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COMPOSICAO, KIT, MISTURA AQUOSA, E, METODO PARA
PREPARACAO DA COMPOSICAO

[001] A presente invencdo refere-se a formulacdo de vetores
adenovirais em composi¢coes secadas por congelamento, as suas formulac¢des
e também aos métodos para obtencdo da composicdo secada por
congelamento.

ANTECEDENTES

[002] Os vetores adenovirais representam uma plataforma de
distribuicdo de proteina profildtica ou terapéutica pela qual a sequéncia de
acido nucleico codificante da proteina profilédtica ou terapé€utica € incorporada
no genoma adenoviral, que € expressada quando a particula adenoviral €
administrada ao sujeito tratado. Tem sido um desafio na técnica o
desenvolvimento de formulacgdes estabilizadas para os vetores adenovirais que
permitem armazenamento em temperaturas de armazenamento aceitaveis com
um prazo de validade consideravel.

[003] Formulacdes estabilizadas tém sido relatadas para vetores
adenovirais humanos como descrito por R.K Evans et al. (‘Development of
stable Liquid Formulations for Adenovirus-Based Vaccines’ Journal of
Pharmaceutical Sciences (2004) Vol. 93, No. 10, 2458-2475). Entretanto,
permanece uma necessidade na técnica de formulagdes que preservam a
estabilidade de vetores adenovirais.

SUMARIO DA INVENCAO

[004] Os inventores surpreendentemente descobriram que o uso de
sorbitol na formulacdo de vetores adenovirais simianos melhora
substancialmente a estabilidade durante toda a liofilizacao, especialmente em
combinacdo com o acguicar amorfo trealose como um crioprotetor adicional. A
inven¢cdo portanto prové uma mistura aquosa para liofilizacdo e uma
composicdo secada por congelamento obtida da dita mistura aquosa por

liofilizacdo (doravante referida como a “composicdo secada’) compreendendo
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sorbitol em combinacdo com um outro agtcar amorfo que atua como um
crioprotetor, como trealose.

[005] Além disso, tem sido descoberto que o baixo teor de sal tem
efeitos adicionalmente favordveis sobre a estabilidade das particulas de
vetores adenovirais simianos, especialmente sobre a estabilidade durante a
secagem por congelamento e sob reconstituicdo do bolo liofilizado. Dessa
forma, a invencao prové, ainda, as composigdes adenovirais contendo sorbitol
e um outro agicar amorfo também compreendendo uma quantidade baixa de
NaCl. A invencdo também prové um método de uso da composi¢do secada
por congelamento pelo qual a composi¢cdo € reconstituida com um liquido
aquoso baixo em sal, por exemplo dgua para injecdo ou uma solu¢do aquosa
de um agente isotonificante nao idnico.

[006] A invencdo prové, ainda, um método de liofilizacdo das
composi¢des de vetor adenoviral descritas.

DESCRICAO BREVE DOS DESENHOS

[007] Figura 1 - ilustracdo do ciclo de secagem por congelamento
usado no Exemplo 1.

[008] Figura 2 — temperaturas de transicao vitrea (Tg) conforme
determinadas para a composicdo testada no Exemplo 1: (1) composicdo
compreendendo trealose 23%, (2) composi¢do compreendendo sacarose 23%,
(3) composicao compreendendo trealose 23% + sorbitol 2%, (4) composi¢ao
compreendendo sacarose 23% + sorbitol 2%.

[009] Figura 3 - infectividade das adenoparticulas contidas nas
composicdes conforme obtidas no Exemplo 1: (1) trealose 23% (designada
por (+), (2) sacarose 23% (designada por X), (3) trealose 23% + sorbitol 2%
(designada por (Y), (4) sacarose 23% + sorbitol 2% (designada por (Z) e (5)
Controle bulk purificado fresco (designado por tridngulo ndo invertido) e (6)
controle bulk purificado degradado (designado por tridngulo invertido).

[0010] Figura 4 — ilustracdo do ciclo de secagem por congelamento
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conforme usado no Exemplo 2.

[0011] Figura 5 — Tg conforme determinada no Exemplo 2.

[0012] Figura 6 — teor de umidade conforme determinado no Exemplo
2.

[0013] Figura 7 — osmolalidade conforme determinada no Exemplo 2.
[0014] Figura 8 - dados do ensaio PicoGreen® conforme

determinados no Exemplo 2.

[0015] Figura 9 — infectividade conforme determinada no Exemplo 2.
[0016] Figura 10 — recuperacio por cromatografia liquida de
ultraeficiéncia (UPLC, Ultra-Performance Liquid Chromatography)
determinada no Exemplo 2.

[0017] Figura 11 — ilustracdo da andlise estatistica dos dados com
respeito aos diferentes parametros conforme determinados no Exemplo 2 para
identificar combinagcdes otimizadas (representacdo gréafica 1 de design de
experimentos (DOE, Design Of Experiments)).

[0018] Figura 12 — ilustracdo da andlise estatistica dos dados com
respeito aos diferentes parametros conforme determinados no Exemplo 2 para
identificar combinacdes otimizadas nas quais sdo permitidas concentragdes
mais altas de trealose (representacao gréfica 2 de DOE).

[0019] Figura 13 - ciclo de secagem por congelamento 1 conforme
usado no Exemplo 3.

[0020] Figura 14 — ciclo de secagem por congelamento 2 conforme
usado no Exemplo 3.

[0021] Figura 15 - dados do ensaio PicoGreen® conforme
determinados no Exemplo 3: (x) pontos de dados para as amostras obtidas
usando a condi¢do de secagem por congelamento com dessecacdo secundaria
a +10°C (ciclo de liofilizacdo (2)), (+) pontos de dados para as amostras
obtidas usando a condicdo de secagem por congelamento com dessecagdo

secunddaria a +25°C (ciclo de liofilizacdo (1)), (tridngulo ndo invertido) -
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estoque adenoviral de controle, (tridngulo invertido) - estoque adenoviral
degradado de controle negativo.

[0022] Figura 16 — dados de infectividade conforme determinados no
Exemplo 3: (x) pontos de dados para as amostras obtidas usando uma
condi¢do de secagem por congelamento com dessecacdo secunddaria a +10°C,
(+) pontos de dados para as amostras obtidas usando uma condi¢do de
secagem por congelamento com dessecacdo secundaria a +25°C, (tridngulo
ndo invertido) - estoque adenoviral de controle, (tridingulo invertido) - estoque
adenoviral degradado de controle negativo.

[0023] Figura 17 — dados de UPLC conforme determinados no
Exemplo 3: (x) pontos de dados para as amostras obtidas usando uma
condi¢do de secagem por congelamento com dessecacdo secunddaria a +10°C,
(+) pontos de dados para as amostras obtidas usando uma condi¢do de
secagem por congelamento com dessecacdo secundaria a +25°C, (tridngulo
ndo invertido) - estoque adenoviral de controle, (tridingulo invertido) - estoque
adenoviral degradado de controle negativo.

[0024] Figura 18 — estabilidade de adenovirus simiano conforme
determinada por estimativas de perda devido a secagem por congelamento;
comparacao de trealose 18% + sorbitol 3,5% com trealose 23% em
temperaturas de secagem secundérias de 15°C e 25°C.

[0025] Figura 19 - diagrama de dispersio demonstrando a
estabilidade de trealose 18% + sorbitol 3,5% e trealose 23% em temperaturas
de secagem de 15°C e 25°C durante 200 dias.

[0026] Figura 20 — aspecto de adenovirus liofilizado formulado com
18% de trealose + 3,5% de sorbitol (painéis esquerdos) ou 23% de trealose
(painéis direitos) em temperaturas de secagem secundarias de 15°C ou 25°C
apds simulacdo de transporte rodovidrio de duas horas e de transporte aéreo
de duas horas. Os frascos foram quer siliconizados (S+) quer ndo

siliconizados (S-). Os frascos siliconizados foram carregados com um
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excedente de 50% e os frascos ndo siliconizados foram carregados com um
excedente de quer 50% quer 100%. (O) = aspecto intacto; (+) = aspecto
rachado; (X) = aspecto fragmentado.

[0027] Figura 21 - consisténcia de adenovirus liofilizado formulado
com 18% de trealose + 3,5% de sorbitol (painéis esquerdos) ou 23% de
trealose (painéis direitos) em temperaturas de secagem secundérias de 15°C
ou 25°C apds simulagdo de transporte rodovidrio de duas horas e de
transporte aéreo de duas horas. Os frascos foram quer siliconizados (S+) quer
ndo siliconizados (S-). Os frascos siliconizados foram carregados com um
excedente de 50% e os frascos ndo siliconizados foram carregados com um
excedente de quer 50% quer 100%. (O) = consisténcia ndo pulverulenta; (+) =
consisténcia muito pouco pulverulenta; (X) = consisténcia muito pulverulenta.
DESCRICAO DETALHADA

[0028] Ao contrédrio dos relatorios na técnica sobre a formulagcdo de
vetores adenovirais, os inventores descobriram que formulacOes estiveis
desenvolvidas para por exemplo vetores adenovirais humanos puderam ser
aplicadas com sucesso para todos os vetores adenovirais, por exemplo vetores
adenovirais simianos. A presente invencdo descreve agora as composi¢oes de
vetores adenovirais nas quais as funcionalidade e integridade estrutural de
particulas adenovirais sao melhor protegidas ou mantidas.

[0029] Os inventores descobriram que a adicdo de sorbitol em
combinacdo com um outro agicar amorfo quando se formulam vetores
adenovirais, e em particular vetores adenovirais simianos, para secagem por
congelamento, aumenta a estabilidade daquele vetor adenoviral sob secagem
por congelamento e/ou durante armazenamento adicional.

[0030] Tanto sorbitol quanto o outro agicar amorfo sdo considerados
como crioprotetores. O termo “crioprotetor” refere-se a uma classe de
excipientes que previnem o dano por congelamento do que estd sendo

congelado, in casu, o vetor adenoviral.
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[0031] Um acgicar amorfo adequado para uso de acordo com a
presente invencdo em combinac¢do com sorbitol pode ser selecionado dentre
sacarose, trealose, manose, manitol, rafinose, lactitol, acido lactobiOnico,
glicose, maltulose, iso-maltulose, lactulose, maltose, lactose, isomaltose,
maltitol, palatinit®, estaquiose, melezitose, dextrana, ou uma combinagdo
dos(as) mesmos(as). Em uma modalidade, o agicar amorfo € selecionado
dentre sacarose, trealose, lactose, rafinose, dextrana e combinagdes das
mesmas.

