. Além dis-
S0, uma vez que a nicotina ndo possui grupos funcionais adequados para tal
ligagao a um veiculo, a introducédo de uma seqéncia de ligagdo nas molécu-
las de nicotina é tipicamente requerida. O desenvolvimento de diversas vaci-
nas foi recentemente descrito, por exemplo, em US 5.876.727, US 6.232.082,
US 6.656.469 e US 6.932.971. Os conjugados descritos ndo somente variam
na natureza do veiculo, como também na natureza da sequéncia de ligagao
e no local onde a sequéncia de ligagao é introduzida na nicotina.

A US 6.932.971 descreve o acoplamento das moléculas de nico-
tina a uma particula similar a virus (VLP) por uma sequéncia de ligagdo com
uma funcionalidade de éster, que forma um conjugado de nicotina-veiculo
ordenado e repetitivo e resulta na produgao de alto titulo de anticorpos es-
pecificos para a nicotina. Os mesmos autores mostraram recentemente que
uma vacina compreendendo uma particula similar a virus de um bacteriéfago
de RNA Qf, ao qual estdo covalentemente ligadas moléculas de nicotina por
uma sequéncia de ligagdo com uma funcionalidade de éster, pode ser eficaz
para a cessacao de fumar em seres humanos (Maurer et al, Eur. J. Immun.
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2005 35:2031-40).

A exigéncia das composi¢gdes de vacina de serem estaveis e
minimizarem ou evitarem a degradagdo quimica e/ou fisica implica a neces-
sidade de desenvolvimento de formulagdes que satisfagam tais exigéncias.
Sumario da Invencéo

Surpreendentemente foi descoberta uma formulacéo liofilizada
que estabiliza os conjugados de nicotina-particula similar a virus, os quais
contém moléculas de nicotina covalentemente ligadas a particula similar a
virus por meio de uma sequiéncia de ligacdo, a qual compreende pelo menos
uma funcionalidade de éster carboxilico. Aiém disso, descobriu-se surpreen-
dentemente que esta formulagao liofilizada é estavel durante um longo peri-
odo de tempo de armazenagem na temperatura ambiente ou mesmo em
temperatura acelerada (40 °C). Ademais, a formulacgao liofilizada da presente
invengdo compreende uma composigdo de estabilizador simples e econémi-
ca devido a um numero minimo de excipientes incluidos nela.

Assim, em um aspecto, a invengao proporciona uma formulagdo
liofilizada compreendendo (i) pelo menos um conjugado de nicotina-particula
similar a virus compreendendo: (a) uma particula similar a virus; e (b) pelo
menos uma molécula de nicotina, onde a dita pelo menos uma molécula de
nicotina esta covalentemente ligada a dita particula similar a virus por uma
seqléncia de ligagdo, onde a dita seqiéncia de ligagdo compreende uma
funcionalidade de éster; e (ii) uma composicdo de estabilizador compreen-
dendo: (c) pelo menos um dissacarideo nao-redutor, onde a concentragao
do dito dissacarideo nao-redutor é de 0,5% a 15% (p/v) em termos da con-
centragéo na formulagdo antes da liofilizagdo; (d) pelo menos um tensoativo
nao-ibnico, onde a concentragao do dito tensoativo ndo-idnico é de 0,0005%
a 0,1% (p/v) em termos da concentragdo na formulagdo antes da liofilizagéo;
e onde a dita composi¢do de estabilizador tem um valor de pH de 5,4 a 6,6
antes da liofilizagao.

Em um outro aspecto, a invengao proporciona um processo para
preparar a formulagao liofilizada da invengao.

Ainda em um outro aspecto, a invengéo proporciona uma formu-
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lagao reconstituida compreendendo a formulacgéo liofilizada da invencgéao dis-
solvida e/ou suspensa em uma solugao fisiolégica aceitavel ou em agua es-
téril, preferivelmente em agua para injegcao (WFI). Em uma modalidade pre-
ferida adicional, a formulagao reconstituida adicionalmente compreende um
adjuvante.

Descricdo Detalhada da Invencéao

A néao ser que definidos de outro modo, todos os termos técnicos
e cientificos usados neste documento tém os mesmos significados como
comumente entendidos por alguém de versado na técnica a qual pertence
esta invencao.

Adjuvante: O termo "adjuvante”, como usado neste documento,
refere-se a estimuladores nao especificos da resposta imune ou substancias
que permitem a geragao de um depdsito no hospedeiro, que, quando combi-
nadas com a vacina e a composicao farmacéutica, respectivamente, da pre- ‘
sente invengdo, podem proporcionar uma resposta imune ainda mais au-
mentada. Pode ser usada uma variedade de adjuvantes. Os exemplos inclu-
em o adjuvante de Freund completo e incompleto, o hidréxido de aluminio e
o dipeptideo de muramila modificado. Os adjuvantes adicionais sdo os géis
minerais, tais como o hidréxido de aluminio, as substancias tensoativas, tais
como a lisolecitina, os polidis pluronic, os polidnions, os peptideos, as emul-
sOes de dbleos, as hemocianinas de lapas de buraco da fechadura, o dinitro-
fenol, e os adjuvantes humanos potencialmente Uteis, tais como o BCG (ba-
cilo de Calmette Guerin) e o Corynebacterium parvum. Tais adjuvantes s&o
também bastante conhecidos na técnica. Os adjuvantes adicionais que po-
dem ser administrados com as composi¢cdes da invéngéo incluem, porém
ndo estao limitados ao imunomodulador de lipidio de monofosforila, AdjuVax
100a, QS-21, QS-18, CRL1005, Sais de aluminio (Alimen), MF-59, OM-174,
OM-197, OM-294, e a Tecnologia de adjuvante virossdémico. Os adjuvantes
podem também compreender uma mistura destas substancias. A VLP tem
sido, em geral, descrita como um adjuvante. Entretanto, o termo "adjuvante”,
como usado dentro do contexto deste pedido, refere-se a um adjuvante nao

sendo a VLP usada para a formulagao inventiva, preferivelmente além da
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dita VLP.

Proteina de cobertura: O termo "proteina de cobertura’, e o ter-
mo usado de modo intercambidvel "proteina de capsidio” dentro deste pedi-
do, refere a uma proteina viral, preferivelmente uma subunidade de um cap-
sidio natural de um virus, preferivelmente de um bacteriéfago de RNA, que é
capaz de ser incorporada em um capsidio de virus ou uma VLP.

Formulagao antes da liofilizagcdo: O termo "formulagao antes da
liofilizagao" refere-se a formulacdo liquida da presente invengdo, a qual é
submetida ao processo de liofilizagao, tipica e preferivelmente dentro de 24
horas, e adicionalmente, tipica e preferivelmente deniro de 8 horas, e ainda
mais tipica e preferivelmente dentro de 2 a 4 horas. O termo "processo de
liofilizacao" e o termo "processo de dessecacao por congelamento” sao usa-
dos de modo intercambiavel neste documento e serdo considerados como
sinénimos.

Formulagao liofilizada: o termo "formulacgao liofilizada" refere-se
a composigcdo que € obtida ou obtenivel pelo processo de dessecagao por
congelamento de uma formulagao liquida. Tipica e preferivelmente, ela é
uma composi¢cao sdlida tendo um teor de agua de menos do que 5%, prefe-
rivelmente de menos do que 3%. De preferéncia, o termo “formulagao liofili-
zada" refere-se a composigao obtida ou obtenivel pelo processo de preparar
a formulagao liofilizada da presente invengéo.

Formulagao reconstituida: o termo "formulagdo reconstituida"
refere-se a formulacgao liquida que resultou da dissolu¢cao e/ou suspensao da
formulacao liofilizada em uma solugéo fisiologicamente aceitavel.

Sequéncia de ligagao: o termo "sequéncia de ligagao", conforme
usado neste documento, refere-se a uma entidade molecular que liga cova-
lentemente a molécula de nicotina a particula similar a virus.

Températura ambiente: o termo "temperatura ambiente”, con-
forme usado neste documento, refere-se a uma temperatura de 15°C a 30 °C,
preferivelmente de 20°C a 27°C, mais preferivelmente 25°C.

Estavel: o termo "estavel", como usado neste documento, refere-

se ao estado da formulagao liofilizada da invengcao compreendendo conjuga-



10 -

15

20

25

30

dos de nicotina-VLP, preferivelmente compreendendo conjugados de nicoti-
na-VLP de bacteriéfago de RNA Qf, e ainda mais preferivelmente compre-
endendo Nic-Qf, no qual, até 15 semanas, preferivelmente até 20 semanas,
mais preferivelmente até 25 semanas de armazenagem na temperatura am-
biente ou em temperatura acelerada (40°C), (i) a quantidade total de nicotina
e derivados de nicotina livres € menos do que 7%, preferivelmente menos do
que 5%, mais preferivelmente menos do que 3%, ainda mais preferivelmente
menos do que 2%, da quantidade total de nicotina na formulagao, e (i) a
quantidade da soma de nicotina-oligdmeros e agregados de VLP, preferi-
velmente da soma de nicotina-oligdmeros e agregados de VLP de bacterio-
fago de RNA Q, preferiveimente da soma de Nic-oligdmeros e agregados
de QP, nao aumenta mais do que 10%, preferiveimente 7%, mais preferivel-
mente 4% em comparagao com a quantidade da soma de nicotina-
oligbmeros e agregados de VLP, preferivelmente da soma de nicotina-
oligbmeros e agregados de VLP de bacteriéfago de RNA QB, preferivelmen-
te da soma de Nic-oligbmeros e agregados de Qp, na formulagdo antes da
liofilizagdo. A quantidade da soma de nicotina-oligdmeros e agregados de
VLP na formulagdo apds a armazenagem subtraida a quantidade da soma
de nicotina-oligbmeros e agregados de VLP antes da liofilizagcdo da a por-
centagem de aumento, como usado neste documento. Por exemplo, se na
formulagédo antes da liofilizagdo houver 1% de Nic-oligbmeros e agregados
de QB e, apds a liofilizagdo de acordo com a presente invencao e 15 sema-
nas de armazenagem, houver 4% de Nic-oligdmeros e agregados de QP na
formulagéo reconstituida, entdo a porcentagem de aumento é 3%. O termo
“nicotina e derivados de nicotina livres”, conforme usado neste documento,
refere-se a nicotina e aos derivados de nicotina que nio estdo covalente-
mente ligados a particula similar a virus da invengdo. O método para deter-
minar a quantidade total de nicotina, bem como de nicotina ou derivados de
nicotina livres, é preferivelmente o ensaio de RP-HPLC, como descrito no
EXEMPLO 1 aqui contido. O método para determinar a quantidade da soma
de nicotina-oligdmeros e agregados de VLP, preferivelmente da soma de
nicotina-oligdmeros e agregados de VLP de bacteriéfago de RNA QB, prefe-
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rivelmente da soma de Nic-oligdbmeros e agregados de QB, é preferivel o
ensaio de fracionamento de fluxo de campo de fluxo assimétrico (AF4), co-
mo descrito no EXEMPLO 1 aqui contido, em que as fragdes contendo parti-
culas maiores do que os mondmeros e os dimeros de nicotina-VLP, preferi-
velmente maiores do que os monémeros e os dimeros de nicotina-VLP de
bacteriéfago de RNA Qp, preferivelmente maiores do que os mondmeros e
os dimeros de Nic-Qp, sdo combinadas no calculo.

Oligbmero: O termo "oligdmero", conforme usado no termo "nico-
tina-oligbmero de VLP", "nicotina-oligdbmero de VLP de bacteriéfago de RNA
QB" e "Nic-oligbmero de Qp", refere-se a agregacdo de pelo menos trés e
até dez VLPs ou VLPs de Qp, respectivamente.

Agregado: O termo "agregado”, conforme usado no termo "nico-
tina-agregado de VLP", "nicotina-agregado de VLP de bacteriéfago de RNA
Qp" e "Nic-agregado de Qf", refere-se a agregacao de pelo menos dez
VLPs ou VLPs de Qp, respectivamente.

Particula de virus: O termo "particula de virus", conforme usado
neste documento, refere-se a forma morfolégica de um virus. Em alguns ti-
pos de virus, compreende um genoma circundado por um capsidio de prote-
ina; outros tém estruturas adicionais (p.ex., cadpsulas, caudas, etc.).

A particula similar a virus (VLP), conforme usada neste docu-
mento, refere-se a uma particula de virus nao replicativa ou nao-infecciosa,
preferivelmente uma né&o replicativa e nao-infecciosa, ou refere-se a uma
estrutura nao replicativa ou ndo-infecciosa, preferivelmente uma nao replica-
tiva e nao-infecciosa, que se parece com uma particula de virus, preferivel-
mente um capsidio de um virus. O termo "nao replicativa", conforme usado
neste documento, refere-se a ser incapaz de replicar o genoma compreendi-
do pela VLP. O termo "nao-infecciosa", conforme usado neste documento, |
refere-se a ser incapaz de entrar na célula hospedeira. De preferéncia, uma
particula similar a virus de acordo com a invengédo é nédo replicativa e/ou
nao-infecciosa visto que nao tem todo o, ou parte do, genoma ou fungao do
genoma viral. Em uma modalidade, uma particula similar a virus é uma par-
ticula de virus, na qual o genoma viral tenha sido fisica ou quimicamente
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inativado. De modo tipico e mais preferivelmente, uma particula similar a
virus nao tem todos os, ou parte dos, componentes replicativos e infecciosos
do genoma viral. Uma particula similar a virus de acordo com a invengao
pode conter acido nucléico distinto de seu genoma. Uma modalidade tipica e
preferida de uma particula similar a virus de acordo com a presente inven-
¢ao é um capsidio viral, tal como o capsidio viral do virus, do bacteriéfago,
preferivelmente do fago de RNA, correspondente. Os termos "capsidio viral"
ou “capsidio” referem-se a um agrupamento macromolecular composto de
subunidades de proteinas virais. Tipicamente, existem 60, 120, 180, 240,
300, 360 e mais do que 360 subunidades de proteinas virais. Tipica e prefe-
rivelmente, as interagdes destas subunidades resultam na formagao de cap-
sidio viral ou estrutura similar ao capsidio viral com uma organizagao repeti-
tiva inerente, onde a dita estrutura é, tipicamente, esférica ou tubular. Por
exemplo, os capsidios de fagos de RNA ou HBcAgs tém uma forma esférica
de simetria icosaédrica. O termo "estrutura similar a capsidio”, conforme u-
sado neste documento, refere-se a um agrupamento macromolecular com-
posto de subunidades de proteinas virais que se parecem com a morfologia
do capsidio no sentido acima definido, porém que se desviam do agrupa-
mento simétrico tipico, ao mesmo tempo mantendo um grau suficiente de
ordem e repeticao. Uma caracteristica comum da particula de virus e da par-
ticula similar a virus é seu arranjo altamente ordenado e repetitivo de suas
subunidades.

Particula similar a virus de um bacteriéfago de RNA: Conforme
usado neste documento, o termo "particula similar a virus de um bacteriéfa-
go de RNA" refere-se a uma particula similar a virus compreendendo, ou
preferivelmente consistindo essencialmente em, ou consistindo em, protei-
nas de cobertura, mutantes ou fragmentos delas, de um bacteriéfago de
RNA. Além disso, particula similar a virus de um bacteriéfago de RNA que
se parece com a estrutura de um bacteriéfago de RNA, que é nao replicativa
e/ou ndo-infecciosa, e que nao tem pelo menos o gene ou 0s genes que co-
dificam para o mecanismo de replicagdo do bacteriéfago de RNA, e tipica-

mente também que nao tem o gene ou os genes codificando a proteina ou
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as proteinas responsaveis pela unido viral ao, ou entrada no, hospedeiro.
Esta definicao deve, entretanto, também incluir as particulas similares a vi-
rus de bacteriéfagos de RNA, nas quais o0 gene ou os genes antes mencio-
nados ainda estao presentes, porém inativos, e, portanto, também resultan-
do em particulas similares a virus nao replicativas e/ou nao-infecciosas de
um fago de RNA. As VLPs preferidas derivadas de bacteri6fagos de RNA
exibem simetria icosaédrica e consistem em 180 subunidades. Dentro desta
presente divulgacao, os termos “subunidade” e "mondémero" sao usados de
modo intercambiavel e equivalente dentro deste contexto. Os métodos prefe-
ridos para tornar uma particuia simiiar a virus de um bacteriéfago de RNA
ndo replicativa e/ou nao-infecciosa é por inativagao fisica, quimica, tal como
irradiagdo de UV, tratamento com formaldeido, tipica e preferivelmente por
manipulagao genética.

Um ou uma: quando os termos "um" ou "uma" sdo usados nesta
descrigao, eles significam "pelo menos um(a)" ou "um(a) ou mais", a nao ser
que de outro modo indicado.

Em um aspecto, a invengao proporciona uma formulagao liofili-
zada compreendendo: (i) pelo menos um conjugado de nicotina-particula
similar a virus compreendendo: (a) uma particula similar a virus; e (b) pelo
menos uma molécula de nicotina, onde a dita pelo menos uma molécula de
nicotina esta covalentemente ligada a dita particula similar a virus por uma
sequéncia de ligagao, onde a dita seqiiéncia de ligacdo compreende uma
funcionalidade de éster; e (ii) uma composigao de estabilizador compreen-
dendo: (c) pelo menos um, preferivelmente um uUnico, dissacarideo nao-
redutor, onde a concentragcao do dito dissacarideo nao-redutor é de 0,5% a
15% (p/v) em termos da concentragao na formulacdo antes da liofilizagao;
(d) pelo menos um, preferivelmente um unico, tensoativo nao-iénico, onde a
concentragdo do dito tensoativo néo-idnico € de 0,0005% a 0,1% (p/v) em
termos da concentragdo na formulagado antes da liofilizagao; e onde a dita
composicao de estabilizador tem um valor de pH de 5,4 a 6,6 antes da liofili-
zagcao. Como se sabe na técnica que a liofilizagao da composicao de protei-
na normalmente resulta em um produto que é mais estavel e, portanto, tem
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uma vida util mais longa. Além disso, a formulagao liofilizada tem uma esta-
bilidade aumentada da funcionalidade de éster presente no conjugado de
nicotina-VLP e uma estabilidade aumentada do componente de RNA.

Alternativamente, em um outro aspecto, a invengao proporciona
uma formulagdo liquida compreendendo: (i) pelo menos um conjugado de
nicotina-particula similar a virus compreendendo: (a) uma particula similar a
virus; e (b) pelo menos uma molécula de nicotina, onde a dita pelo menos
uma molécula de nicotina esta covalentemente ligada a dita particula similar
a virus por uma seqiéncia de ligacdo, onde a dita sequéncia de ligacédo
compreende uma funcionalidade de éster; e (ii)) uma composi¢cado de estabili-
zador compreendendo: (c) pelo menos um, preferivelmente um unico, dissa-
carideo nao-redutor, onde a concentracdo do dito dissacarideo nao-redutor é
de 0,5% a 15% (p/v) em termos da concentragédo na dita formulagio; (d) pelo
menos um, preferivelmente um unico, tensoativo nao-iénico, onde a concen-
tracdo do dito tensoativo nao-iénico é de 0,0005% a 0,1% (p/v) em termos
da concentrag&o na dita formulagdo; e onde a dita composigdo de estabiliza-
dor tem um valor de pH de 5,4 a 6,6. Além disso, a invengdo proporciona
uma formulagdo obtenivel por um método de liofilizagdo que compreende a
etapa de congelar a dita formulagao liquida e secar a dita formulagio liquida.

Em um outro aspecto alternativo, a invengao proporciona uma
formulagao liquida compreendendo: (i) pelo menos um conjugado de nicoti-
na-partl'cula similar a virus compreendendo: (a) uma particula similar a virus;
e (b) pelo menos uma molécula de nicotina, onde a dita pelo menos uma
molécula de nicotina estd covalentemente ligada a dita VLP por uma se-
quéncia de ligagado, onde a dita sequéncia de ligagdo compreende uma fun-
cionalidade de éster; e (ii) uma composigdo de estabilizador compreendendo
ou consistindo em: (c) pelo menos um, preferivelmente um unico, tensoativo
nao-idnico, onde a concentragdo do dito tensoativo ndo-idbnico é de 0,0005%
a 0,1% (p/v) em termos da concentragao na dita formulagdo; e onde a dita
composigao de estabilizador tem um valor de pH de 5,4 a 6,6.

Em uma modalidade preferida, a formulagao liquida ou liofilizada
da invengdo compreende somente um carboidrato, preferivelmente somente
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um agucar, o agucar é preferivelmente um dissacarideo ndo-redutor. Em
uma modalidade preferida, a formulacdo liquida ou liofilizada da invengao
nao compreende um aminoacido adicionado. Isto significa que nenhum ami-
noéacido adicional é adicionado a formulagdo. Entretanto, a formulagdo pode
compreender uma quantidade minima de aminoéacidos devido a degradacéo
da particula similar a virus.

Em uma modalidade preferida, a formulagao liquida ou liofilizada
da invengao nao compreende um soro albumina bovina ou uma soro albumi-
na humana. Em uma modalidade preferida adicional, a formulagdo da inven-
¢ao nao compreende qualquer tipo de uma proteina do soro. A exclusdo do
soro vantajosamente evita o problema potencial de contaminagao do soro.

Em uma modalidade preferida, a formulacgao liquida ou liofilizada
da invengédo, em particular a formulagao liofilizada da invengéao, ndo compre-
ende o cloreto de sédio. A exclusao do NaCl evita a osmolaridade alta des-
necessaria na formulagdo. Além disso, a exclusdo do sal adicionalmente e-
limina o efeito adverso possivel do sal sobre a estabilidade da proteina du-
rante a liofilizagao.

Em uma modalidade preferida, o pelo menos um, preferivelmen-
te um unico, dissacarideo nao-redutor é a sacarose ou a trealose. Em uma
modalidade preferida adicional, o dissacarideo nao-redutor é a trealose.

Em uma modalidade preferida, a concentragdo do pelo menos
um, preferivelmente um unico, dissacarideo nao-redutor é de 3% a 15% (p/v),
preferivelmente de 5% a 12% (p/v), preferivelmente de 5% a 10% (p/v), pre-
ferivelmente de 7,5% a 10% (p/v), preferivelmente 10% (p/v) em termos de
concentragéo na formulagéo liquida, ou com relagao a formulagao liofilizada,
em termos da concentragdo na formulagdo antes da liofilizagdo. A concen-
tracao de trealose expressa no pedido inteiro, a nao ser que de outro modo
explicitamente indicado, refere-se a concentragao de diidrato (2H2O) de trea-
lose. E conhecimento geral para uma pessoa versada converter entre a con-
centracao de diidrato de trealose e a concentragdo de trealose sem agua.
Por exemplo, 10% de diidrato de trealose sao iguais a 9% de trealose sem

. agua.
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Em uma modalidade preferida, a composi¢ao de estabilizador da
formulag&o liquida ou liofilizada da invengéo, preferivelmente da formulagao
liofilizada, adicionalmente compreende pelo menos um, preferivelmente um
unico, agente de massa. Em uma modalidade preferida adicional, a concen-
tracdo total do dito dissacarideo nao-redutor e do dito agente de massa é de
0,5% a 15% (p/v), com a condigdo que a concentragdo do dito dissacarideo
nao-redutor seja pelo menos 0,5% (p/v), preferivelmente pelo menos 1%
(p/v), em termos da concentragdo na formulagéo liquida, ou com relagéao a
formulagao liofilizada, em termos da concentragcdo na formulagdo antes da
liofilizagao. Ainda em uma modalidade preferida adicional, a concentracédo
total do dito pelo menos um, preferivelmente um unico, dissacarideo nao-
redutor e do dito pelo menos um, preferivelmente um unico, agente de mas-
sa é de 3% a 10%, preferivelmente de 3% a 8% (p/v), preferivelmente de 3%
a 7%, preferivelmente de 4,5% a 7%, mais preferivelmente de 4,5% a 6%
(p/v) na formulagao liquida, ou com relagédo a formulagao liofilizada, em ter-
mos da concentragao na formulagao antes da liofilizagdo.