[0032] Em uma modalidade especifica, o outro agicar amorfo em
combinacdo com sorbitol é trealose ou sacarose, ou, trealose em combinagdo
com um segundo agicar amorfo como selecionado dentre sacarose, lactose,
rafinose, dextrana e manitol. Alternativamente, o acicar amorfo € trealose,
sacarose ou combinagcdo de sacarose e trealose. Em outra modalidade, o
actcar amorfo € trealose ou trealose em combinagdo com sacarose. Em ainda
outra modalidade, o agicar amorfo € trealose.

[0033] Sorbitol e o acticar amorfo selecionado, por exemplo trealose,
podem estar presentes em uma razdo definida. Em uma modalidade, a razdo
entre sorbitol e actucar amorfo € 4/10 ou abaixo, 4/12 ou abaixo, 4/13 ou
abaixo, 4/14 ou abaixo. Em outra modalidade, a razdo entre sorbitol e acgicar
amorfo esta entre 4/10 e 3/23, entre 4/12 e 4/23, entre, 4/13 e 4/20, entre 4/14
e 4/18, entre 4/14 e 3,5/16, ou entre 4/14 e 4/16. Em uma modalidade
especifica a razdo estd entre 4/14 e 4/16. Em uma outra modalidade
especifica, o agicar amorfo € trealose e a razdo entre sorbitol e trealose esta
entre 4/14 e 4/16.

[0034] Sorbitol pode estar presente em quantidades definidas na
mistura aquosa da qual a composi¢do € secada por congelamento. Em uma
modalidade, a mistura aquosa contém entre 2 e 4% (p/v), entre 2,5 e 4% (p/v)
ou entre 3 e 4% (p/v) de sorbitol. Em uma modalidade especifica, sorbitol esta

presente em uma quantidade entre 3 e 4% (m/v).
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[0035] O acgdcar amorfo conforme selecionado de acordo com as
modalidades da presente invengcdo pode estar presente em quantidades
definidas. Em uma modalidade, a mistura aquosa contém pelo menos 3%
(p/v), pelo menos 5% (p/v), pelo menos 10% (p/v), pelo menos 11% (p/v),
pelo menos 12% (p/v), pelo menos 13% (p/v), ou pelo menos 14% (p/v) do
actcar amorfo conforme selecionado, acima, na presente inven¢do. Em outra
modalidade agicar amorfo selecionado estd presente na mistura aquosa em
uma quantidade total de menos que 23% (p/v), como menos que 20% (p/v),
menos que 18% (p/v), menos que 17% (p/v), menos que 16% (p/v), ou menos
que 15% (p/v). Alternativamente dito, o aglicar amorfo esti presente na
mistura aquosa em uma quantidade total de 23% ou menos (p/v), como 20%
ou menos (p/v), 18% ou menos (p/v), 17% ou menos (p/v), 16% ou menos
(p/v), ou 15% ou menos (p/v). Alternativamente dito, o agicar amorfo pode
estar presente na mistura aquosa em uma quantidade total de pelo menos
12%, pelo menos 13% ou pelo menos 14% (p/v), mas menos que 18%, menos
que 17%, ou menos que 16% (p/v).

[0036] Em uma modalidade especifica, o actiicar amorfo é trealose e
estd presente em uma quantidade entre 12% e 18% (p/v), ou, entre 14% e
16,5% (p/v).

[0037] Os inventores descobriram, adicionalmente, que os vetores
adenovirais podem ser substancialmente afetados pela presenca de sal, como
cloreto de sédio, quer quando em forma seca quer quando em forma liquida.
A invenc¢do portanto refere-se, adicionalmente, as formulagdes, isto € misturas
aquosas para liofilizagdo e composi¢des secadas conforme descritas na
presente invencao, considerando-se a sensibilidade de vetores adenovirais ao
sal, como cloreto de s6dio. Em uma modalidade, vetores adenovirais simianos
sdo formulados usando as misturas aquosas e composi¢coes secadas conforme
descritas na presente invencao.

[0038] O termo “sal”, como usado na presente invencao, refere-se aos
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compostos 10nicos que resultam da reacdo de neutralizacdo de um &cido e
uma base, compostos de um niimero relacionado de cations e anions de modo
que o produto seja sem carga liquida, por exemplo, cloreto de sodio. Os {ons
componentes podem ser quer inorganicos quer organicos, €, podem ser
monoatoémicos ou poliatdmicos.

[0039] De acordo com uma modalidade, a quantidade de sal, em
particular a quantidade de NaCl, presente na mistura aquosa, ¢ definida como
sendo menos que 50 mM, menos que 40 mM, menos que 30 mM, menos que
20 mM, menos que 15 mM, menos que 10 mM, ou, menos que 7,5 mM.
Alternativamente dito, a quantidade de NaCl, presente na mistura aquosa pode
ser definida como sendo de 50 mM ou menos, 40 mM ou menos, 30 mM ou
menos, 20 mM ou menos, 15 mM ou menos, 10 mM ou menos, ou, 7,5 mM
ou menos. Preferivelmente a composi¢do ndo estd completamente destituida
de sal ou ndo estd completamente destituida de NaCl. Para evitacdo de didvida
concernente a cada uma das modalidades relacionadas ao teor de sal e ao teor
de NaCl em particular, é entendido que o sal, respectivamente NaCl, esta
presente em uma quantidade mensurdvel. Portanto de acordo com uma
modalidade da invencdo, o sal, em particular cloreto de sédio, esta presente
em uma quantidade de pelo menos 0,5 mM, pelo menos 1 mM, pelo menos 2
mM, pelo menos 3 mM, ou, pelo menos 4 mM. Alternativamente, cloreto de
sddio estd presente em uma quantidade entre 1 e 50 mM, entre 2,5 e 25 mM,
entre 2,5 e 15 mM, entre 2,5 e 10 mM ou entre 2,5 e 7,5 mM. De acordo com
uma modalidade especifica, cloreto de sddio estd presente em uma quantidade
de cerca de 5 mM, por exemplo 5 mM=0,5 mM.

[0040] Para o propésito de definicdo das faixas numéricas, o termo
“entre”, como usado na presente inven¢do, € considerado para incluir os
valores numéricos de extremidade da faixa. Por exemplo, quando € dito que
cloreto de s6dio estd presente em uma quantidade entre 2,5 e 10 mM, estdo

incluidas aquelas formulacdes nas quais NaCl estd presente em uma
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concentracao de 2,5 mM ou de 10 mM.

[0041] De acordo com outras modalidades, também é definido o teor
de sal, como o teor de cloreto de sddio, do diluente ou liquido aquoso para
reconstituicdo da composicdo secada. Por reconstituicdo de uma composi¢ao
secada por congelamento quer-se dizer a reidratacdo da composi¢do secada
para obter, de novo, uma mistura liquida. De acordo com uma modalidade a
quantidade de sal, por exemplo de cloreto de sddio, presente no liquido
aquoso para reconstituicao ¢ menos que 50 mM, menos que 40 mM, menos
que 30 mM, menos que 20 mM, menos que 15 mM, menos que 10 mM, ou,
menos que 7,5 mM, 50 mM ou menos, 40 mM ou menos, 30 mM ou menos,
20 mM ou menos, 15 mM ou menos, 10 mM ou menos ou 7,5 mM ou menos.
[0042] O liquido aquoso para reconstituicao da composicao liofilizada
pode estar essencialmente isento de sal, como essencialmente isento de
cloreto de sodio. Por essencialmente isento quer-se dizer que a concentragao
de sal ou de cloreto de sodio € zero mM ou estd muito proxima de zero mM.
Em uma modalidade especifica, a composi¢ao secada por congelamento pode
ser reconstituida com dgua para injecdo (API).

[0043] Em uma outra modalidade, o liquido aquoso para reconstrucao
da composi¢do ndo estd completamente destituido de sal ou de cloreto de
s6dio. Consequentemente, o sal, como cloreto de s6dio, pode estar presente
no liquido aquoso usado para reconstituicio da composi¢cdo secada em uma
quantidade de pelo menos 0,5 mM, pelo menos 1 mM, pelo menos 2 mM,
pelo menos 3 mM, ou, pelo menos 4 mM. Alternativamente, o sal, como
cloreto de sédio, esta presente no liquido aquoso usado para reconstituicdo da
composicdo em uma quantidade entre 1 e 50 mM, entre 2,5 e 25 mM, entre
2,5 e 15 mM, entre 2,5 e 10 mM ou entre 2,5 e 7,5 mM. De acordo com uma
modalidade especifica, o sal, como cloreto de sddio, esta presente no liquido
aquoso usado para reconstituicdo da composicdo em uma quantidade de 5

mM.
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[0044] A invencdo, portanto, também prové um método de uso da
composicdo secada conforme descrito na presente invencdo, em que a
composicado secada € reconstituida com um liquido aquoso para reconstituicdao
da composi¢cao conforme definida na presente invengao.

[0045] A mistura aquosa ou composi¢ao secada de incluir, ainda, um
tensoativo selecionado dentre tensoativos poloxamero (por exemplo
poloxamero 188), tensoativos polissorbato (por exemplo polissorbato 80 e/ou
polissorbato 20), tensoativos octoxinal, tensoativos polidocanol, tensoativos
polioxil-estearato, tensoativos polioxil-6leo-de-ricino, tensoativos N-octil-
glicosideo, macrogol-15-hidroxi-estearato, e combinagdes dos mesmos. Em
uma modalidade, o tensoativo € selecionado dentre tensoativos poloxamero
(por exemplo poloxdmero 188), tensoativos polissorbato (por exemplo
polissorbato 80 e/ou polissorbato 20), em particular tensoativos polissorbato
como polissorbato 80.

[0046] Em uma modalidade, o tensoativo estd presente em uma
quantidade de pelo menos 0,001%, pelo menos 0,005%, pelo menos 0,01%
(p/v), e/ou até 0,5% (p/v) conforme calculada com respeito a mistura aquosa.
O tensoativo pode estar presente em uma quantidade menor que 0,25% ou
menor que 0,1% (p/v). Em outra modalidade, o tensoativo estd presente em
uma quantidade de 0,02% (p/v).

[0047] De acordo com modalidades especificas, o tensoativo ¢
polissorbato 80 ou poloxdmero 188 presente na mistura aquosa em uma
quantidade entre 0,005% e 0,5% (p/v), como cerca de 0,02% (p/v).

[0048] Em uma outra modalidade, um agente tamponante ¢
adicionado a mistura aquosa ou a composicao secada. O pH € tipicamente
ajustado considerando-se 0s componentes terap€uticos da composi¢do.
Adequadamente, o pH da mistura aquosa € pelo menos 6, pelo menos 6,5,
pelo menos 7 ou pelo menos 7,5. Alternativamente dito, o pH da mistura

aquosa pode ser menor que 10, menor que 9,5, menor que 9 ou menor que 8,5.
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Em outras modalidades, o pH da mistura aquosa esta entre 6 e 10, entre 7 e
9,5, entre 7,5 € 9,5, ou, é cerca de 7,5, por exemplo 7,5+0,5, ou, 8,5+0,5. O
pH 6timo é também, em parte, determinado pelo vetor adenoviral especifico
formulado e/ou pelo transgene incorporado no mesmo.

[0049] Um agente tamponante apropriado pode ser selecionado dentre
Tris (“tris(hidroximetil)aminometano™), succinato, borato, Tris-maleato,
lisina, histidina, glicina, glicilglicina, citrato, carbonato, fosfato ou
combinacdes dos mesmos. Em uma modalidade, o agente tamponante € Tris,
succinato ou borato. Em uma outra modalidade, o agente tamponante € Tris.
[0050] O agente tamponante pode estar presente na mistura aquosa
em uma quantidade de pelo menos 0,5 mM, pelo menos 1 mM, pelo menos 2
mM ou pelo menos 5 mM. Ou, o agente tamponante pode estar presente na
mistura aquosa em uma quantidade de menos que 50 mM, menos que 40 mM,
menos que 30 mM ou menos que 20 mM. Por exemplo, o agente tamponante
pode estar presente em uma quantidade de 0,5 mM a 50 mM, 1 mM a 50 mM
ou 2 mM a 20 mM. Em uma modalidade, o agente tamponante esta presente
em uma quantidade de cerca de 10 mM.

[0051] De acordo com modalidades especificas, o agente tamponante
¢ Tris, presente na mistura aquosa em uma quantidade entre 2 e 20 mM, como
a cerca de 10 mM.

[0052] Em uma modalidade, a composi¢ao também compreende
histidina em uma quantidade de até ou cerca de 20 mM, como em uma
concentracao de cerca de 10 mM.

[0053] De acordo com outras modalidades, a composi¢cio também
compreende {ons de metal bivalente, como Mg>*, Ca’*, ou Mg** ou Ca* na
forma de um sal, como MgCl,, CaCl, ou MgSO4. Em uma modalidade o fon
de metal bivalente é Mg**. Quantidades tipica nas quais os {ons de metal
bivalente estdo presentes na mistura aquosa estio entre 0,5 e 10 mM, como 1

ou 2 mM, ou 1 mM em particular.
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[0054] Para o propésito de descrever as modalidades da invencdo e
afastar qualquer indicacdo em contririo, as quantidades especificadas de
excipientes considerados para inclusdo na composicdo (isto € sal, cloreto de
sddio, crioprotetor, agente tamponante, tensoativo e outros descritos na
presente invencdo) sdo tipicamente (e salvo indicacdo em contrario)
expressadas como %p/v calculada com respeito ao volume da mistura aquosa.
Alternativamente, no caso de a mistura aquosa ser secada por congelamento e
reconstituida, a quantidade de excipientes pode ser expressada como %p/v
calculada com relac@o ao volume da composi¢ao reconstituida.

[0055] Adicionalmente a estabilidade aumentada durante o processo
de secagem por congelamento, a formulacdo nova pode também aumentar a
estabilidade do vetor adenoviral durante armazenamento da composi¢do
secada por congelamento. A formulagdo nova permite o armazenamento da
composicao, liquida ou secada, a 4°C, 25°C ou 37°C, durante até 1 més, 3
meses, 6 meses, 1 ano, 2 anos ou 3 anos. Em uma modalidade, a composi¢cao
secada pode ser armazenada a 4°C durante 3 anos, a 25°C durante 3 meses ou
a 37°C durante 1 més. E entendido que o armazenamento é adequado se pelo
menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80% ou pelo
menos 90% da infectividade € retida comparada com a infectividade do
material de partida.

[0056] As misturas, composicdoes e métodos, descritos na presente
invencdo, permitem o armazenamento do vetor adenoviral durante pelo menos
I més a 37°C, ou pelo menos 3 meses a 25°C ou pelo menos 3 anos a 4°C
enquanto que retém pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo
menos 80% ou pelo menos 90% da infectividade em comparacdo com a
infectividade do material de partida.

[0057] A estabilidade dos vetores adenovirais pode, dentre outros
métodos, ser determinada pela medi¢cdo da infectividade do vetor, por

exemplo retencdo de infectividade durante manipulacdo (por exemplo
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secagem por congelamento) ou armazenamento do vetor viral. O termo
“infectividade” refere-se a capacidade do vetor para entrar em um hospedeiro
suscetivel, isto € c€lulas, e liberar seu material genético para expressao pelo
hospedeiro. A infectividade pode ser expressada como “a dose 50%
infecciosa em cultura celular” (CCID50, 50% Cell Culture Infectious Dose),
que € a quantidade de vetor adenoviral que € necessaria para infectar 50% das
c€lulas em uma dada cultura celular. A infectividade pode ser medida pela
medicdo da proporcdo de células nas quais o transgene adenoviral €
expressado. Por exemplo, proteina fluorescente verde pode ser usada como
um marcador de infectividade pela qual € determinado o ndmero de células
expressoras de proteina fluorescente verde apds 24 horas de incubacdo com o
vetor. Alternativamente, a infectividade pode ser medida pela determinagdo
do nimero de células expressoras da proteina capsidica hexon de adenovirus
apos 24 horas de incubacdo com o vetor.

[0058] Adenovirus tem sido amplamente usado para aplicacdes de
transferéncia de gene devido a capacidade deles para realizar transferéncia de
gene elevadamente eficiente em uma variedade de tecidos-alvo e grande
capacidade transgénica. Os vetores adenovirais de uso na presente invengao
podem ser derivados de uma variedade de hospedeiros mamiferos. Tém sido
1solados mais de 100 sorotipos diferentes de adenovirus que infectam vérias
espécies de mamifero. Estes sorotipos adenovirais t€m sido categorizados em
seis subgéneros (A F; B € subdividido em Bl e B2) de acordo com a
homologia de sequéncia e a capacidade deles de aglutinarem células
vermelhas do sangue (Tatsis e Ertl, Molecular Therapy (2004) 10:616-629).
[0059] Em uma modalidade, o vetor adenoviral da presente invencao
¢ derivado de um adenovirus humano. Exemplos de adenovirus derivados de
humano sdo Adl, Ad2, Ad4, AdS5, Ad6, Adll, Ad 24, Ad34, Ad35,
particularmente Ad5, Adl1l e Ad35. Embora os vetores baseados em AdS5

tenham sido usados extensivamente em ndmeros testes de terapia génica,
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pode haver limitacdes sobre o uso de AdS e de outros vetores adenovirais
humanos do grupo C devido a imunidade pré-existente na populacdo geral por
causa de infeccdo natural. Ad5 e outros membros de vetores adenovirais
humanos do grupo C tendem a ser dentre os sorotipos mais soroprevalentes.
Adicionalmente, a imunidade aos vetores existentes pode desenvolver-se
como resultado da exposi¢do ao vetor durante o tratamento. Estes tipos de
imunidade pré-existente ou desenvolvida aos vetores soroprevalentes pode
limitar a efetividade da terapia génica ou dos esfor¢os de vacinagdo. Sorotipos
adenovirais alternativos, por conseguinte, constituem alvos muito importantes
na busca de sistemas de distribuicdo génica capazes de evadir a resposta
imune do hospedeiro.

[0060] Portanto, em outra modalidade, o vetor adenoviral da presente
invengdo € derivado de um adenovirus simiano nao humano, também referido
simplesmente como um adenovirus simiano. Numerosos adenovirus t€ém sido
1solados de simianos ndo humanos como chimpanzés, bonobos, macacos
Rhesus e gorilas, e vetores derivados destes adenovirus induzem fortes
respostas imunes aos transgenes codificados por estes vetores (Colloca et al.
(2012) Sci. Transl. Med. 4:1-9; Roy et al. (2004) Virol. 324: 361-372; Roy et
al. (2010) J. Gene Med. 13:17-25). Determinadas vantagens de vetores
baseados em adenovirus simianos nao humanos incluem a falta relativa de
anticorpos neutralizantes cruzados para estes adenovirus na populacdo-alvo.
Por exemplo, a reacdo cruzada de determinados adenovirus de chimpanzé
com respostas de anticorpos neutralizantes pré-existentes estd presente apenas
em 2% da populacdo-alvo comparada com 35% no caso de determinados
vetores adenovirais humanos candidatos.

[0061] Em modalidades especificas, o vetor adenoviral € derivado de
um adenovirus ndo humano, como um adenovirus simiano e em particular um
adenovirus de chimpanzé como ChAd3, ChAd63, ChAd83, ChAdIS5S5,
ChAd157, Pan 5, Pan 6, Pan 7 (também referido como C7) ou Pan 9.
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Exemplos de tais cepas sdo descritas em WO03/000283, W0O2010/086189 e
GB1510357.5 e estdo também disponiveis junto a “American Type Culture
Collection”, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209,
EUA, e outros fornecedores. Alternativamente, vetores adenovirais podem ser
derivados de adenovirus simianos ndao humanos isolados de bonobos, como
PanAdl, PanAd2 ou PanAd3. Exemplos de tais vetores descritos na presente
inven¢do podem ser encontrados, por exemplo, em WO2005/071093 e
WO02010/086189. Vetores adenovirais podem também ser derivados de
adenovirus isolados de gorilas conforme descrito em WO2013/52799,
WO02013/52811 e WO2013/52832.