Em uma modalidade preferida, a concentragéo total do dito pelo
menos um, preferivelmente um dnico, dissacarideo nao-redutor e do dito
pelo menos um, preferivelmente um Gnico, agente de massa é de 3% a 10%
(p/v), preferivelmente de 4,5% a 7% (p/v) na formulagdo antes da liofilizacao,
onde a concentragdo do dito dissacarideo nao-redutor é pelo menos 1%
(p/v). De preferéncia, a osmolaridade da formulagcdo é de 250 a 350
mosm/Kg, mais preferivelmente cerca de 300 mosm/Kg.

Em uma modalidade preferida, a concentragao total do dito pelo
menos um, preferivelmente um uUnico, dissacarideo nao-redutor e do dito
pelo menos um, preferivelmente um unico, agente de massa é de 3% a 10%
(p/v), preferivelmente de 4,5% a 7% (p/v) na formulagédo antes da liofilizagao,
onde a concentracdo do dito agente de massa é pelo menos 1% (p/v). De
preferéncia, a osmolaridade da formulagdo é de 250 a 350 mosm/Kg, mais
preferivelmente cerca de 300 mosm/Kg.

Em uma modalidade preferida, a concentragio total do dito pelo
menos um, preferivelmente um dnico, dissacarideo nao-redutor e do dito
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pelo menos um, preferivelmente um unico, agente de massa é de 3% a 10%
(p/v), preferivelmente de 4,5% a 7% (p/v) na formulacao antes da liofilizagéo,
onde a concentragao do dito agente de massa é pelo menos 1% (p/v) e a
concentragao do dito dissacarideo nao-redutor é pelo menos 1% (p/v). De
preferéncia, a osmolaridade da formulacao é de 250 a 350 mosm/Kg, mais
preferivelmente cerca de 300 mosm/Kg.

Em uma modalidade preferida, o dissacarideo nao-redutor é a
trealose e 0 agente de massa é o manitol.

Em uma. modalidade muito preferida, a concentragao total do
dito peio menos um, preferiveimerte um unico, dissacarideo nao-redutor e
do dito pelo menos um, preferivelmente um unico, agente de massa é de 5,0
a 6,5% (p/v) na formulagé@o antes da liofilizagdo. Em uma modalidade prefe-
rida adicional, a raz&o entre o0 agente de massa e o dissacarideo nao-redutor
é de 3,5:1 a 4,5:1, preferivelmente 4:1. Ainda em uma modalidade preferida
adicional, o dissacarideo nao-redutor é a trealose e o agente de massa é o
manitol. Em uma modalidade muito preferida, a concentragao de trealose é
1,1% (p/v) e a concentragdo de manitol é 4,4% (p/v), na formulagdo antes da
liofilizagao.

Em uma modalidade preferida, o agente de massa é o manitol
ou a glicina. Em uma modalidade preferida adicional, o agente de massa é o
manitol. A inclusao do agente de massa, preferivelmente o manitol, contribui
para a obtengao de uma estrutura de torta estavel e pode permitir uma tem-
peratura de secagem primaria mais elevada no processo de liofilizagao, o
que vantajosamente reduz o custo de produgao.

Em uma modalidade preferida, o pH da composicao de estabili-
zador é de 5,4 a 6,6, preferivelmente de 5,6 a 6,4, preferivelmente de 5,8 a
6,4, preferivelmente de 6,0 a 6,4, preferivelmente 6,2. Em uma modalidade
preferida adicional, o pH esta a 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3,
6,4,6,5¢ 6,6.

Em uma modalidade preferida, o tensoativo ndo-ibnico é de
0,0025% a 0,02% (p/v), preferivelmente 0,0025%-0,01% (p/v), preferivelmen-
te 0,005% (p/v), na formulagao liquida, ou com relagéo a formulacgao liofiliza-
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da, em termos da concentragao na formulagao antes da liofilizagao.

Em uma modalidade preferida, o tensoativo nao-iénico é o polis-
sorbato 20 ou o polissorbato 80. Em uma modalidade preferida, o tensoativo
nao-iénico é o polissorbato 20.

As particulas similares a virus podem ser de qualquer virus co-
nhecido na técnica tendo uma estrutura ordenada e repetitiva. Os virus de
DNA ou RNA ilustrativos, cuja proteina de cobertura ou de capsidio pode ser
usada para a preparacao das VLPs, foram descritos no WO 2004/009124 na
pagina 25, linhas 10-21, na pagina 26, linhas 11-28, e na pagina 28, linha 4,
até a pagina 31, linha 4. Estas descrigbes sao incorporadas neste documen-
to como forma de referéncia.

Em uma modalidade preferida adicional, a pértn’cula similar a vi-
rus € de um virus selecionado a partir de um grupo que consiste em: a) bac-
teri6fagos de RNA; b) bacteriéfagos; c) virus da Hepatite B, preferivelmente
a sua proteina de capsidio (Ulrich, et al, Virus Res. 50:141-182 (1998)) ou a
sua proteina de superficie (WO 92/11291); d) virus do sarampo (Warnes, et
al., Gene 160:173-178 (1995)); e) virus de Sindbis; f) rotavirus (US
5.071.651 e US 5.374.426); g) virus da febre aftosa (Twomey, et al., Vaccine
13:1603 1610, (1995)); h) virus de Norwalk (Jiang, X., et al., Science
250:1580 1583 (1990); Matsui, S.M., et al., J. Clin. Invest. 87:1456 1461
(1991)); i) Alfavirus; j) retrovirus, preferivelmente a sua proteina GAG (WO
96/30523); k) retrotransposon Ty, preferivelmente a proteina p1; |) virus do
papiloma humano (WO 98/15631); m) virus do polioma; n) virus do mosaico
do tabaco; o) virus do mosaico do feijao-de-corda; e p) Virus Flock House; q)
Virus do Mosqueado Clorético do Feijao-de-Corda; e r) um Virus do Mosaico
da Alfafa. Os métodos para produzir a VLP de Virus Mosqueado Clorético de
Feijao-de-Corda, Virus do Mosaico da Alfafa e virus do mosaico do feijao-de-
corda foram descritos em US 2005/0260758 e em WO05067478.

Em uma modalidade preferida, a particula similar a virus é de
um bacteriéfago de RNA. Em uma modalidade preferida adicional, o bacteri-
6fago de RNA é selecionado a partir do grupo que consiste em a) bacterio-
fago Qf; b) bacteriéfago R17; c) bacteridéfago fr; d) bacteriéfago GA; e) bac-
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teriofago SP; f) bacteriéfago MS2; g) bacteriéfago M11; h) bacteriofago MX1;
i) bacteriéfago NL95; k) bacteriéfago f2; 1) bacteri6fago PP7 e m) bacteriofa-
go AP205. Em uma modalidade preferida, a particula similar a virus é uma
particula similar a virus de um bacteriéfago de RNA QB. Os métodos para a
producédo de VLP de um bacteriéfago de RNA, em particular VLP de bacteri-
ofago QB e VLP de bacteriéfago AP205, foram descritos nas paginas 37-47
do WO 04009124 e nos seus EXEMPLOS 1 e 21.

Em uma modalidade preferida, a particula similar a virus é de
bacteriéfago de RNA Q. em uma modalidade preferida adicional, a particula

- similar a virus de bacteriéfago de RNA QP é expressa de modo recombinan-

te em E. coli.

Em uma modalidade preferida, o conjugado de nicotina-VLP é
de 0,1 mg/ml a 2,5 mg/ml na formulagéao liquida, ou com relagéo a formula-
¢éao liofilizada, em termos de concentragdo na formulagdo antes da liofiliza-
¢ao. Em uma modalidade preferida, o conjugado de nicotina-VLP é de 0,2
mg/ml a 2 mg/ml na formulagéo liquida, ou com relagéo a formulagao liofili-
zada, em termos da concentragdo na formulagdo antes da liofilizagdo. Em
uma outra modalidade preferida da presente invengdo, a concentragdao do
conjugado de nicotiha-VLP na formulagao liquida, tipica e preferivelmente
em termos de concentragéo na formulagao antes da liofilizagdo, é 0,2 mg/ml,
0,6 mg/ml, 1,0 mg/ml ou 2 mg/ml. Em uma outra modalidade preferida no-
vamente da presente invengao, a concentragao do conjugado de nicotina-
VLP na formulag&o liquida, tipica e preferivelmente em termos de concentra-
¢ao na formulagdo antes da liofilizagao, é 0,2 mg/ml ou 0,6 mg/ml, preferi-
velmente 0,2 mg/ml.

Diversas sequéncias de ligagdo, que compreendem uma funcio-
nalidade de éster carboxilico com a qual as moléculas de nicotina podem ser
ligadas covalentemente a um veiculo, foram descritas em US 5876727, US
6656469 e US 6932971. Estes ensinamentos especificos sido incorporados
neste documento como referéncia. As sequéncias de ligagao utilizaveis para
a presente invengao e compreendendo uma funcionalidade de éster sao, por
exemplo, as sequéncias de ligagdo chamadas CJ2, CJ2.1, CJ2.2, CJ2.3,



10

15

20

25

30

15

CJ4, CJ4.1, CJ5, CJ5.1, CJ8, CJ8.1, CJ9 e CJ11, conforme descrito na co-
luna 17 da US5876727.

Em uma modalidade preferida da presente invengao, a seqtién-
cia de ligagao compreende A-X-CO(0O)-Y-Z-B, onde A representa a molécula
de nicotina e onde B representa a particula similar a virus, e onde X =
(CH2)m, comm =1-4,Y = (CH2)n, com m = 1-8, e Z = C(O).

Em uma modalidade muito preferida, a sequéncia de ligacao
compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em:
CH2OCO(CH2)nCO, onde n = 1-8, preferivelmente n = 1-4, preferivelmente n
= 1 ou 2, e mais preieriveimente n = 2. Novamente em uma modalidade mui-
to preferida, a sequéncia de liga¢ao consiste em A-CH>OCO(CH.).,CO-B,
onde A representa a dita molécula de nicotina e onde B representa a dita
particula similar a virus.

A seqliéncia de ligagcédo pode estar covalentemente ligada a piri-
dina ou ao anel de pirrolidina da molécula de nicotina. Os exemplos sobre
isso sao, em particular, descritos em US 5876727, US 6656469 e US
6932971. Em uma modalidade muito preferida, a dita seqiéncia de ligacao
esta covalentemente ligada a posigao 3' da dita molécula de nicotina.

A totalidade das moléculas de nicotina covalentemente ligadas
esta presente na mesma configuragao absoluta, isto é, todas as moléculas
de nicotina tém a configuracao (R) ou todas as moléculas de nicotina tém a
corifigurag:éo (S) de ocorréncia natural, ou elas estao presentes em qualquer
mistura destas. De preferéncia, as moléculas de nicotina estdo covalente-
mente ligadas como, por exemplo, aproximadamente uma mistura igual ou
uma mistura igual tanto da configuragéo (R) quanto da configuragao (S) de
ocorréncia natural esta presente. Em uma modalidade muito preferida, o
conjugado de nicotina-VLP compreendido pelas formulagdes inventivas é
obtenivel ou obtido usando uma mistura racémica de moléculas de nicotina
ou derivados de nicotina, tipica e preferivelmente usando uma mistura racé-
mica de moléculas de nicotina ou derivados de nicotina compreendendo as
moléculas de nicotina com a dita sequéncia de ligagdo covalentemente liga-
da a elas, para a reagao de acoplamento a particula similar a virus, resultan-
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do no conjugado de nicotina-particula similar a virus de acordo com a inven-
cao.

Em uma modalidade preferida, o conjugado de nicotina-VLP,
preferivelmente nicotina-VLP de bacteriéfago de RNA Qp, preferivelmente
NicQp, é formado a partir do material de partida O-succinil-3'-hidroximetil-
nicotina e do material de partida VLP de Q.

Em uma modalidade preferida, a composigao de estabilizador
compreende um agente de tamponamento tal como Succinato, Acetato, Ma-
leato, Citrato, Lactato, Tartarato, Tris, Bis-tris, Trietanolamina, Tricina, Bicina,
Histidina, Aspartato, Glicinato, Glutamato, Lisina, Ftalato, Formiato, Alanina,
Fenilalanina, Arginina e Prolina.