[0062] Adenovirus tém uma morfologia caracteristica com um
capsideo icosaédrico compreendendo trés proteinas majoritdrias, proteina
hexon (hexamérica) (II), proteina penton-base (pentamérica) (III) e uma
proteina knobbed fiber (fibra com regido globular) (IV), juntamente com
numerosas outras proteinas minoritdrias, VI, VIII, IX, IIla e IVa2. A proteina
hexon (hexamérica) totaliza a maioria dos componentes estruturais do
capsideo, que consiste em 240 capsdmeros hexon (hexaméricos) triméricos e
12 penton-bases (bases pentaméricas). A proteina hexon tem tré€s barris
duplos conservados, enquanto que o topo tem trés torres, cada torre contendo
uma al¢a de cada subunidade que forma a maior parte do capsideo. A base da
proteina hexon estd elevadamente conservada entre os sorotipos adenovirais,
enquanto que as alcas da superficie sdo varidveis (Tatsis e Ertl, Molecular
Therapy (2004) 10:616—629). Penton é outra proteina capsidica adenoviral
que forma uma base pentamérica a qual a fibra se liga. A proteina fibra
trimérica projeta-se a partir da penton-base em cada um dos 12 vértices do
capsideo e é uma estrutura do tipo haste com regido globular. A func¢do
principal da proteina fibra € a ancoragem do capsideo viral na superficie
celular via a interagcdo da regido globular com um receptor celular, e variacdes

na haste flexivel e também nas regides globulares da fibra sdo caracteristicas
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dos diferentes sorotipos (Nicklin et al. Molecular Therapy 2005 12:384-393).
[0063] Vetores adenovirais podem ser usados para liberar sequéncias
de proteina ou de RNA desejadas, por exemplo sequéncias heterdlogas, para
expressao in vivo. Um vetor pode incluir qualquer elemento genético
incluindo DNA nu, um fago, transposon, cosmideo, epissoma, plasmideo, ou
um virus. Por “cassete de expressdao” (ou “minigene”) quer-se dizer a
combinacdo de um gene heterdlogo (transgene) selecionado e outros
elementos regulatérios necessérios para conduzir traducdo, transcri¢io e/ou
expressao do produto génico em uma célula hospedeira.

[0064] Tipicamente, um vetor adenoviral é planejado de modo que o
cassete de expressao esteja localizado em uma molécula de acido nucleico
que contém outras sequéncias adenovirais na regido nativa a um gene
adenoviral selecionada. O cassete de expressdo pode ser inserido em uma
regido génica existente para inativar a funcdo daquela regido, se desejado.
Alternativamente, o cassete de expressdo pode ser inserido no sitio de um
gene adenoviral parcial ou completamente deletado. Por exemplo, o cassete
de expressdo pode estar localizado no sitio de uma mutacdo, inser¢do ou
delecdo que torna ndo funcional pelo menos um gene de uma regido gendmica
selecionada do grupo consistindo em E1A, E1B, E2A, E2B, E3 e E4. O termo
“torna ndo funcional” significa que uma quantidade suficiente da regido
génica é removida ou diferentemente inativada, de modo que a regido gé€nica
ndo € mais capaz de produzir produtos funcionais da expressdo do gene. Se
desejado, a regido génica inteira pode ser removida (e adequadamente
substituida pelo cassete de expressdo). Adequadamente, genes El de
adenovirus sdo deletados e substituidos por um cassete de expressdao
consistindo no promotor escolhido, sequéncia de cDNA do gene de interesse e
um sinal poli-A, resultando em um virus recombinante defectivo em
replicacao.

[0065] Em uma modalidade, o transgene codificado pelo vetor
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adenoviral é uma sequéncia codificante de um produto que € util em biologia
e medicina, como proteinas terapéuticas ou imunogénicas, RNA, enzimas, ou
RNAs cataliticos. Moléculas de RNA desejaveis incluem tRNA, dsRNA,
RNA ribossdomico, RNAs cataliticos, aptameros de RNA, e RNAs antissenso.
Um exemplo de uma sequéncia de RNA util é uma sequéncia que extingue a
expressao de uma sequéncia de acido nucleico selecionada no animal tratado.
[0066] Dessa forma, em uma modalidade, a mistura ou composi¢ao
conforme descrita na presente invencao € para uso em tratamento profilatico
(portanto, imunogénico ou preventivo) ou terapéutico de um sujeito, como um
sujeito mamifero ou humano, dependendo do transgene codificado pelo vetor
adenoviral.

[0067] O transgene pode codificar um polipeptideo ou uma proteina
usado(a) para tratamento, por exemplo, de deficiéncias genéticas, como uma
vacina ou um agente terap€utico contra cancer, para inducdo de uma resposta
imune, e/ou para propositos de vacina profilatica. Como usada na presente
invencdo, inducdo de uma resposta imune refere-se a capacidade de uma
proteina, também conhecida como um “antigeno” ou “imundgeno”, para
induzir uma resposta imune humoral e/ou de célula-T a proteina.

[0068] Os 1munégenos expressados pelos vetores adenovirais
formulados conforme descritos na presente invencdo e que sdo Utels para
imunizar um ser humano ou um animal ndo humano contra outros patdgenos
incluem, por exemplo, bactérias, fungos, micro-organismos parasitas ou
parasitas multicelulares que infectam vertebrados humanos e nao humanos, ou
contra uma célula cancerosa ou uma célula tumoral. Por exemplo, os
imundgenos podem ser selecionados de uma variedade de familias virais.
[0069] Em uma modalidade, o imunégeno é de um filovirus, por
exemplo Ebola (espécies Zaire, Suddo, Reston, Budibugyo e Costa do
Marfim) ou Marburg. Tais antigenos podem ser derivados da glicoproteina

viral (transmembrana e/ou forma secretada) e/ou da nucleoproteina viral.
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Exemplos de tais vetores podem ser encontrados, inter alia, em
WO02011/130627.

[0070] Em outra modalidade, imun6genos podem ser selecionados
dentre virus respiratério como virus sincicial respiratorio (RSV, Respiratory
Syncytial Virus) e outros paramixovirus como metapneumovirus humano,
hMPV e virus da parainfluenza (PIV, Parainfluenza Virus). Os antigenos
adequados de RSV que sdo idtels como imundgenos para imunizar um ser
humano ou um animal ndo humano podem ser selecionados dentre: a proteina
de fusdo (F), a protefna de ligacdo (G), a proteina de matriz (M2) e a
nucleoproteina (N). Tais vetores sdo descritos em WO2012/089833 e
PCT/EP2016/063297. Em uma modalidade, o constructo ChAd155-RSV,
conforme revelado em PCT/EP2016/063297, ¢é considerado para as
composicoes e os métodos revelados.

[0071] Em outra modalidade, o imundgeno pode ser de um retrovirus,
por exemplo um lentivirus como o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV,
Human Immunodeficiency Virus). Em uma tal modalidade, os imundgenos
podem ser derivados das sequéncias de HIV-1 ou HIV-2, como para Gag, Pol,
Nef, Env, e outras. Tais vetores sao descritos, infer alia, em GB1510357.5 e
W02008/107370.

[0072] Em outra modalidade, o imundgeno pode ser de um Virus do
Papiloma Humano (HPV, Human Papilloma Virus). Em uma tal modalidade,
os imundgenos podem ser derivados de qualquer tipo de HPV e em particular
dos tipos de HPV que conhecidamente causam enfermidade ou doenca, por
exemplo tipos de HPV de alto risco causadores de canceres urogenitais
HPV16, HPV 18 e semelhantes.

[0073] Alternativa ou adicionalmente, uma sequéncia de transgene
pode incluir uma sequéncia repdrter, que sob expressdo produz um sinal
detectdvel. Tais sequéncias reporter incluem, sem limitacdo, sequéncias de

DNA codificantes de B-lactamase, f-galactosidase (LacZ), fosfatase alcalina,
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timidina-quinase, proteina fluorescente verde (GFP, Green Fluorescent
Protein), cloranfenicol-acetiltransferase (CAT), luciferase, proteinas ligadas a
membrana incluindo, por exemplo, CD2, CD4, CDS8, a proteina
hemaglutinina da influenza, e outras bem conhecidas na técnica, que sdo
reconhecidas por anticorpos de alta afinidade existentes ou que podem ser
produzidos por meios convencionais, € proteinas de fusdo compreendendo
uma proteina ligada a membrana apropriadamente fusionada a um dominio de
etiqueta antigénica (antigen tag domain) de, dentre outras, hemaglutinina ou
Myc. Estas sequéncias condificantes, quando associadas com elementos
regulatérios que conduzem a expressao delas, proveem sinais detectiveis por
meios convencionais, incluido ensaios enzimaticos, radiogréficos,
colorimétricos, de fluorescéncia ou outros ensaios espectrograficos, ensaios
de separacdo celular ativada por fluorescéncia e ensaios imunoldgicos,
incluindo ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA, Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), radioimunoensaio (RIA, RadiolmmunoAssay) e
imuno-histoquimica.

[0074] Adicionalmente ao transgene, o cassete de expressao também
pode incluir elementos de controle convencionais que estdo funcionalmente
ligados ao transgene em uma maneira que permite suas transcri¢do, tradugdo
e/ou expressdao em uma célula transfectada com o vetor adenoviral. Como
usadas na presente invencdo, sequéncias “funcionalmente ligadas” incluem
tanto sequéncias de controle de expressdo que sdo contiguas com o gene de
interesse quanto sequéncias de controle de expressao que atuam em frans ou a
uma distancia para controlar o gene de interesse.

[0075] As sequéncias de controle de expressao incluem as apropriadas
sequéncias de iniciacdo de transcri¢cdo, de terminacdo de transcricdo, de
promotor e de intensificador; os sinais de processamento eficiente de RNA
como sinais de encadeamento (splicing) e de poliadenilagdo (poli-A)

incluindo poli-A (poliadenilacdo) de beta-globina de coelho; sequéncias que
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estabilizam o mRNA citoplasmatico; sequéncias que intensificam a efici€ncia
de traducdo (por exemplo, sequéncia consenso Kozak); sequéncias que
intensificam a estabilidade de proteina; e quando desejadas, sequéncias que
intensificam a secre¢do do produto codificado. Dentre outras sequéncias,
podem ser usados introns quiméricos.

[0076] Um “promotor” é uma sequéncia de nucleotideos que permite
a ligacdo da RNA-polimerase e dirige a transcricdo de um gene. Tipicamente,
um promotor estd localizado na regido ndo codificante 5’ de um gene,
proximal ao sitio de iniciacdo transcricional do gene. Elementos de sequéncia
dentro de promotores que funcionam na iniciacdo da transcricdo sdo, com
frequéncia, distinguidos por sequéncias de nucleotideo consenso. Exemplos
de promotores incluem, mas ndo sdo limitados a, promotores de bactérias,
leveduras, plantas, virus, e mamiferos (incluindo humanos). Um grande
niimero de sequéncias de controle de expressdo, incluindo promotores, que
sdo internas, nativas, constitutivas, induziveis e/ou tecido-especificas, sdo
conhecidas na técnica e podem ser utilizadas.

[0077] Vetores adenovirais sdo gerados pela modificacio do
adenovirus de tipo selvagem para expressar genes heter6logos (transgenes)
e/ou deletar ou inativar sequéncias adenovirais indesejaveis. Vetores
adenovirais podem também ter competéncia de replicacdo alterada. Por
exemplo o vetor pode ser defectivo em replicacdo ou ter replicacdo limitada
de modo que ele tem uma capacidade reduzida para se replicar em células ndo
complementares, comparado com o virus de tipo selvagem. Este pode ser
produzido por mutacdo do virus por exemplo por delecdo de um gene
envolvido em replicacdo, por exemplo delecdo do gene Ela, Elb, E3 ou E4.
Tais modificagdes sdo conhecidas pela pessoa versada e sdo descritas na
técnica, por exemplo por Roy et al., Human Gene Therapy 15:519-530, 2004;
Colloca et al. (2012) Sci. Transl. Med. 4:1-9; Roy et al. (2004) Virol. 324:
361-372; ou WO 03/000283.
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[0078] Estes vetores sdo gerados usando técnicas conhecidas por
aquelas pessoas versadas na técnica. Tais técnicas incluem técnicas de
clonagem convencionais de cDNA como aqueles descritas em textos, uso de
sequéncias de oligonucleotideos sobrepostas dos genomas de adenovirus,
reacdo em cadeia da polimerase, e qualquer método conhecido que prové a
sequéncia de nucleotideos desejada. Métodos particularmente adequados
incluem métodos de recombinacdo homdloga padrdo como aqueles providos
em Colloca et al. (2012) Sci. Transl. Med. 4:1-9; Roy et al. (2004) Virol. 324
361-372; Roy et al. (2010) J. Gene Med. 13:17-25; e W0O2010/085984 ou
métodos de recombinacdo como descritos em Warming et al. Nuc. Acids Res.
(2005) 33:e36.

[0079] Os vetores adenovirais podem ser produzidos em qualquer
linhagem celular adequada na qual o virus é capaz de replicacdo. Em
particular, podem ser usadas linhagens celulares complementares que
proveem os fatores faltantes do vetor viral que resultam em suas
caracteristicas de replicacdo prejudicadas (como El). Sem limitacdo, uma tal
linhagem celular pode ser células HeLa (Numero de Acesso da ATCC de
CCL 2), A549 (Numero de Acesso da ATCC de CCL 185), HEK 293, KB
(CCL 17), Detroit (por exemplo, Detroit 510, CCL 72) e WI-38 (CCL 75),
dentre outras. Estas linhagens celulares estdo todas disponiveis junto a
“American Type Culture Collection”, 10801 University Boulevard, Manassas,
Virginia 20110-2209, EUA. Outras linhagens celulares parentais adequadas
podem ser obtidas de outras fontes, como células PER.C6™, conforme
representadas pelas células depositadas sob o nimero de acesso 96022940 da
ECACC, “European Collection of Animal Cell Cultures” (ECACC) no
“Centre for Applied Microbiology and Research” (CAMR, Reino Unido) ou
células Her 96 (Crucell).

[0080] Uma linhagem celular complementar particularmente é a

linhagem celular Procell92. A linhagem celular Procell92 € baseada em
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células HEK 293 que expressam os genes adenovirais El, transfectadas com o
repressor Tet sob o controle do promotor fosfoglicerato-quinase-1 humano
(PGK, PhosphoGlycerate Kinase-1), e o gene de resisténcia a G418 (Vitelli et
al. PLOS One (2013) 8(e55435):1-9). Procell92.S estd adaptado para
crescimento sob condicdes de suspensdo e € também titil para producdo de
vetores adenovirais expressores de proteinas toxicas
(www.okairos.com/e/inners.php?m=00084, dltimo acesso em 13 de Abril de
2015).

Dosagem e métodos de distribuicdo adenoviral

[0081] Uma mistura ou composicdo conforme descrita na presente
invencdo pode compreender um ou mais vetores recombinantes capazes de
inducdo de uma resposta imune, por exemplo uma resposta imune humoral
(por exemplo, anticorpo) e/ou mediada por célula (por exemplo, uma célula-T
citotéxica), contra um produto transgénico liberado pelo vetor apods
distribuicdo a um mamifero, adequadamente a um humano. Um adenovirus
recombinante pode compreender (adequadamente em qualquer uma de suas
delecdes de gene) um gene codificante de um imundgeno desejado e pode,
portanto, ser usado em uma vacina. O adenovirus recombinante pode ser
usado como vacinas profilaticas ou terapé€uticas contra qualquer patogeno
para o qual o(s) antigeno(s) crucial(ais) para indu¢do de uma resposta imune e
capazes de limitar a disseminagdo do patdégeno tém sido identificados e para o
qual o cDNA estd disponivel.

[0082] Portanto, em uma modalidade, a mistura e/ou composicao
descrita na presente inven¢ao € para uso em imunizac¢do de um sujeito, como
um sujeito humano. Os niveis de imunidade do gene selecionado podem ser
monitorados para determinar a necessidade, se houver, de imunizagdes
reforcadoras. Apds uma avaliacio de titulos de anticorpo no soro,
imunizacdes refor¢adoras opcionais podem ser desejadas.

[0083] Em uma modalidade, a mistura aquosa e/ou composi¢des
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(secadas por congelamento), descritas na presente inven¢do, podem ser
administradas a um mamifero, por exemplo um sujeito humano. Em
particular, aquelas misturas ou composi¢oes compreendendo vetor adenoviral
codificante de um transgene (isto € um vetor adenoviral recombinante) que €
uma proteina terap€utica ou imunogénica sdo consideradas para formulagdo
na mistura aquosa ou nas composicdes secadas por congelamento conforme
descritas na presente invencao.

[0084] Opcionalmente, uma mistura ou composi¢cdo da invencdo pode
ser formulada para conter outros componentes, incluindo, por exemplo,
outro(s) 1munogeno(s), por exemplo antigeno(s) polipeptidico(s), e/ou
adjuvantes. Um tal adjuvante pode ser administrado a uma primovacina de
DNA codificante de um antigeno para intensificar a resposta imune antigeno-
especifica comparada com a resposta imune gerada apds a primeira exposicao
ao antigeno (priming) com uma vacina de DNA codificante de apenas o
antigeno. Alternativamente, um tal adjuvante pode ser administrado com um
antigeno polipeptidico que é administrado em um regime de administragdo
envolvendo os vetores adenovirais da invengao.

[0085] Em algumas modalidades, a mistura ou composi¢ao, conforme
descrita na presente invengdo, € administrada a um sujeito por injecdo
intramuscular, administracdo intravaginal, injecdo intravenosa, 1nje¢ao
intraperitoneal, injecdo subcutanea, administracdo epicutinea, administracdao
intradérmica, administragdo nasal ou administracdo oral.

[0086] Se o regime terapéutico envolve coadministracio de um ou
mais vetores adenovirais e/ou de um outro componente, estes podem ser
coformulados (isto é na mesma mistura ou composi¢ao) ou cada um pode ser
formulado em composi¢des diferentes. Quando formulados separadamente,
sdo favoravelmente administrados colocalmente no ou proximo do mesmo
sitio. Por exemplo, os componentes podem ser administrados (por exemplo

mediante uma via de administracio selecionada dentre intramuscular,
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transdérmica, intradérmica, subcutinea) no mesmo lado ou na mesma
extremidade (administracdo “colateral”) ou nos lados opostos ou
extremidades opostas (“administracdo contralateral”).

[0087] As dosagens do vetor viral dependerdo principalmente de
fatores como a condi¢do sendo tratada, a idade, o peso e a satide do paciente,
e podem, por conseguinte, variar dentre os pacientes. Por exemplo, uma
dosagem veterindria ou humana adulta terapeuticamente eficaz do vetor viral
em geral contém 1x10° a 1x10" particulas virais, como de 1x10% a 1x10'?
(por exemplo, 1x108, 5x108, 1x10°, 5x10° 1x10'°, 2,5x10'°, 5x10'°, 1x10!!
5x10', 1x10'* particulas virais). Alternativamente, um vetor viral pode ser
administrado em uma dose que € tipicamente de 1x10° a 1x10' unidades
formadoras de placas (UFP), como 1x10° UFP, 5x10° UFP, 1x106 UFP,
5x10% UFP, 1x107 UFP, 5x10” UFP, 1x10® UFP, 5x10® UFP, 1x10° UFP,
5x10° UFP, ou 1x10'° UFP. As dosagens variardo dependendo do tamanho do
animal e da via de administracdo. Por exemplo, uma dosagem humana ou
veterindria adequada (para um animal de cerca de 80 kg) para injecdo
intramuscular estd na faixa de cerca de 1x10° a cerca de 5x10'* particulas
virais por mlL, para um sitio unico. Opcionalmente, sitios multiplos de
administracdo podem ser usados. Em outro exemplo, uma dosagem humana
ou veterindria adequada pode estar na faixa de cerca de x10' a cerca de
1x10" particulas virais para uma administra¢do oral.

[0088] O vetor adenoviral pode ser quantificado por Andlise via PCR
Quantitativa (Q-PCR, Quantitative PCR Analysis), por exemplo com
iniciadores e sonda planejados para a regido de promotor de CMV usando
curva padrao de diluicdo serial de DNA plasmidico contendo o genoma do
vetor com o cassete de expressdo incluindo o promotor de HCMV. O niimero
de copias na amostra de teste € determinado pelo método de anélise linhas
paralelas. Métodos alternativos para a quantificacdo de particula de vetor

podem ser HPLC analitica ou método espectrofotométrico baseado em
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absorbancia no comprimento de onda de 260 nm.

[0089] Uma quantidade imunologicamente eficaz de um 4cido
nucleico pode estar adequadamente entre 1 ng e 100 mg. Por exemplo, uma
quantidade adequada pode ser de 1 pg a 100 mg. Uma quantidade apropriada
do 4cido nucleico especifico (por exemplo, vetor) pode ser facilmente
determinada por aquelas pessoas versadas na técnica. Quantidades eficazes
exemplificadoras de um componente 4dcido nucleico podem estar entre 1 ng e
100 pg, como entre 1 ng e 1 pug (por exemplo, 100 ng a 1 pg), ou entre 1 uge
100 pug, como 10 ng, 50 ng, 100 ng, 150 ng, 200 ng, 250 ng, 500 ng, 750 ng,
ou 1 pg. Quantidades eficazes de um 4cido nucleico podem também incluir de
I ug a 500 pg, como entre 1 pg e 200 pg, como entre 10 e 100 pg, por
exemplo 1 pg, 2 ug, 5 ug, 10 ug, 20 ug, 50 ug, 75 ng, 100 pg, 150 pug, ou 200
pug. Alternativamente, uma quantidade eficaz exemplificadora de um acido
nucleico pode estar entre 100 pug e 1 mg, como de 100 ug a 500 pg, por
exemplo, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 250 pug, 300 pug, 400 pug, 500 pg, 600 ug,
700 pg, 800 ug, 900 ug ou 1 mg.