Em uma modalidade preferida, o agente de tamponamento é
selecionado a partir do grupo consistindo em fosfato de sdédio, fosfato de po-
tassio e histidina/histidina HCI, acetato de sddio, succinato de sédio. Em
uma modalidade preferida adicional, a concentracao do agente de tampo-
namento € de 10-20 mM em termos de concentragao na formulagao liquida,
ou com relacdo a formulagao liofilizada, em termos de concentragdo na for-
mulagao antes da liofilizagdo. Em uma modalidade preferida adicional, o a-
gente de tamponamento é o fosfato de sddio ou o fosfato de potassio, prefe-
rivelmente. o fosfato de sédio. Em uma modalidade preferida, o agente de
tamponamento € histidina/histidina HCl. Em uma modalidade preferida, o
agénte de tamponamento é o acetato de sédio. Em uma modalidade preferi-
da, o agente de tamponamento é o succinato de sédio.

Em uma modalidade preferida, a formulagao liquida ou liofilizada
da invencao adicionalmente compreende o cloreto de sédio de 0 a 90 mM,
preferivelmente de 0 a 60 mM, mais preferivelmente de 0 a 30 mM. De prefe-
réncia, a inclusao do cloreto de sédio é para estabilizar a solugdo liquida ou
para ajustar a osmolaridade das formulagcoes liquidas ou liofilizadas da in-
vencao.

Em uma modalidade muito preferida adicional, a invencao pro-
porciona uma formulagao liofilizada da invengao que compreende, ou alter-
nativamente consiste essencialmente em, ou consiste em: (i) pelo menos um
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conjugado de nicotina-particula similar a virus compreendendo: (a) uma par-
ticula similar a virus; e (b) pelo menos uma molécula de nicotina, onde a dita
pelo menos uma molécula de nicotina esta covalentemente ligada a dita par-
ticula similar a virus por uma sequéncia de ligagdo, onde a dita sequéncia de
ligagdo compreende uma funcionalidade de éster; e (ii) uma composigdo de
estabilizador consistindo em: (c) pelo menos um, preferivelmente um Unico,
dissacarideo ndo-redutor, onde a concentragdo do dito dissacarideo nio-
redutor € de 0,5% a 15% (p/v), preferivelmente de 3% a 12% (p/v), em ter-
mos da concentragdo na formulagdo antes da liofilizagdo; (d) pelo menos um,
preferivelmente um unico, tensoativo nao-idnico, onde a concentragdo do
dito tensoativo n&o-ibnico é de 0,0005% a 0,1% (p/v) em termos da concen-
tracao na formulagédo antes da liofilizagéo; (e) um agente de tamponamento,
onde o dito agente de tamponamento é preferivelmente selecionado a partir
do grupo que consiste em fosfato de sddio, fosfato de potassio, acetato de
sodio, succinato de sédio e Histidina/Histidina HCI; (f) opcionalmente 0-30
mM de NaCl em termos da concentragdo na formulagéo antes da liofilizagao;
e onde a dita composigao de estabilizador tem um valor de pH de 5,4 a 6,6
antes da liofilizagao.

Em uma modalidade alternativamente preferida, a invencao pro-
porciona uma formulagao liofilizada da invengdo que compreende, ou alter-
nativamente consiste essencialmente em, ou consiste em: (i) pelo menos um
conjugado de nicotina-particula similar a virus compreendendo (a) uma par-
ticula similar a virus; e (b) pelo menos uma molécula de nicotina, onde a dita
pelo menos uma molécula de nicotina esta covalentemente ligada & dita par-
ticula similar a virus por uma sequéncia de ligagdo, onde a dita seqiiéncia de
ligagao compreende uma funcionalidade de éster; e (ii) uma composigcdo de
estabilizador consistindo em: (c) pelo menos um, preferivelmente um Unico,
dissacarideo nao-redutor, onde a concentragdo do dito dissacarideo nao-
redutor € de 0,6% a 15% (p/v), em termos da concentragdo na formulagao
antes da liofilizagéo; (d) pelo menos um, preferivelmente um Gnico, agente
de massa, onde a concentragao total do dito dissacarideo nao-redutor e do
dito agente de massa € de 0,5% a 15% (p/v) com a condi¢do que a concen-
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tracao do dito dissacarideo nao-redutor seja pelo menos 0,5% (p/v), em ter-
mos da concentragdo na formulagao antes da liofilizagao, (e) pelo menos um,
preferivelmente um unico, tensoativo nao-ibnico, onde a concentragao do
dito tensoativo ndo-iénico é de 0,0005% a 0,1% (p/v) em termos da concen-
tragcao na formulagédo antes da liofilizagao; (f) um agente de tamponamento,
onde o dito agente de tamponamento é preferivelmente selecionado a partir
do grupo que consiste em fosfato de sodio, fosfato de potassio, acetato de
sbédio, succinato de sddio e Histidina/Histidina HCI; (g) opcionalmente 0-30
mM de NaCl em termos da concentragao na formulagao antes da liofilizagao;
e onde a dita composigao de estabilizador tem um valor de pH de 5,4 a 6,6
antes da liofilizagao.

Em uma modalidade muito preferida, a invengao proporciona
uma formulagéo liofilizada da invengao que compreende, ou alternativamen-
te consiste essencialmente em, ou consiste em: (i) pelo menos um conjuga-
do de nicotina-particula similar a virus, preferivelmente pelo menos um con-
jugado de nicotina-particula similar a virus de um bacteriéfago de RNA, pre-
ferivelmente pelo menos um de nicotina-particula similar a virus de bacterio-
fago de RNA Qf, ainda preferivelmente um conjugado de NicQp, compreen-
dendo (a) uma particula similar a virus, preferivelmente uma particula similar
a virus de bacteriéfago de RNA Qp, onde a concentragao do dito conjugado
é preferivelmente de 0,1 mg/ml a 2 mg/ml, preferivelmente de 0,2 mg/ml a 1
mg/ml, em termos da concentragao na formulagédo antes da liofilizacao; e (b)
pelo menos uma molécula de nicotina, onde a dita pelo menos uma molécula
de nicotina esta covalentemente ligada a dita particula similar a virus, prefe-
riveimente a dita particula similar a virus de bacteriéfago de RNA Qf, por
uma sequéncia de ligagdo, onde a dita sequéncia de ligacdo compreende
uma funcionalidade de éster; e (ii) uma composi¢cao de estabilizador consis-
tindo em: (c) pelo menos um, preferivelmente um unico, dissacarideo nao-
redutor, preferivelmente a trealose, onde a concentragdo do dito dissacari-
deo nao-redutor € de 5% a 12%, preferivelmente 10% (p/v), em termos da
concentragao na formulacao antes da liofilizagao; (d) pelo menos um, prefe-

rivelmente um unico, tensoativo nao-iénico, preferivelmente o polissorbato
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20, onde a concentragdo do dito tensoativo ndo-i6nico é de 0,005% a 0,1%
(p/v), preferivelmente 0,005% (p/v), em termos da concentragdo na formula-
¢ao antes da liofilizagcéo; (e) um agente de tamponamento, onde o dito agen-
te de tamponamento é preferivelmente o fosfato de sédio, o fosfato de po-
tassio, o acetato de sédio, o succinato de sédio ou a Histidina/Histidina HCI;
mais preferivelmente é a Histidina/Histidina HCI, e onde a dita composicao
de estabilizador tem um valor de pH de 5,6 a 6,2 antes da liofilizagao.

A presente invengdo proporciona uma formulagcao liofilizada
compreendendo ou alternativamente consistindo em: (i) pelo menos um con-
jugado de nicotina-particula similar a virus compreendendo: (a) particula si-
milar a virus de bacteridfago de RNA Qf; e (b) pelo menos uma molécula de
nicotina, onde a dita pelo menos uma molécula de nicotina esta covalente-
mente ligada a dita particula similar a virus por uma sequéncia de ligagéo,
onde a dita sequéncia de ligagdo consiste em A-CH,OCO(CH,).CO-B, e on-
de A representa a dita molécula de nicotina e onde B representa a dita parti-
cula similar a virus de bacteriéfago de RNA Qf, e onde a dita sequéncia de
ligacao esta covalentemente ligada a posicao 3' da dita molécula de nicotina;
e (ii) uma composicao de estabilizador compreendendo: (c) um dissacarideo
nao-redutor, onde o dito dissacarideo nao-redutor é a trealose, e onde a
concentragao de trealose € 10% (p/v) em termos da concentracdo na formu-
lagao antes da liofilizagao; (d) um tensoativo ndo-i6nico, onde o dito tensoa-
tivo nao-idnico é o polissorbato 20, e onde a concentragdo de polissorbato
20 é 0,005% (p/v) em termos da concentragdo na formulagdo antes da liofili-
zagao; e onde a dita composi¢cao de estabilizador tem um valor de pH de 6,2
antes da liofilizagao.

A presente invengdo proporciona uma formulacdo liofilizada
compreendendo ou alternativamente consistindo em: (i) pelo menos um con-
jugado de nicotina-particula similar a virus compreendendo: (a) particula si-
milar a virus de bacteriéfago de RNA Qp; e (b) pelo menos uma molécula de
nicotina, onde a dita pelo menos uma molécula de nicotina esta covalente-
mente ligada a dita particula similar a virus por uma seqtiéncia de ligagao,
onde a dita sequiéncia de ligacao consiste em A-CH,OCO(CH,),CO-B, e on-
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de A representa a dita molécula de nicotina e onde B representa a dita parti-
cula similar a virus de bacteriéfago de RNA Qf, e onde a dita seqiiéncia de
ligagcéo esta covalentemente ligada a posigédo 3' da dita molécula de nicotina;
e (i) uma composicdo de estabilizador consistindo essencialmente em, ou
consistindo em: (c¢) um dissacarideo nao-redutor, onde o dito dissacarideo
nao-redutor é a trealose, e onde a concentragdo de trealose é 10% (p/v) em
termos da concentragédo na formulagé@o antes da liofilizagéo; (d) um tensoati-
vo nado-idnico, onde o dito tensoativo nao-idnico é o polissorbato 20, e onde
a concentragao de polissorbato 20 é 0,005% (p/v) em termos da concentra-
¢ao na formulagao antes da liofilizagcao; (e) um agente de tamponamento,
onde o dito agente de tamponamento é o fosfato de sédio ou a Histidi-
na/Histidina HCI, e onde a concentragao do dito fosfato de sddio ou da dita
Histidina/Histidina HCI € 20 mM; e onde a dita composicdo de estabilizador
tem um valor de pH de 6,2 antes da liofilizagao.

Em uma modalidade muito preferida adicional, a invencéo pro-
porciona uma formulagéo liofilizada da invengao que compreende, ou alter-
nativamente consiste essencialmente em, ou consiste em: (i) pelo menos um
conjugado de nicotina-particula similar a virus compreendendo: (a) uma par-
ticula similar a virus; e (b) pelo menos uma molécula de nicotina, onde a dita
pelo menos uma molécula de nicotina esta covalentemente ligada a dita par-
ticula similar a virus por uma sequéncia de ligagdo, onde a dita seqliéncia de
ligagdo compreende uma funcionalidade de éster; e (ii) uma composi¢ao de
estabilizador consistindo em: (¢) pelo menos um, preferivelmente um unico,
dissacarideo nao-redutor, onde a concentragdo do dito dissacarideo nao-
redutor é de 5% a 15% (p/v), preferivelmente 10% (p/v), em termos da con-
centragdo na formulagdo antes da liofilizagao; (d) pelo menos um, preferi-
velmente um unico, tensoativo nao-ibnico, onde a concentragdo do dito ten-
soativo nado-idnico é de 0,0005% a 0,1% (p/v), preferivelmente 0,005% (p/v),
em termos da concentragao na formulagao antes da liofilizagdo; (e) um a-
gente de tamponamento, onde o dito agente de tamponamento é preferivel-
mente selecionado a partir de acetato de sédio, succinato de sédio e Histidi-
na/Histidina HCI; (f) obcionalmente 0-30 mM de NaCl em termos da concen-
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tracao na formulagao antes da liofilizacao; e onde a dita composigado de es-
tabilizador tem um valor de pH de 6,0 a 6,4, preferivelmente 6,2, antes da
liofilizagao.