[0090] Em geral, uma dose humana estard contida em um volume
entre 0,3 mL e 2 mL. Portanto a mistura e/ou a composicdo, descrita na
presente invenc¢ao, pode ser formulada de modo que, apds a reconstitui¢do da
composicdo secada, seja administrado um volume de, por exemplo 0,3, 0,4,
0,5, 0,6, 1,0, 1,5 ou 2,0 mL de dose humana por componente imunogénico
individual ou componentes imunogénicos combinados.

[0091] Uma pessoa versada na técnica pode ajustar estas doses,
dependendo da via de administracdo e da aplicacdo de agente terapéutico ou
de vacina para a qual o vetor recombinante € utilizado. Os niveis de expressdo
do transgene, ou de um adjuvante, o nivel de anticorpo circulante, podem ser
monitorados para determinar a frequéncia de administracao de dosagem.
[0092] Se uma ou mais etapas de primeira exposi¢do ao antigeno

(priming) e/ou de refor¢o sdo usadas, esta etapa pode incluir uma dose tnica
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que € administrada por hora, por dia, por semana ou por més, ou por ano.
Como um exemplo, mamiferos podem receber uma ou duas doses contendo
entre cerca de 10 ug e cerca de 50 ng de plasmideo em carreador. A
quantidade ou o sitio de distribuicdo € desejavelmente selecionado(a) com
base na identidade e na condi¢do do mamifero.

[0093] Os niveis terapéuticos de, ou o nivel de resposta imune contra,
a proteina codificada pelo transgene selecionado pode(m) ser monitorado(s)
para determinar a necessidade, se houver, de imunizacdes reforcadoras. Apos
uma avaliacdo da resposta de célula-T CD8+, ou opcionalmente, de titulos de
anticorpo, no soro, imunizagdes reforcadoras opcionais podem ser desejadas.
Opcionalmente, o vetor adenoviral pode ser liberado em uma administracdo
Unica ou em vdrios regimes de combinagcdo, por exemplo, em combinagdo
com um regime ou curso de tratamento envolvendo outros ingredientes ativos
ou em um regime de primoimunizagao-imunizacao reforcadora.

[0094] Salvo indicagdo em contrario, “terapia” ou “terapéutico” pode
referir-se a qualquer uma de ou ambas terapia preventiva e terapia curativa.
[0095] A mistura aquosa ou composi¢do secada pode estar contida em
um frasco de vidro, quer siliconizado quer ndo siliconizado. Em uma
modalidade, a mistura aquosa ou composi¢ao secada é provida em um frasco
ndo siliconizado. A mistura aquosa adequada pode estar contida em um frasco
ndo siliconizado e ser secada por congelamento quando contida naquele
frasco.

[0096] A invengdo também prové um kit compreendendo dois
recipientes, cujo um primeiro recipiente compreende a composi¢ao
adenoviral, conforme descrita na presente inven¢do, e um segundo recipiente
compreende o liquido, conforme definido na presente invencdo, para
reconstitui¢cdo da composi¢do secada.

[0097] A invencdo também prové um método para liofilizacdo ou

secagem por congelamento de um liquido contendo um vetor adenoviral,
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como a mistura aquosa, conforme definida na presente invencao, para obter
uma composicdo secada por congelamento, conforme definida na presente
inven¢do, o método compreendendo uma etapa de recozimento. Liofilizacdo
ou secagem por congelamento habitualmente consiste em trés fases de
processo.

[0098] Na primeira fase do processo, € congelada uma mistura ou
solucdo predominantemente aquosa. Subsequentemente, a dgua € removida
primeiro por sublimagdo durante a secagem primaria. Na terceira fase, a dgua
ndo congelada € removida por difusdo e dessorcdo durante a secagem
secundaria. Os inventores também descobriram que a introdu¢do de uma
etapa de recozimento durante a fase de congelamento do ciclo de liofilizacao
tem uma influéncia positiva surpreendente sobre a estabilidade do vetor
adenoviral. Consequentemente, a invencdo também prové um método para
secagem por congelamento de um liquido contendo um vetor adenoviral,
como a mistura aquosa conforme descrita na presente invencdo, pelo qual a
etapa de congelamento do ciclo de secagem por congelamento compreende
uma etapa de recozimento.

[0099] A temperatura e o tempo de congelamento e de secagem
determinardo, no final, o teor de umidade da composicdo secada por
congelamento. Em uma modalidade, o teor de umidade da composi¢ao secada
por congelamento € de 1,4% (p/p) ou mais alto, por exemplo estéd entre 1,4 e
10% (p/p), entre 1,4 e 8% (p/p), entre 1,7 e 8% (p/p), entre 1,9 e 8% (p/p),
entre 1,4 e 5% (p/p), entre 1,7 e 5% (p/p), entre 1,9 e 5% (p/p), entre 1,4 e 3%
(p/p), entre 1,7 e 3% (p/p), ou entre 1,9 e 3% (p/p). Em uma modalidade
especifica, o teor de umidade da composi¢do secada por congelamento é de
1,7% (p/p) ou mais alto, 1,8% (p/p) ou mais alto, ou, 1,9% (p/p) ou mais alto.

[00100] Para o proposito de definir o método descrito, os seguintes
termos sdo usados como sao conhecidos na técnica. O termo “temperatura de

transicdo vitrea” ou “Tg” € a temperatura na qual um so6lido amorfo torna-se
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mole sob aquecimento ou quebradi¢co sob esfriamento. O termo “Tg’” refere-
se a temperatura de transicdo vitrea no estado congelado. O termo
“temperatura de colapso” ou “Tc” refere-se a temperatura na qual um material
amorfo amolece até o ponto que ele ndo pode mais manter sua prépria
estrutura. Os termos “secagem por congelamento” e “liofilizacao”, e, “secado
por congelamento” e “liofilizado™ sdo usados intercambiavelmente e referem-
se a0 mesmo processo de rapidamente congelar uma substidncia Umida,
seguido por desidratacdo sob pressao reduzida.

[00101] O termo “etapa de anelamento”, como usado na presente
invengdo, refere-se a uma etapa do método nos ciclos de secagem por
congelamento da composicdo, na qual durante a fase de congelamento, o
produto € mantido em uma temperatura de subesfriamento especificada
durante um periodo de tempo predeterminado. Como é conhecido pela pessoa
versada, o recozimento resultard no amadurecimento de Ostwald dos cristais
de gelo e na criococentracao da matriz amorfa. Tipicamente, a temperatura de
recozimento estd (muito pouco) acima da Tg’. Em uma modalidade, o
recozimento € executado a uma temperatura entre (Tg” + 0,5°C) e (Tg’ +
20°C), por exemplo a uma temperatura de -15°C£9°C ou -15°C£6°C, ou entre
(Tg” + 0,5°C) e (Tg’ + 10°C). Em qualquer caso, a temperatura de
recozimento deve estar entre a Tg e a temperatura de fusdo (Tm) durante o
recozimento. Em modalidades especificas, o recozimento é realizado a uma
temperatura entre -4°C e -24°C, alternativamente entre -4°C e -20°C,
alternativamente entre -4°C e -15°C, ou alternativamente entre -8°C e -15°C,
por exemplo a -10°C#0,5°C. O recozimento pode ser realizado durante o
congelamento do produto, isto € enquanto a amostra congelada estiver sendo
formada, desde que o produto seja congelado (estado s6lido) e em um estado
vitreo (abaixo de Tg’). Alternativamente, o recozimento € realizado apds o
congelamento do produto.

[00102] Em uma modalidade especifica, a temperatura de recozimento
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¢ de cerca de -10°C (por exemplo -10°C£1°C), mais em particular se a
mistura aquosa compreende sorbitol e trealose em uma razdo de sorbitol para
trealose entre 4/14 e 4/16,5.

[00103] Em uma modalidade, o produto € congelado (isto ¢é
temperatura do produto abaixo de Tg’) antes da etapa de recozimento. Em
uma modalidade, o congelamento € realizado pela exposicdo da amostra ou
mistura aquosa a uma temperatura de prateleira constante a uma temperatura
de congelamento que estd abaixo de Tg’. Em uma modalidade alternativa, o
produto pode ser congelado pela aplicacio de congelamento no modo de
temperatura de prateleira com rampa de temperatura (shelf-ramp), isto €
reducdo gradual da temperatura de prateleira para uma temperatura de
congelamento abaixo de Tg’. De acordo com as modalidades, a temperatura
de congelamento é uma temperatura abaixo de Tg” menos 5°C, abaixo de Tg’
menos 7,5°C, ou abaixo de Tg’ menos 10°C, como a ou abaixo de -50°C. De
acordo com uma modalidade, a temperatura do produto (isto € a temperatura
da amostra no secador por congelamento) no tempo que o ciclo de secagem
por congelamento € iniciado esta entre +2°C e +8°C.

[00104] Quando se aplica o congelamento no modo de temperatura de
prateleira com rampa de temperatura (shelf-ramp), a temperatura € reduzida a
uma velocidade de pelo menos 0,1°C/min, pelo menos 0,2°C/min, pelo menos
0,3°C/min ou pelo menos 0,5°C/min, e/ou uma velocidade de menos que
10°C/min, 7,5°C/min, 5°C/min ou menos que 3°C/min. Alternativamente, a
temperatura € reduzida a uma velocidade de 0,1 a 10°C/min, 0,1 a 5°C/min,
0,2 a 3°C/min, ou 0,3 a 1°C/min. De acordo com outras modalidades, a
temperatura de prateleira alcancada é mantida durante cerca de ou pelo menos
1 hora (ou 60 minutos).