Em uma modalidade preferida, a formulacgao liofilizada da inven-
cao é estavel por pelo menos 15 semanas, preferivelmente pelo menos 25
semanas, na temperatura ambiente ou mesmo na temperatura acelerada
(40°C).

Em um aspecto, a presente invencao proporciona uma formula-
¢éo reconstituida compreendendo a composigao liofilizada da invengédo dis-
solvida e/ou suspensa em uma solugédo fisiologicamente aceitavel ou em
agua estéril, preferivelmente em agua para injecao. Em uma outra modalida-
de preferida, a solugéo é a solugdo de NaCl. De preferéncia, a formulagéo
reconstituida tem um valo;' de osmolaridade fisiologicamente aceitavel.

Em uma modalidade preferida, a formulagdo reconstituida adi-
cionalmente compreende um adjuvante. Em uma modalidade preferida adi-
cional, o adjuvante sao os géis hidratados de hidroxido de aluminio ou os
géis hidratados de fosfato de aluminio.

Em um aspecto, a presente invengao proporciona um processo
para preparar a formulagao liofilizada da invengcao, compreendendo as eta-
pas de: (i) congelamento da formulagcao antes da liofilizagao por redugdo da
temperatura de prateleira abaixo de -35°C, preferivelmente abaixo de -38°C,
preferivelmente abaixo de -40°C, preferivelmente abaixo de -45°C e preferi-
velmente abaixo de -50°C; (ii) secagem primaria da formulagédo na tempera-
tura de prateleira de -45°C a -15°C, preferivelmente de -40°C a -20°C, prefe-
rivelmente de -35°C a -25°C, com a pressdo da camara abaixo de 0,2 x 10°
mPa (0,2 mbar); (iii) secagem secundéria da dita formulagdo na temperatura
de prateleira de 10°C a 40°C, preferivelmente de 102C a 30°C, com a pres-
s&o da camara abaixo de 0,2 x 10° mPa (0,2 mbar). O processo opcional-
mente compreende uma etapa de secagem da formulacdo na temperatura
de prateleira a -30°C até -15°C, preferivelmente a -20°C, apds a etapa (ii),
com a pressédo da camara abaixo de 0,2 x 10° mPa (0,2 mbar).

Em uma modalidade preferida, a pressdao da camara durante a
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secagem primdria e secundaria é de 0,005 x 10° mPa (0,005 mbar) a 0,2 x
10° mPa (0,2 mbar), preferivelmente de 0,020 x 10° mPa (0,020 mbar) a 0,2
x 10° mPa (0,2 mbar); preferivelmente de 0,03 x 10° a 0,1 x 10° mPa (0,03 a
0,1 mbar), preferivelmente de 0,040 x 10° a 0,05 x 10° mPa (0,040 a 0,05
mbar).

Em uma outra modalidade preferida, a reducao da temperatura
de prateleira é efetuada na taxa de 0,1°C a 1,0°C/min, preferivelmente de
0,5°C a 1,0°C/min.

Em uma modalidade especifica, o processo da invengcao com-
preende as etapas de: (i) congelamento da formuiagao antes da liofilizagao
por redugcdo da temperatura de prateleira abaixo de -40°C, preferivelmente
abaixo de -50°C; (ii) secagem primaria da formulagdo na temperatura de pra-
teleira de -35°C por pelo menos 10 horas, preferivelmente por 20 horas, com
a pressdo da camara abaixo de 0,2 x 10° mPa (0,2 mbar); (iii) secagem se-
cundaria da dita formulagdo na temperatura de prateleira de 10°C a 30°C,
com a pressdo da camara abaixo de 0,2 x 10° mPa (0,2 mbar). O processo
opcionalmente compreende uma etapa de secagem da formulagdo na tem-
peratura de prateleira a -20°C apds a etapa (ii), com a pressdo da camara
abaixo de 0,2 x 10° mPa (0,2 mbar).

Em uma modalidade preferida, a presente invengao proporciona
um processo para preparar a formulagéo liofilizada da invengao compreen-
dendo as etapas de: (i) congelamento da formulagéo antes da liofilizagao por
reducao da temperatura de prateleira abaixo de -40°C, preferivelmente até -
50°C; (ii) secagem primaria da formulagdo na temperatura de prateleira a -
35°C, preferivelmente por 25 horas; elevagao da temperatura de prateleira e
secagem da formulagdo na temperatura de prateleira a -20°C, preferivelmen-
te por 10 horas, com a pressdo da camara abaixo de 0,2 x 10° mPa (0,2
mbar); preferiveimente a 0,045 x 10° mPa (0,045 mbar); (i) secagem se-
cundaria da dita formulagdo na temperatura de prateleira a 20°C, com a
pressdo da camara abaixo de 0,2 x 10° mPa (0,2 mbar). preferivelmente a
0,045 x 10° mPa (0,045 mbar).

Em uma modalidade preferida, o processo da invengdao compre-
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ende uma etapa de anelamento adicional, preferivelmente a -10 até -20°C,
tipicamente por duas a cinco horas, apés o congelamento da formulagao por
um dos processos de congelamento como descritos na invengao. Tal etapa
de anelamento é preferivelmente usada quando a composigdo de estabiliza-
dor da invengao compreender pelo menos um agente de massa, tal como o
manitol ou a glicina. Em uma outra modalidade preferida, a presente inven-
¢ao proporciona um processo para a preparagao da formulacgao liofilizada da
invengdo, compreendendo as etapas de: (i) congelamento da formulagéo
antes da liofilizagao por redugao da temperatura de prateleira abaixo de -
40°C, preferivelmente até -502C, com a pressao da camara abaixo de 0,2 x
10° mPa (0,2 mbar), preferivelmente a 0,045 x 10° mPa (0,045 mbar); (ii)
opcionalmente anelamento a -15°C; (iii) secagem primaria da formulagao na
temperatura de prateleira a -15°C, preferivelmente por 20 horas; (iv) seca-
gem secundaria da formulagao na temperatura de prateleira a 40°C, com a
pressdo da camara abaixo de 0,2 x 10° mPa (0,2 mbar), preferivelmente a
0,007 x 10°> mPa (0,007 mbar).

Exemplos

Exemplo 1
Materiais e métodos

“NicQf" - O termo "NicQB", conforme usado neste documento,
deve referir-se a pelo menos um conjugado de nicotina-particula similar a
virus compreendendo (a) uma particula similar a virus de bacteriéfago de
RNA Qf; e (b) pelo menos uma molécula de nicotina, onde a dita pelo me-
nos uma molécula de nicotina esta covalentemente ligada a particula similar
a virus por uma sequéncia de ligagao, onde a dita sequéncia de ligagao con-
siste em A-CH>,OCO(CH.).CO-B, e onde A representa a dita molécula de
nicotina e onde B representa a dita particula similar a virus de bacteriéfago
de RNA Q, e onde a dita sequéncia de ligacdo esta covalentemente ligada
a posigcao 3' da dita molécula de nicotina. O NicQp foi produzido conforme
descrito no EXEMPLO 1 da US 6.932.971. A substancia de farmaco de
NicQp foi descongelada na temperatura ambiente. '
Protocolos da dessecagao por congelamento
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Tabela 1: Processo de dessecacdo por congelamento l.

Etapa Tempo | Temperatura | Pressdo [mPa (mbar)]
[h] [%C]

Carga _ 0:00:00 20 1013 x 10° (1013)
Congelamento 1:10:00 -50 1013 x 10° (1013)
3:00:00 -50 1013 x 10° (1013)
Secagem primaria 0:01:00 -50 0,045 x 10° (0,045)
0:15:00 -35 0,045 x 10° (0,045)
20:00:00 -35 0,045 x 10° (0,045)
Secagem secunda-| 2:30:00 -20 0,045 x 10° (0,045)
ria 10:00:00 -20 0,045 x 10° (0,045)
1:20:00 20 0,045 x 10° (0,045)
10:00:00 20 0,045 x 10° (0,045)

Tabela 2: Processo d

e dessecacao por congelamento |l

Etapa Tempo | Temperatura | Pressdo [mPa (mbar)]
[h] [C]

Carga 0:00:00 20 1013 x 10° (1013)

Congelamento 1:10:00 -50 1013 x 10° (1013)
3:00:00 -50 1013 x 10° (1013)

Secagem primaria 0:01:00 -50 0,045 x 10° (0,045)
4:00:00 -15 0,045 x 10° (0,045)
20:00:00 -15 0,045 x 10° (0,045)

Secagem secunda-| 0:01:00 -15 0,007 x 10° (0,007)

ria 6:00:00 40 0,007 x 10° (0,007)
10:00:00 40 0,007 x 10° (0,007)

Reconstituigcdo dos liofilizados

Conforme conhecido para a pessoa vers'ada, para algumas das
analises descritas abaixo, os liofilizados necessitam ser colocados em solu-
cdo aquosa. Assim, os liofilizados foram reconstituidos com agua filtrada
estéril, tipica e preferivelmente com agua filtrada estéril de um volume para

ajustar até o volume total da formulagéo antes da liofilizagao. Como exemplo,
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se a formulagao antes do processo de liofilizagao consistisse em 0,7 ml por
frasco pequeno, entdo a torta preferivelmente formada, resultante do pro-
cesso de liofilizagdo, é reconstituida em um volume tal de agua estéril de
modo tal que a composicao final novamente consista em 0,7 ml.

Medigbes de fracionamento de fluxo de campo de fluxo assimétrico (AF4)
para determinar os agregados de VLP

As medig¢des de AF4 foram conduzidas usando um canal de se-
paragdo Wyatt com um espagador de 350 um, sistema de separagédo Eclip-
se2 (Wyatt Technology Corporation), bomba isocratica Agilent 1100 G1310A,
removedor de gases Agilent 1100 G1379A, autoamostrador Agiient 1100
G1329A, termostato para o autoamostrador Agilent 1100 G1330B, detector
de MWD Agilent 1100 G1365B, detector de RI Agilent 1100 G1362A e detec-
tor Wyatt DAWN EOS MALS.

O fluxo de canal era 1,5 ml/min. O fluxo cruzado era 2,0 mi/min
por 18 minutos, subsequentemente reduzido para 0,15 mli/min em 15 minu-
tos e mantido por 5 minutos a 0,15 ml/min. Em uma etapa final, o fluxo cru-
zado era 0,0 ml/min por 5 minutos.

A concentragédo de VLP foi determinada a 260 nm com o detec-
tor de MWD. O detector Wyatt DAWN EOS MALS foi usado para a determi-
nagao do raio hidrodindmico e do peso molecular da amostra de VLP. Uma
quantidade de aproximadamente 20 ug de VLP a partir das formuiagﬁes -
quidas e dos liofilizados reconstituidos (reconstituidos com agua, como des-
crito acima) foi injetada no AF4, respectivamente.

Medigcbes de calorimetria por varredura diferencial (DSC) para determinar a
temperatura de transigdo vitrea '

As medicoes de DSC foram conduzidas com um Calorimetro de
Varredura Diferencial Netzsch 204 Phoenix. Tipicamente, 1 a 25 mg da a-
mostra foram pesados para panelas de aluminio. As panelas foram entao
firmemente fechadas com uma tampa de aluminio, usando uma prensa de
fechamento universal. A panela de referéncia permaneceu vazia e foi prepa-
rada no mesmo modo. As panelas foram colocadas na célula de medicao. A
célula foi inundada com nitrogénio. As amostras foram medidas em uma taxa
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de aquecimento de 102C/min.

A temperatura de transigao vitrea, Tg, dos liofilizados foi deter-
minada por meio de varreduras individuais do DSC.
Analise do teor de dgua

As medig¢des do teor de umidade dos liofilizados foram conduzi-
das com um aparelho de titulagdo Karl Fischer coulométrico, com um forno
de espacgo superior (Analytic Jena AG). Os liofilizados foram medidos exa-
tamente no frasco pequeno de vidro 2R em uma temperatura do espaco su-
perior de 80°C. As amostras foram aquecidas na camara do forno por pelo
menos 5 minutos.
Medig¢bes da difusdo de luz dindmica (DLS) para determinar a homogenei-
dade da formulagao

As medicdes de difusdo de luz dinamica foram conduzidas com
um aparelho Zetasizer Nano ZS. 0,5 a 1,0 ml da formulagéo liquida ou dos
liofilizados reconstituidos (reconstituidos conforme descrito acima) foi pipe-
tado para microcubetas de UV Plastibrand e medido aplicando-se um proto-
colo padrdo LMU Munich validado (SOP protein_m_99%). O indice de poli-
dispersidade PI, a proporgao do pico principal de NicQb e o tamanho de pico
principal aplicando-se os modelos de conversao de volume e intensidade

foram calculados.

Medigbes do bloqueio de luz para determinar a contaminacdo da particula e
os agregados de VLP

As medi¢des do bloqueio de luz foram calculadas com um apa-
relho PAMAS SVSS-C. O sistema foi inundado com uma parte da formula-
¢ao e subsequentemente 0,1 - 0,3 ml da formulagao liquida ou dos liofiliza-
dos reconstituidos foi avaliado quanto a contaminagdo da particula. A solu-
¢éo foi removida através da célula de medicao e a quantidade de particulas
maiores do que 1, 10 e 25 um, calculada por mli, foi determinada.
SE-HPLC - integridade do RNA

As particulas foram homogeneizadas em Reagente TRl (uma
combinacgéo de fenol e tiocianato de guanidina em uma solugdo de mono-
fase para inibir a atividade da RNase), seguido por extragdo do RNA com o
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1-bromo-3-cloropropano (BCP) - Reagente de Separagado de Fases. O RNA
extraido foi precipitado com isopropanol e o precipitado lavado com etanol O
RNA foi entao dissolvido em DEPC-H,O e analisado por HPLC (monitora-
mento efetuado a Azgonm, €luic@o isocratica). O tempo de retengao do RNA
extraido foi determinado em relagdo a um tRNA padrdo, analisado na mes-
ma série.
RP-HPLC - nicotina livre

Os derivados de nicotina soluveis hidroximetil-nicotina (devido a
hidrélise da ligagao de éster) e succinil-hidroximetil-nicotina (devido a degra-
dacédo da ligacao de amida) foram separados do NicQp por filtragdo em fil-
tros de rotagao. O fluxo foi analisado por RP-HPLC (Azeonm - cOmprimento de
ondas de absorg¢éo da nicotina e dos derivados de nicotina). A concentragdo
dos derivados de nicotina foi calculada a partir da regressao de uma curva
padrdo de nicotina efetuada em paralelo. Os valores da nicotina livre foram
dados em porcentagem de niéotina total.
RP-HPLC - nicotina total

A porgcao de nicotina ligada covalentemente a proteina Qp foi
clivada quantitativamente durante a incubacgao de 3 h, a 40°C e pH > 11, a-
pés o que as proteinas foram precipitadas. O produto da hidrélise Hidroxime-
til-Nicotina permaneceu no sobrenadante e foi quantificado por RP-HPLC
(A260 nm) usando uma curva padrao de nicotina, visto que tanto o produto da
hidrélise quanto a nicotina compartiiham o mesmo croméforo.
SE-HPLC - integridade da VLP

A SE-HPLC é um método analitico para separar diferentes com-
postos em uma amostra de acordo com o0 seu tamanho. Assim, as particulas
QB grandes podem ser separadas das moléculas menores, por exemplo, os
mondémeros de proteina de cobertura QB ou os fragmentos de acidos nucléi-
cos e, portanto, o método foi usado para confirmar a integridade da VLP. O
método foi também usado para confirmar a pureza da substancia de farmaco.
Como um controle, uma VLP padrao foi analisada com a amostra na mesma
série. A deteccao foi efetuada a 260 nm. As impurezas relacionadas ao pro-
duto podem ser agregados de proteinas, produtos da clivagem menores e/ou
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acidos nucléicos. Todas estas impurezas relacionadas ao produto foram de-
tectadas por SE-HPLC, que tinha sido mostrada ser capaz de separar estas
impurezas do pico de produto. Para a detecgao, € usado um comprimento de
ondas de 260 nm.
Medi¢bes da turbidez

O grau de opalescéncia das solugdes de amostras liquidas foi
determinado usando um turbidimetro de laboratério (2100 AN, empresa HA-
CH). As medi¢cOes da turbidez foram efetuadas por turbidimetria da razao, a
qual determina a razao de luz transmitida e luz difundida pelas particulas na
solugao de amostra. O instrumento foi calibrado usando suspensdes padrao
de turbidez da formazina em células de amostras definidas. Para medir os
volumes das amostras de 1-5 ml em tubos de teste menores, uma curva de
calibragcao definida pelo usuario foi estabelecida em uma faixa de 0-200 NTU.
1 ml de amostra foi medido em tubos de teste de vidro descartaveis aos
quais tinha sido aplicado o 6leo de silicio para reduzir os efeitos de difusao
causados pelo vidro.
Medigbes de Transmissdo de VIS

As medi¢des de transmissao foram conduzidas com um Espec-
trofotdmetro de UV/Visivel de feixe duplo UV1 (Thermo Spectronic). 0,5 a 1,0

- ml da formulagao liquida foi pipetado para micro cubetas de UV Plastibrand.

A transmissao a 600 nm foi determinada.

Exe‘mglo 2
Efeito do pH sobre a estabilidade do NicQf

A estabilidade do NicQp foi analisada em dez pH's diferentes na

faixa de 4,6 a 8,2. O pH do produto em massa foi ajustado usando uma so-
lugao de NaOH a 0,1 N ou uma solugao de H3zPO4 a 0,1 N. Todas as amos-
tras foram diluidas até uma concentracdo de 1 mg/ml de NichS usando agua.
As amostras foram armazenadas na temperatura ambiente até 14 dias. Os
resultados sao mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3: Resultados - Estudo do pH sobre a Estabilidade do NicQB

RP-HPLC SE-HPLC DLS

Teor de derivados Pico principal Pico principal (determinado

de nicotina livres | Area de pico Pl usando 0 modelo de intensi-

pH [% do total] no dia 7 rel. no dia 7 dade conversao) [%]

4,6 1,7 98,5 0,26 82,9
5,0 1,5 98,2 0,23 89,8
54 1,9 97,8 0,20 93,6
5,8 1,6 97,3 0,21 91,8
6,2 3,1 97,1 0,19 94,3
6,6 3,9 96,6 0,17 94,0
7,0 7,2 96,3 0,14 98,9
7,4 11,1 91,4 0,12 100,0
7,8 22,6 89,1 0,08 100,0
8,2 34,8 84,0 0,10 100,0

A estabilidade quimica do NicQp foi investigada usando os mé-
todos de RP-HPLC e SE-HPLC. A instabilidade quimica do NicQp resulta na
degradagao da VLP em mondmeros ou mu!tirheros da proteina de cobertura
QP e/ou na dissociagao entre a nicotina e a VLP de Q.

O teor dos derivados de nicotina livres aumentou com os valores
de pH crescentes. Entre pH 4,6 e 6,2, somente pequenos aumentos dos de-
rivados de nicotina livres foram detectados. Acima de pH 6,2, a quantidade
dos derivados de nicotina livres aumentou rapidamente durante o tempo de
armazenagem. Ademais, a integridade da VLP foi influenciada negativamen-
te pelos valores de pH crescentes. Em pH igual ou maior do que 7,4, a inte-
gridade do capsidio de Qf diminuiu drasticamente apds 7 dias, como medido
por SE-HPLC. O teor relativo de NicQB em pH 7,0, apds 7 dias na tempera-
tura ambiente, foi aproximadamente 96%, enquanto que em pH 7,4, aproxi-
madamente 91 %.

A estabilidade fisica de NicQp foi investigada por medi¢cdes de
bloqueio da luz, DLS e Transmissdo de VIS. Estabilidade fisica de Nic-Qp: o
termo "estabilidade fisica de Nic-QB", conforme usado neste documento, re-
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fere-se a agregacao das VLPs de Q. Todos os trés métodos analiticos mos-
traram que o NicQf tendeu a agregar-se em valores de pH iguais e abaixo
de 5,8. A medi¢cao de DLS mostrou que a proporgcao do pico principal diminu-
iu, enquanto que o pico compreendendo os agregados e os oligdmeros de
VLP aumentou e o indice de polidispersidade (P1) aumentou em valores de
pH iguais e abaixo de 5,8. Os resultados obtidos pelas medi¢gdes do bloqueio
de luz e Transmissao de VIS validaram a verificagcdo que, com um pH de-
crescente, o NicQp tendia a agregacgao.
Exemplo 3
Efeito das condicbes de tensdo de congelamento descongelamento sobre a
estabilidade do NicQf

Um total de 36 formulagdes diferentes de NicQp foi submetido

aos ciclos de congelamento/descongelamento. As amostras foram congela-
das a -80°C e descongeladas a 20°C até 25°C. Estes ciclos de congelamen-
to/descongelamento foram repetidos por 5 vezes. As formulagcdes foram ana-
lisadas antes e depois dos ciclos de congelamento/descongelamento por
medicdes de DLS e por medicdes de blogqueio da luz.

Efeito da trealose e da adigdo de polissorbato 20 - As formula-
¢cbes compreendiam 0,2 mg/ml de NicQp, 0 ou 10% de trealose, pH = 6,4,
NaCl a 30 mM, com ou sem 0,005% de polissorbato 20. Os resultados das
medicdes de DLS obtidos com as formulagdes contendo trealose sem o po-
lissorbato mostraram uma ligeira diminuigdo do pico principal e um aumento
do PI. Assim, a trealose resultou em um ligeiro aumento no nivel de agrega-
cao de NicQp. Entretanto, este efeito péde ser impedido pela adicao de po-
lissorbato 20. Os resultados do bloqueio da luz suportaram as medi¢cdes de
DLS. Um numero menor significativo de particulas > 1 um foi detectado na
formulagdo contendo polissorbato 20 apdés o0  congelamen-
to/descongelamento, em comparagdo com 0 numero de particulas > 1 um
nas formulagdes sem polissorbato.

Efeito da concentracdo diferente de NaCl e da adigdo de polis-
sorbato 20 - As formulagdes compreendiam 0,2 mg/ml de NicQB, 10% de
trealose, pH = 6,4, diversas concentragdes de NaCl, com ou sem 0,005% de
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polissorbato 20. Os resultados da medicdo de DLS mostraram que o NaCl
teve uma influéncia sobre o nivel de agregacdo do NicQp apés ter congela-
do/descongelado. Os Pl's das solugdes aumentaram com as concentragdes
crescentes de NaCl apds os ciclos de congelamento/descongelamento. As-
sim, a estabilidade fisica do NicQ foi significativamente reduzida com as
concentragdes crescentes de NaCl. Entretanto, com a adi¢cdo de polissorbato
20, esta instabilidade fisica pode ser compensada para as concentragoes de
NaCl iguais e abaixo de 90 mM. Estes resultados. foram suportados pela
medi¢cdo de bloqueio da luz. Apés o congelamento/descongelamento, as
formulacdes sem o polissorbato mostraram um aumento significativo de par-
ticulas maiores do que 1 um, o que indicou uma quantidade maior de agre-
gados. A adigcao de polissorbato 20 impediu a agregagao, visto que quase
nenhuma particula maior do que 1 um foi detectada.

Efeito dos diferentes pH's e da adigcdo de polissorbato 20 - O
efeito do pH variando de 5,4 a 7,2 sobre a estabilidade das formulagoes, na
presenca ou na auséncia de polissorbato 20, foi investigado. As formulagoes
compreendiam 0,2 mg/ml de NicQp, 10% de trealose, diversos pHs, NaCl 30
mM, com ou sem 0,005% de polissorbato 20. Os resultados suportaram as
verificagbes a partir do estudo do pH sobre a estabilidade descrito no E-
XEMPLO 2. Ja durante a preparagdo das solugdes de formulagao, a propor-
¢ao do pico principal de NicQp foi diminuindo com o pH decrescente, como
determinada por medigcdes de DLS usando o modelo de conversao de volu-
me. Por outro lado, o Pl estava aumentando. A adi¢cdao de polissorbato 20
impediu a agregacao do NicQp nos valores de pH testados de 6,4 e 7,2. A-
Iém disso, a adi¢cdo de polissorbato 20 reduziu a agregacao de NicQp em pH
5,4. Além das medigdes de DLS, os resultados obtidos pela medigao do blo-
queio da luz suportaram estas verificagoes. As observagdes acima descritas,
feitas no curso deste estudo de pH por medigdes de DLS e bloqueio da luz,
estavam consistentes para as concentragcdoes de NaCl de 30, 60, 90 e 150
mM.