[00105] Em uma outra modalidade, na situacdo na qual o produto é
congelado antes da aplicacdo da etapa de recozimento, apds o congelamento

inicial da amostra ou do produto, a temperatura de prateleira € aumentada
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para uma temperatura acima de Tg’ para iniciar a etapa de recozimento, como
para uma temperatura acima de Tg’ mais 0,5°C, acima de Tg’ mais 1°C,
acima de Tg’ mais 3°C, acima de Tg’ mais 5°C, acima de Tg’ mais 10°C ou
acima de Tg’ mais 20°C. Em qualquer caso, a temperatura ¢ mantida abaixo
de Tm durante o recozimento. Em uma modalidade, a temperatura é
aumentada a uma velocidade de pelo menos 0,1°C/min, pelo menos
0,2°C/min, pelo menos 0,3°C/min ou pelo menos 0,5°C/min, e/ou uma
velocidade de menos que 10°C/min, 7,5°C/min, 5°C/min ou menos que
3°C/min. Alternativamente, a temperatura € aumentada a uma velocidade de
0,1 a 10°C/min, 0,1 a 5°C/min, 0,2 a 3°C/min, ou 0,3 a 1°C/min. De acordo
com outras modalidades, a temperatura de recozimento ¢ mantida durante
pelo menos duas e/ou até quatro horas.

[00106] Em uma outra modalidade, apds a etapa de recozimento, a
temperatura de prateleira é reduzida para uma temperatura abaixo de Tg’
antes do inicio da secagem sob pressao reduzida, como para uma temperatura
abaixo de Tg’ menos 5°C, abaixo de Tg’ menos 7,5°C, ou abaixo de Tg’
menos 10°C, como a ou abaixo de -50°C. Em uma modalidade, para alcangar
isto, a temperatura € reduzida a uma velocidade de pelo menos 0,1°C/min,
pelo menos 0,2°C/min, pelo menos 0,3°C/min ou pelo menos 0,5°C/min, e/ou
uma velocidade de menos que 10°C/min, menos que 7,5°C/min, menos que
5°C/min ou menos que 3°C/min. Alternativamente, a temperatura é reduzida a
uma velocidade de 0,1 a 10°C/min, 0,1 a 5°C/min, 0,2 a 3°C/min, ou 0,3 a
1°C/min. De acordo com outras modalidades, a temperatura de prateleira
alcancada € mantida durante cerca de ou pelo menos 1 hora (ou 60 minutos).
[00107] A secagem sob pressdo reduzida, conforme considerada a
etapa b.ii do método de liofilizacdo, descrito na presente invencdo, serd
tipicamente realizada em duas fases, isto € secagem primdria e secagem
secunddria. Em uma modalidade, a etapa b.ii. do método incluira:

- etapa b.ii.1. para secagem primdria a uma temperatura abaixo
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da Tc do produto, e,

- etapa b.ii.2. para secagem secunddria a uma temperatura
acima da Tc do produto e abaixo da Tg do produto.
[00108] Em modalidades especificas, a secagem primdria das
composi¢des, descritas na presente invengdo, € realizada a -30°Cx5°C, a
secagem secunddria das composicdes, descritas na presente invencdo, ¢
realizada a 10°C£5°C, ou, a secagem primdria das composicdes, descritas na
presente invencdo, € realizada a -30°C£5°C e a secagem secunddria €
realizada a 10°Cx5°C.
[00109] Em modalidades especificas, quando secam-se por
congelamento as composi¢Oes, descritas na presente invencdo, as condi¢des
da secagem priméria sdo aplicadas durante 24 horas ou mais, entre 24 e 40
horas, ou, entre 30 e 40 horas.
[00110] Em uma outra modalidade, a secagem priméria € realizada a
uma pressao mais baixa que 9,0 Pa e/ou acima de 4,0 Pa. As condi¢des da
secagem primaria podem ser aplicadas durante até 24 horas ou mais.
[00111] Outra modalidade refere-se a temperatura de secagem
secunddria que € alcancada pela elevacdo da temperatura de prateleira a uma
velocidade de 0,1°C/min, pelo menos 0,2°C/min, pelo menos 0,3°C/min ou
pelo menos 0,5°C/min, e/ou uma velocidade de menos que 3°C/min, menos
que 2°C/min, ou menos que 1°C/min. Alternativamente, a temperatura de
secagem secunddria é alcancada pela elevacdo da temperatura de prateleira a
uma velocidade de 0,1 a 3°C/min, 0,2 a 2°C/min, ou 0,3 a 1°C/min. De
acordo com ainda uma outra modalidade, a temperatura de secagem
secunddria € pelo menos -10°C e/ou abaixo 30°C. Em uma modalidade
especifica, a temperatura de secagem secunddria para as composi¢oes
contendo sorbitol € de 25°C£5°C. Em uma modalidade alternativa, quando se
secam por congelamento as composicdes, descritas na presente invenc¢ao, a

temperatura de secagem secundéria € de 10°C£5°C.
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[00112] As condi¢des da secagem secundaria podem ser aplicadas
durante pelo menos ou durante cerca de trés horas, pelo menos cerca de
quatro horas, pelo menos cerca de cinco horas, ou, pelo menos, ou durante
cerca de seis horas.
[00113] As modalidades especificas da invencdo incluem:

modalidade 1: Uma composi¢do compreendendo (i) um vetor
adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (ii1) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de
NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 18% (p/v) de
trealose e (viii) 3,5% (p/v) de sorbitol.
[00114] Modalidade 2: Uma composi¢do compreendendo (i) um vetor
adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (ii1) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de
NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2% (p/v) de sacarose e (vii) 23% (p/v) de
trealose.
[00115] Modalidade 3: Uma composi¢do compreendendo (i) um vetor
adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (ii1) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de
NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 18% (p/v) de
trealose, (viii) 3,5% (p/v) de sorbitol e (ix) 0,02% (p/v) de TWEEN 8&0.
[00116] Modalidade 4: Uma composi¢do compreendendo (i) um vetor
adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (ii1) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de
NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 23% (p/v) de
trealose e (1x) 0,02% (p/v) de TWEEN 80.
[00117] Modalidade 5: Uma composicdo liofilizada ou secada por
congelamento compreendendo (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS,
(iili) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2%
(p/v) de sacarose, (vii) 18% (p/v) de trealose e (viii) 3,5% (p/v) de sorbitol.
[00118] Modalidade 6: Uma composicdo liofilizada ou secada por
congelamento compreendendo (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS,
(iili) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2%
(p/v) de sacarose e (vil) 23% (p/v) de trealose.
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[00119] Modalidade 7: Uma composi¢cdo liofilizada ou secada por
congelamento compreendendo (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS,
(iili) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2%
(p/v) de sacarose, (vil) 18% (p/v) de trealose, (viil) 3,5% (p/v) de sorbitol e
(ix) 0,02% (p/v) de TWEEN 80.

[00120] Modalidade 8: Uma composicdo liofilizada ou secada por
congelamento compreendendo (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS,
(iili) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2%
(p/v) de sacarose, (vil) 23% (p/v) de trealose e (ix) 0,02% (p/v) de TWEEN
80.

[00121] Modalidade 9: Uma composi¢ao consistindo essencialmente
em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina,
(iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 18%
(p/v) de trealose e (viii) 3,5% (p/v) de sorbitol.

[00122] Modalidade 10: Uma composicdo consistindo essencialmente
em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina,
(iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2% (p/v) de sacarose e (vii)
23% (p/v) de trealose.

[00123] Modalidade 11: Uma composicdo consistindo essencialmente
em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina,
(iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 18%
(p/v) de trealose, (viii) 3,5% (p/v) de sorbitol e (ix) 0,02% (p/v) de TWEEN
80.

[00124] Modalidade 12: Uma composicdo consistindo essencialmente
em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina,
(iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 23%
(p/v) de trealose e (ix) 0,02% (p/v) de TWEEN 8&0.

[00125] Modalidade 13: Uma composi¢ao liofilizada ou secada por

congelamento consistindo essencialmente em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10
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mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de
MgCl,, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vil) 18% (p/v) de trealose e (viii) 3,5%
(p/v) de sorbitol.

[00126] Modalidade 14: Uma composi¢ao liofilizada ou secada por
congelamento consistindo essencialmente em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10
mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de
MgCls, (vi) 2% (p/v) de sacarose e (vil) 23% (p/v) de trealose.

[00127] Modalidade 15: Uma composi¢ao liofilizada ou secada por
congelamento consistindo essencialmente em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10
mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de
MgCl,, (v1) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 18% (p/v) de trealose, (viil) 3,5% (p/v)
de sorbitol e (ix) 0,02% (p/v) de TWEEN 80.

[00128] Modalidade 16: Uma composicao liofilizada ou secada por
congelamento consistindo essencialmente em (i) um vetor adenoviral, (i1)
10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de
MgCl,, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vil) 23% (p/v) de trealose e (ix) 0,02%
(p/v) de TWEEN 80.

[00129] Modalidade 17: Uma composi¢do consistindo em (1) um vetor
adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de
NaCl, (v) 1 mM de MgCl, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 18% (p/v) de
trealose, (viii) 3,5% (p/v) de sorbitol e (ix) d4gua para injecao.

[00130] Modalidade 18: Uma composi¢do consistindo em (1) um vetor
adenoviral, (i) 10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de
NaCl, (v) 1 mM de MgCl, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 23% (p/v) de
trealose e (1x) dgua para injecao.

[00131] Modalidade 19: Uma composi¢do consistindo em (1) um vetor
adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de
NaCl, (v) 1 mM de MgCl, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 18% (p/v) de
trealose, (viii) 3,5% (p/v) de sorbitol, (ix) 0,02% (p/v) de TWEEN 80 e (ix)
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agua para injecao.

[00132] Modalidade 20: Uma composi¢do consistindo em (1) um vetor
adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS, (iii) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de
NaCl, (v) 1 mM de MgCl, (vi) 2% (p/v) de sacarose, (vii) 23% (p/v) de
trealose, (ix) 0,02% (p/v) de TWEEN 80 e (1x) 4gua para injecdo.

[00133] Modalidade 21: Uma composi¢ao liofilizada ou secada por
congelamento consistindo em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS,
(i11) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2%
(p/v) de sacarose, (vii) 18% (p/v) de trealose e (viii) 3,5% (p/v) de sorbitol.
[00134] Modalidade 22: Uma composi¢ao liofilizada ou secada por
congelamento consistindo em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS,
(i11) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2%
(p/v) de sacarose e (vil) 23% (p/v) de trealose.