Exemplo 4
Influéncia das composicoes variadas sobre a estabilidade do NicQB durante
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a dessecacdo por congelamento

O NicQp foi descongelado na temperatura ambiente. Diversas
formulagdes (como mostrado na figura. 1) com concentragdes variadas de
NicQp, trealose, polissorbato, NaCl e com sistema de tamponamento variado
foram produzidas pipetando-se o NicQp para as solugdes de estoque de ex-
cipientes. As solugdes foram agitadas sobre um agitador magnético IKA por
5 - 10 minutos. As solugdes de farmacos finais foram filtradas estéreis (filtro
de membrana de 0,22 um) e foram entao liofilizadas.

Resumidamente, as solugdes de estoque foram despejadas em
frascos pequenos de vidro 2R estéreis. A partir das formulagdés F29RL,
F48RL e F49RL, 0,7 ml foi despejado por frasco pequeno. A partir das outras
formulacgdes, 0,6 ml foi despejado por frasco pequeno. O polidimetilsiloxano
e as tampas de liofilizagdo revestidas com ETFE (Etilenotetrafluoretileno)
(West Pharmaceutical Services) foram colocados sobre os frascos pequenos.
Os frascos pequenos foram transferidos para a camara de liofilizagdo de
uma secadora por congelamento Christ Epsilon 2-12 D (Martin Christ Gefri-
ertrocknungsanlagen GmbH), a Temperatura de prateleira foi diminuida a
0,52C a 1,0°C/min para -40°C e mantida abaixo de -40°C por 3 horas. A
pressdo da camara foi entdo reduzida para 0,045 x 10° mPa (0,045 mbar), a
prateleira foi reduzida para -35°C a 12C/min e mantida por 20 horas. Depois,
a temperatura de prateleira foi elevada para -20°C a 0,1°C/min e mantida por
10 horas. Subsequentemente, a temperatura de prateleira foi elevada para
20°C a 0,5°C/min e mantida por 10 horas. A camara de liofilizagao foi entao
aerada com o nitrogénio seco filtrado para 800 x 10° mPa (800 mbar) e os
frascos pequenos foram tampados na camara de liofilizagao. Os frascos pe-
quenos foram removidos da camara e vedados com vedagdes Flip-Off®. A-
pés a dessecagao por congelamento, os liofilizados estaveis foram obtidos,
uma estrutura de torta suficiente foi dada.

Os resultados sdo mostrados na figura. 2. Assim, todos os liofili-
zados a partir das formulag¢des antes da liofilizagao, com concentragdes va-
riadas de Nic-Qb (testado a partir de 0,2 mg/ml até 2,0 mg/ml), trealose (tes-
tada a partir de 5% até 10%), polissorbato (testado de 0,005 até 0,01%),
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NaCl (a partir de 0 até 60 mM), tiveram um teor de umidade menor do que
1 %. A soma das quantidades de oligbmeros de NicQB e agregados de

- NicQp das formulagbes acima mencionadas ndo aumentou mais do que 1%

apds a dessecacao por congelamento, em comparagdo com a formulagéo
antes da dessecac¢ao por congelamento, como analisado por AF4. As medi-
cdes de DLS mostraram que estas formulagdes tinham indices de polidis-
persidade (Pl) tipicamente iguais e abaixo de 0,2 e a proporg¢ao do pico prin-
cipal de NicQp era maior do que 98,5%, respectivamente, como determinada
usando o modelo de conversao de volume. As medicdes analiticas efetua-
das resultaram na conclusdao que estas formulagdes acima mencionadas
eram capazes de estabilizar o NicQb na concentragao a partir de 0,20 mg/ml
até 2 mg/mil.

A F22RL, que nao continha o polissorbato 20, teve um valor de
indice de polidispersidade (Pl) em torno de 0,35. Além disso, a soma das
quantidades de oligbmeros de NicQ e agregados de NicQ aumentou cerca
de 5,5% apds a dessecacao por congelamento, em comparagao com a for-
mulagao antes da dessecagdo por congelamento. Estes resultados mostra-
ram que o tensoativo ndo-idnico € necessario para a prevengao da agrega-
¢ao de VLP.

A FO8RL, a F39RL, a F37RL, a F38RL compreendiam 30 mM,
60 mM, 90 mM e 150 mM de cloreto de sdédio, respectivamente. Embora a
presenca de poli'ssorbato 20 compensasse o efeito do NaCl (em uma con-
centragao igual e abaixo de 60 mM) sobre a estabilidade fisica do NicQp (a
FO8RL e a F39RL nao tiveram nenhum aumento substancial das quantida-
des de oligbmeros de NicQp e agregados de NicQB apds a liofilizagao), a
presencga do polissorbato 20 somente compensou parcialmente o efeito do
NaCl nas concentragdes de NaCl iguais e maiores do que 90 mM, visto que |
a soma das quantidades de oligbmeros de NicQp e agregados de NicQf
aumentou 2,8 e 3,5% apds a dessecagao por congelamento. Além disso, a
presencga de NaCl igual ou maior do que 90 mM resultou em valores de os-

molaridade maiores do que 400 mosm/kg.
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Exemplo 5
Teste _das composicdes de manitol/trealose como estabilizadores para o

NicQB durante a dessecacao por congelamento

Tabela 4: Formulacoes

Formu- | NicQp Polis- | Tamp&o e mola- | Mani- | Diidrato | pH
lagao sorba- ridade tol de trea-
to 20 lose
[mg/mi] [%] [mM] [%] [%]
F30RL 1,0 0,005 Fosfato de po- 4,0 1,0 6,2
tassio 20
F32RL 1,0 0,005 { Fosfato de po- 5,3 1,3 6,2
tassio 20
F42RL 1,0 0,005 | Fosfato de sédio | 4,4 1,1 6,2
. 20
F54RL 1,0 0,005 | Fosfato de sédio | 5,0 0,0 6,2
20

Quatro formulagées (F30RL, F32RL, F42RL, F54RL na figura. 1)
foram produzidas substancialmente iguais como descrito no EXEMPLO-4. O
volume de despejo dos frascos pequenos foi 0,6 ml. As formulagdes F30RL,
F32RL e F42RL foram liofilizadas rapidamente sob as seguintes condigdes:
A temperatura de prateleira foi diminuida a 1,02C/min para -50°C e mantida
em -50°2C por 3 horas. A pressao da camara foi entdao reduzida para 0,045 x
10° mPa (0,045 mbar), a prateleira foi reduzida para -15°C a 0,15°C/min e
mantida por 20 horas. Alternativamente, as formulagcoes F42RL e F54RL
foram liofilizadas aplicando-se o mesmo processo de dessecagdo por conge-
lamento, porém incluindo-se uma etapa de anelamento conduzida a -15°C
por 2 horas. Subseqientemente, a pressdao da camara foi reduzida para
0,007 x 10° mPa (0,007 mPa) e a prateleira foi reduzida para 40°C a
0,15°C/min e mantida por mais 10 horas. A camara de liofilizagao foi entdo
aerada com nitrogénio seco filtrado para 800 x 10° mPa (800 mbar) e os
frascos pequenos foram tampados na cadmara de liofilizagao. Os frascos pe-
quenos foram removidos da camara e vedados com as vedacdes Flip-Off®.

Os resultados foram parcialmente mostrados na figura. 2. Apds a
liofilizagdo, os liofilizados estaveis foram obtidos e uma estrutura de torta
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suficiente foi obtida. O teor de umidade das trés formulagdes liofilizadas es-

‘tava tipicamente abaixo de 0,3 %. A osmolaridade das formulagdes estava

tipicamente na faixa de 250 a 340 [mosm/kg]. A osmolaridade aumentou
com as concentragcdes crescentes de trealose e manitol.

A fracdo de manitol nas formulagdes F30RL, F32RL e F42RL
produzidas sem a aplicagdao de uma etapa de anelamento era amorfa ou
parcialmente amorfa. A fragdo de manitol das formula¢cdes F42RL e F54RL
produzidas por aplicagdo de uma etapa de anelamento era cristalina apés a
dessecagéao por congelamento.

-As formulagdes F30RL, F32RL e F42RL nao mostraram nenhum
aumento claro significativo da soma das quantidades de oligdmeros de
NicQB e agregados de NicQp apds a dessecagdo por congelamento, como
analisado por medicdes de AF4. As medigdes de DLS mostraram que as trés
formulagdes tinham indices de polidispersidade (Pl) abaixo de 0,2 e a pro-
por¢ao do pico principal de NicQp era tipicamente maior do que 99 %, como
determinada usando o modelo de conversdo de volume. Para a formulagéo
F54RL, um aumento da soma das quantidades de oligbmeros de NicQp e
agregados de NicQf apés a dessecagdo por congelamento pdde ser deter-
minado via AF4.

As medigbes de bloqueio da luz mostraram que a contaminagéo
de particulas dos liofilizados reconstituidos era tipiéamente de 100 particulas
> 10 um por ml e a quantidade de particulas > 1 um estava tipicamente a-
baixo de 2000 particulas por ml. Estes resultados mostraram que uma mistu-
ra de trealose e um agente de massa, tal como o manitol, pode estabilizar o
NicQp durante a dessecagao por congelamento.

Exemplo 6
Estudos da estabilidade das formulacdes de NicQB dessecadas por conge-

lamento . ‘
Cinco formulagdes F42RL, F35RL, F10RL, F16RL e F54RL fo-
ram produzidas substancialmente iguais como descrito no EXEMPLO 4 e no
EXEMPLO 5. O volume de despejo dos frascos pequenos foi 0,6 ml.
As formulagdes contendo trealose somente (F35RL, F10RL,
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F16RL) foram liofilizadas sob as seguintes condicdes: A temperatura de pra-
teleira foi diminuida a 1,0°C/min para -50°C e mantida a -502C por 3 horas. A
pressdo da cAmara foi entdo reduzida para 0,045 x 10° mPa (0,045 mbar), a
prateleira foi reduzida para -35°C a 12C/min e mantida por 25 horas. Subse-
quentemente, a temperatura de prateleira foi elevada para -20°C a 0,12C/min
e mantida por 10 horas. Subsequentemente, a temperatura de prateleira foi
elevada para 20°C a 0,5°C/min e mantida por 10 horas.

A formulagdo contendo tanto a trealose quanto o manitol
(F42RL) foi liofilizada sob as seguintes condi¢des: A temperatura de pratelei-
ra foi diminuida a 1,0°C/min para -50°C e mantida a -50°C por 3 horas. A
pressdo da caAmara foi entdo reduzida para 0,045 x 10° mPa (0,045 mbar), a
prateleira foi reduzida para -15°C a 0,15°C/min e mantida por 20 horas. Sub-
seqlientemente, a pressdo da camara foi reduzida para 0,007 x 10° mPa
(0,007 mbar) e a prateleira foi reduzida para 40°C a 0,15°C/min e mantida
por mais 10 horas.

A formulagao contendo somente o manitol (F54RL) foi liofilizada
sob as seguintes condi¢cdes: A temperatura de prateleira foi diminuida a
1,02C/min para -50°C e mantida a -50°C por 2 horas. Uma etapa de anela-
mento a -15°C foi aplicada por 2 horas. A temperatura de prateleira foi dimi-
nuida para -50°C e mantida a -502C por 2 horas. A pressao da camara foi
entao reduzida para 0,045 x 10° mPa (0,045 mbar), a prateleira foi reduzida
pafa -152C a 0,15°C/min e mantida por 20 horas. Subsequentemente, a
pressdo da cAmara foi reduzida para 0,007 x 10° mPa (0,007 mbar) e a pra-
teleira foi reduzida para 40°C a 0,152C/min e mantida por mais 10 horas.

Apds a liofilizagao, os liofilizados estaveis foram obtidos com
todas as formulagbes dessecadas por liofilizagcdo e uma estrutura de torta
suficiente foi obtida. ,

As amostras foram armazenadas a 2 a 8°C, 25°C e 40°C até 25
semanas. Os resultados analiticos foram parcialmente mostrados na figura.
3. A estrutura de torta dos liofilizados de todas as formulagdes a base de
trealose ou trealose/manitol era estavel durante a armazenagem, mesmo em
temperaturas aceleradas. Isto foi observado para todas as condicdes de ar-
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mazenagem € pontos de tempo. A temperatura de transicao vitrea dos liofili-
zados sem o manitol estava tipicamente na faixa de 602C a 1102C e néo foi
alterada significativamente durante a armazenagem. A osmolaridade das
formulagdes estava na faixa de 300 a 350 [mosm/kg].

O teor de umidade inicial das formulagotes liofilizadas estava a-
baixo de 1,0 %. O teor de umidade dos liofilizados armazenados a 2-82C e
25°C foi estavel por toda a armazenagem, por 25 semanas, com um aumen-
to de teor de agua de menos do que 0,5%. Os liofilizados armazenados a
40°C resultaram em teores de umidade ligeiramente aumentados; o teor de
agua apoés a armazenagem estava tipicamente abaixo de 1,7%, comparado
a aproximadamente 1% antes da armazenagem.

A soma das quantidades de oligdmeros de NicQp e agregados
de NicQB nao aumentou nas formulagbes a base de trealose ou trealo-
se/manitol apds a dessecacgao por congelamento, como analisada por medi-
¢cOes de AF4. Apdés a armazenagem, observou-se um ligeiro aumento de
menos do que 3 % em comparagao com as formulagoes antes da liofilizagéao,
como analisado por AF4. A formulagdo a base de manitol mostrou um claro
aumento da soma das quantidades de oligdmeros de NicQ e agregados de
NicQp.

As medigdes de bloqueio da luz mostraram que a contaminagéo
de particulas dos liofilizados reconstituidos apds a armazenagem estava tipi-
camente abaixo de 500 particulas > 10 um por ml por todas as formulacgdes,
condigdes de armazenagem e pontos de tempo.

As medicdes de DLS mostraram que os liofilizados reconstitui-
dos apdés armazenagem a partir das quatro formulagbes a base de trealose
ou trealose/manitol tinham indices de polidispersidade (Pl) tipicamente abai-
xo de 0,2 e a proporgéo do pico principal de NicQp era tipicamente maior do
que 98,5 %, respectivamente, como determinada usando o modelo de con-
versao de volume. Isto foi observado para todas as formulagdes, condigbes
de armazenagem e pontos de tempo. A formulagdo F54RL mostrou um au-
mento do indice de polidispersidade até 0,24 na armazenagem por 6 sema-
nas, a 40°C.
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As medigdes de IEF, SE-HPLC (integridade do RNA), RP-HPLC
(nicotina total), Espectrometria (teor de RNA), turbidez e LDS-Page néao
mostraram nenhuma alteragao significativa de todas as formulagdes a base
de trealose e trealose/manitol para todas as condigdes de armazenagem e
pontos de tempo. As particulas similares a virus de QB produzidas de modo
recombinante tipicamente contém moléculas de RNA hospedeiras, as quais
estao normalmente no espacgo interno das particulas similares a virus.

O teor dos derivados de nicotina livres estava, para todas as
formulacdes a base de trealose e trealose/manitol, todas as condigdes de
armazenagem e pontos de tempo, tipicamente abaixo de 1,5% da nicotina
acoplada total, como determinado com medi¢des de RP-HPLC. A quantida-
de de derivados de nicotina livres foi aumentada até 4,2 % na formulagao
F54RL na armazenagem a 40°C por 6 semanas.

As medig¢des de SE-HPLC (integridade da VLP) mostraram que
o teor relativo de NicQp era maior do que 97 % por todas as formulagdes a
base de trealose e trealose/manitol, pontos de tempo e condi¢des de arma-
zenagem. O teor relativo de NicQP foi reduzido para 93 % na formulacdo
F54RL, apds a armazenagem a 40°C por 6 semanas.

_ As medi¢des analiticas efetuadas resultaram na conclusao que
todas as formulagbes a base de trealose e trealose/manitol sdo capazes de
estabilizar o NicQp durante a liofilizagao e apds a armazenagem, mesmo em

terhperaturas aceleradas (40°C).
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REIVINDICACOES

1. Formulagao liofilizada compreendendo:

(i) pelo menos um conjugado de nicotina-particula similar a virus
compreendendo: '

(a) uma particula similar a virus; e

(b) pelo menos uma molécula de nicotina,
onde a dita pelo menos uma molécula de nicotina esta covalentemente liga-
da a dita particula similar a virus por uma sequéncia de ligagcdo, onde a dita
sequéncia de ligacao compreende uma funcionalidade de éster; e

(ii) uma composicao de estabilizador compreendendo:

(c) pelo menos um dissacarideo nao-redutor, onde a concentra-
¢ao do dito dissacarideo nao-redutor é de 0,5% a 15% (p/v) em termos da
concentracao na formulagao antes da liofilizagao;

(d) pelo menos um tensoativo nao-idnico, onde a concentragéo
do dito tensoativo nao-idnico € de 0,0005% a 0,1% (p/v) em termos da con-
centragao na formulagdo antes da liofilizagao;

e onde a dita composi¢ao de estabilizador tem um valor de pH de 5,4 a 6,6
antes da liofilizacao.

2. Formulagéo liofilizada de acordo com a reivindicagdo 1, em
que o dito dissacarideo nao-redutor é a sacarose ou a trealose.

3. Formulagao liofilizada de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
onde o dito dissacarideo nao-redutor é a trealose.

4. Formulagao liofilizada de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes precedentes, em que a concentracdo do dito pelo menos um
dissacarideo ndo-redutor é de 3% a 12% (p/v), em termos da concentragéo
na formulagdo antes da liofilizagdao, e em que preferivelmente a concentra-
¢ao do dito pelo menos um dissacarideo nao-redutor € 10% (p/v), em termos
da concentragao na formulagao antes da liofilizagao.

5. Formulagao liofilizada de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagOes precedentes, em que a dita composi¢éo de estabilizador adicio-
nalmente compreende um agente de massa.

6. Formulacgao liofilizada de acordo com a reivindicagao 5, em



10

15

20

25

30

que a concentragao total do dito dissacarideo ndo-redutor e do dito agente
de massa € de 0,5% a 15% (p/v), em termos da concentragdo na formulagao
antes da liofilizagdo, com a condicdo que a concentragdo do dito dissacari-
deo nao-redutor seja pelo menos 0,5% (p/v), em termos da concentragdo na
formulagéo antes da liofilizagao.

7. Formulagéo liofilizada de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6,
em que o dito agente de massa é o manitol.

8. Formulagéao liofilizada de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes precedentes, em que a concentragdo do dito tensoativo nédo-
ibnico é de 0,0025% a 0,01% (p/v), preferiveimente 0,005% (p/v), em termos
da concentragao na formulacao antes da liofilizagao.

9. Formulagéo liofilizada de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagOes precedentes, em que o dito tensoativo nao-iénico é o polissorba-
to 20. |

10. Formulagéo liofilizada de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes precedentes, em que a dita particula similar a virus é uma parti-
cula similar a virus de um- bacteriéfago de RNA, e onde preferivelmente a
dita particula similar a virus é uma particula similar a virus de bacteriéfago
de RNA Q.

11. Formulagao liofilizada de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes precedentes, em que a dita seqléncia de ligagdao consiste em A-
CH>OCO(CH,),CO-B, em que A representa a dita molécula de nicotina e
onde B representa a dita particula similar a virus.

12. Formulagéo liofilizada de acordo com a reivindicagédo 11, em
que a dita sequéncia de ligagéo esta covalentemente ligada a posicdo 3' da
dita molécula de nicotina.

13. Formulagéao liofilizada de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes precedentes, em que a dita composicao de estabilizador adicio-
nalmente compreendendo um agente de tamponamento selecionado a partir
de fosfato de sddio, fosfato de potassio e Histidina/Histidina HCI, e em que
preferivelmente a dita composi¢cdo de estabilizador adicionalmente compre-
endendo um agente de tamponamento que € a Histidina/Histidina HCI.
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14. Formulagao liofilizada compreendendo:

(i) pelo menos um conjugado de nicotina-particula similar a virus
compreendendo: _

(a) uma particula similar a virus de bacteriéfago de RNA QpB; e

(b) pelo menos uma molécula de nicotina,
em que a dita pelo menos uma molécula de nicotina esta covalentemente
ligada a dita particula similar a virus por uma sequiéncia de ligagdo, onde a
dita seqUéncia de ligagcdo consiste em A-CH,OCO(CH.).CO-B, e em que A
representa a dita molécula de nicotina e onde B representa a dita particula
similar a virus de bacteriéfago de RNA Qp, e em que a dita sequéncia de
ligagcéo esta covalentemente ligada a posigao 3' da dita molécula de nicotina;
e

(i) uma composi¢ao de estabilizador compreendendo:

(c) um dissacarideo nao-redutor, em que o dito dissacarideo
nao-redutor € a trealose, e em que a concentragao de trealose é 10% (p/v)
em termos da concentragdo na formulagdo antes da liofilizagao;

(d) um tensoativo néo-ibnico, em que o dito tensoativo nao-
ibnico € o polissorbato 20, e em que a concentragdao do polissorbato 20 é
0,005% (p/v) em termos da concentragao ha formulagao antes da liofilizagao;
e em que a dita composigéo de estabilizador tem um valor de pH de 6,2 an-
tes da liofilizagao.

156. Formulagao liofilizada compreendendo:

(i) pelo menos um conjugado de nicotina-particula similar a virus
compreendendo:

(a) uma particula similar a virus de bacteriéfago de RNA Qf; e

(b) pelo menos uma molécula de nicotina,
em que a dita pelo menos uma molécula de nicotina esta covalentemente
ligada a dita particula similar a virus por uma sequéncia de ligagdo, em que
a dita sequéncia de ligacao consiste em A-CH>,OCO(CH.).CO-B, e em que A
representa a dita molécula de nicotina e em que B representa a dita particula
similar a virus de bacteri6fago de RNA Q, e onde a dita seqiéncia de liga-
cao esta covalentemente ligada a posicao 3' da dita molécula de nicotina; e
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(i) uma composigao de estabilizador compreendendo:

(c) um dissacarideo nao-redutor, em que o dito dissacarideo
nao-redutor € a trealose, e onde a concentragao de trealose € 10% (p/v) em
termos da concentragao na formulagcao antes da liofilizagao;

(d) um tensoativo nao-ibnico, em que o dito tensoativo nao-
ibnico € o polissorbato 20, e em que a concentragdao do polissorbato 20 é
0,005% (p/v) em termos da concentragao na formulagao antes da liofilizagao;

(e) um agente de tamponamento, em que o dito agente de tam-
ponamento é a Histidina/Histidina HCI, e em que a concentracdo da dita His-
tidina/Histidina HCI é 20 mM;

e em que a dita composi¢cao de estabilizador tem um valor de pH de 6,2 an-
tes da liofilizagao.

16. A formulagao liofilizada de qualquer uma das reivindicagoes
precedentes, em que a dita formulagao liofilizada é estavel na temperatura
ambiente por pelo menos 15 semanas, preferivelmente por pelo menos 25

semanas.
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RESUMO
Patente de Inveng&o: “FORMULA(;AO DE VACINA DE NICOTINA—
~ VEicuLo". ,
' A presente invengdo refere-se aos campos de medicina, saude
publica, vacina e formulagdo de farmaco. A invengdo proporciona formula-
¢bes de composigdes que compreendem um conjugado de nicotina-veiculo e
um estabilizador em que o dito estabilizador compreende um dissacarideo
‘nao redutor e um tensoatwo nao- |on|co As formulagoes de composn;oes séo

estaveis apos um longo tempo de armazenagem na temperatura amblente
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