[00135] Modalidade 23: Uma composi¢ao liofilizada ou secada por
congelamento consistindo em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS,
(i11) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2%
(p/v) de sacarose, (vii) 18% (p/v) de trealose, (viil) 3,5% (p/v) de sorbitol e
(ix) 0,02% (p/v) de TWEEN 80.

[00136] Modalidade 24: Uma composicao liofilizada ou secada por
congelamento consistindo em (1) um vetor adenoviral, (i1) 10 mM de TRIS,
(i11) 10 mM de Histidina, (iv) 5 mM de NaCl, (v) 1 mM de MgCl,, (vi) 2%
(p/v) de sacarose, (vil) 23% (p/v) de trealose e (ix) 0,02% (p/v) de TWEEN
80.

[00137] Modalidade 25: Uma composicio de qualquer uma das
Modalidades 1 a 24 na qual o vetor adenoviral € um adenovetor simiano,
como um adenovetor de chimpanzé. Particularmente um vetor adenoviral
selecionado dentre ChAd3, ChAd63, ChAd83, ChAd155, ChAd157, Pan 5,
Pan 6, Pan 7 ou Pan 9, ainda mais particularmente um vetor adenoviral €

selecionado dentre ChAd3, ChAd63, ChAd83, ChAd155, ChAd157, e
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PanAd3 e ainda muito mais particularmente o vetor adenoviral € ChAd155.
[00138] A presente invencdo serd agora adicionalmente descrita por
meio dos seguintes exemplos ndo limitadores.

EXEMPLOS

Exemplo 1 - Avaliacao do efeito do sorbitol e comparacao entre trealose e

sacarose
[00139] Os objetivos do experimento foram avaliar o efeito do sorbitol
sobre o adenovirus durante a secagem por congelamento, e avaliar a
influéncia da substituicdo da carga de trealose total por sacarose. O vetor
ChAd155 usado no experimento codifica uma proteina de virus sincicial
respiratorio (ChAd155-RSV) e € descrito em PCT/EP2016/063297. As
particulas de ChAd155 foram formuladas em uma mistura aquosa
compreendendo, ainda, os excipientes Tris 10 mM - Histidina 10 mM -
MgCl,.6H>O 1 mM - Tween 80 0,02% (p/v) - NaCl 5 mM - Trealose ou
Sacarose 23% (p/v) — Sorbitol 2% (p/v). A concentracdo de actlicar foi
calculada para alcancar a osmolalidade maxima permitida para injecdo
pediatrica, isto ¢ 900 mOsm/kg. A concentracdo das particulas virais foi de
1,1x10"" pU/mL. Esta composi¢do foi calculada para ser obtida apds a
reconstituicdo do material secado por congelamento com 0,625 mL de dgua
para injecao em frascos de vidro ndo siliconizados cheios com 0,5ml.£0,02
mL. Entdo os frascos foram parcialmente vedados com uma tampa de
borracha bromobutilica “Helvoet FM460” inserida na posi¢do de secagem por
congelamento (parcialmente inserida para permitir que vapor de 4gua
escapasse durante o ciclo de secagem por congelamento).
[00140] O ciclo de secagem por congelamento usado compreendeu as
seguintes etapas (conforme mostradas na Figura 1):

1. Congelamento:

o A temperatura de prateleira foi ajustada a -52°C. Os frascos

cheios foram carregados para dentro do secador por congelamento quando a
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temperatura de prateleira estava a ou abaixo de -45°C. As amostras foram
entdo esfriadas a -52°C durante um minimo de uma hora.
[00141] 2. Etapa de recozimento:

o A temperatura de prateleira foi elevada para alcancar a

temperatura de recozimento-alvo (-10°C) em uma hora.

[00142] o A temperatura de recozimento foi mantida durante duas
horas.
[00143] o A temperatura de prateleira foi reduzida de novo de -10°C

para -50°C no curso de uma hora.

[00144] o O produto foi mantido a -50°C durante pelo menos uma
hora.
[00145] 3. Secagem primaria:

o A pressdo da camara foi ajustada a 8,0 Pa e a temperatura
de prateleira foi elevada de -50°C para -25°C durante trés horas. A
temperatura de prateleira e a pressdo da cAmara foram mantidas durante 24
horas.
[00146] 4. Secagem secundaria:

o A temperatura de prateleira foi elevada de - 25°C para
+10°C durante seis horas, enquanto que a pressdo da camara foi reduzida a
4,0 Pa. Quando a temperatura de prateleira alcangou +10°C, estas condi¢Oes
foram mantidas durante horas.
[00147] No final do ciclo de secagem por congelamento, a cAmara foi
cheia com nitrogénio seco até que fosse alcangada uma pressao da camara de
82,5 kPa, e entdo as tampas foram completamente inseridas nos frascos
(tampadura de vedacdo). Quando a tampadura de vedacdo foi completada, a
pressdo da camara foi equilibrada para a pressao atmosférica para descarga. A
temperatura da camara foi mantida a de +2 a +8°C até que os frascos fossem
descarregados. Os frascos foram entdo descarregados e lacrados com tampas

de aluminio flip-off.
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[00148] Os resultados deste experimento sdo apresentados na tabela
abaixo:

Duas amostras de ChAd155 bulk purificado, diluidas para
alcancar a concentracdo de vacina reconstituida, foram usadas antes e apds o
tratamento durante 30 minutos a 60°C como controle positivo (controle bulk

purificado fresco) e controle negativo (controle bulk purificado degradado)

respectivamente.
Descricdo da Temperatura de; Umidade | PicoGreen® - ; Infectividade de} Recuperacdo
amostra transicdo vitrea residual (%) } DNA livre (%) HEXON por AEX-HPLC
(°C) — (Figura normalizada (%) (%)
2) — (Figura 3)
1 Trealose 23% 44.4 3,2 5,3 72,1 71,3
2 Sacarose 23% 21,2 5,4 9,5 63,5 61,7
3 Trealose 23 +
Sorbitol 2% 40,0 4,2 3,6 94,3 77,0
4 {Sacarose 23% +
Sorbitol 2% 5,3 7,1 2,6 72,6 82,0
5 Controle bulk
purificado / / 0,0 100,0 102,9
fresco
6 Controle bulk
purificado / / 100,0 0,0 5,6
degradado
[00149] O ensaio PicoGreen® mede a degradacao das particulas virais.

O reagente “Quant-iT™ PicoGreen dsDNA” € um corante de dcido nucleico
fluorescente ultrassensivel para quantificacio de DNA de fita dupla em
solucdo.

[00150] A infectividade de HEXON das particulas adenovirais ¢
medida via detec¢ao por citometria de fluxo de células coradas para a proteina
capsidica hexon de adenovirus. A concentracdo de unidades de particulas
adenovirais € também medida usando um sistema de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia por Troca Anibonica (AEX-HPLC, Anion Exchange - High
Performance Liquid Chromatography) acoplado a um detector de
fluorescéncia e usando um padrdo de adenovirus comercial como referéncia.
Os sistemas cromatograficos usados foram “Dionex Ultimate 3000” e
“Waters Acquity UPLC Biocompatible” (classe-H).

[00151] As composi¢des contendo trealose mostraram um aumento da
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temperatura de transicdo vitrea induzindo uma melhor estabilidade em
armazenamento do produto em alta temperatura. Também, a infectividade
aumentou (10-20%) nas formulacdes contendo trealose comparadas com as
formulacdes contendo sacarose.

[00152] Para as formulacdes contendo sorbitol, foi observado que a
presenca de sorbitol resultou em um decréscimo da temperatura de transicao
vitrea (Tg), o que pdde influenciar a aparéncia do bolo resultante. Conforme
ilustrado na Figura 3, a infectividade melhorou em 10-20% para as
composicdes contendo sorbitol.

Exemplo 2 - Determinacdo de DOE estatistico para a formulacio
contendo trealose, sorbitol e NaCl

[00153] O objetivo do experimento foi avaliar varias faixas de
concentracdo de trealose, sorbitol e NaCl para determinar as condi¢cdes Gtimas
para o candidato adenovirus secado por congelamento. O adenovirus usado
foi ChAdI155-RSV. O efeito protetor de trealose e sorbitol conforme
observado no Exemplo 1 foi adicionalmente avaliado juntamente com a
influéncia do NaCl.

[00154] As particulas de ChAd155-RSV foram formuladas em uma
mistura aquosa compreendendo, adicionalmente, os excipientes Tris 10 mM -
Histidina 10 mM - MgClL,.6H,O ImM - Tween 80 0,02% (p/v) - NaCl
(varidvel: 5, 25 ou 45 mM) — Trealose (14, 18,5 ou 23% (v/p)) — Sorbitol (0, 2
ou 4% (v/p) ). A concentragdo das particulas virais avaliada foi de 1,1x10!!
pU/mL. As composicdes foram calculadas para serem alcancadas apds a
reconstituicdo da composicdo secada por congelamento com 0,625 mL de
agua para injecao em frascos de vidro do tipo ndo siliconizado cheios com
0,5mL+0,02mL. Entdo os frascos foram parcialmente vedados com uma
tampa de borracha bromobutilica “Helvoet FM460” inserida na posicao de
secagem por congelamento (parcialmente inserida para permitir que o vapor

de 4gua escapasse durante o ciclo de secagem por congelamento).
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[00155] As seguintes composi¢coes foram testadas:

- amostra 1: trealose (T) 18,5% (v/p) - sorbitol (S) 0% (v/p)
NaCl (N) 25 mM

-amostra2: T 14% - S 0% - N 5 mM

-amostra3: T 18,5% - S 4% - N 25 mM

-amostra4: T 18,5% - S 2% - N 25 mM

-amostra 5: T 23% - S 0% - N 5 mM

- amostra 6: T 23% - S 4% - N 45 mM

-amostra7: T 18,5% - S 2% - N 25 mM

-amostra 8: T 14% - S 4% - N 5 mM

-amostra9: T 23% - S 0% - N 45 mM

- amostra 10: T 14% - S 2% - N 25 mM

-amostra 11: T 18,5% -S 2% - N 5 mM

-amostra 12: T 14% - S 0% - N 45 mM

-amostra 13: T 18,5% - S 2% - N 25 mM

- amostra 14: T 14% - S 4% - N 45 mM

- amostra 15: T 23% - S 2% - N 25 mM

-amostra 16: T 18,5% - S 2% - N 45 mM

-amostra 17: T 23% - S 4% - N 5 mM

- amostra 18: controle bulk purificado fresco

- amostra 19: controle bulk purificado degradado
[00156] Duas amostras de ChAd155 bulk purificado, diluidas para
alcancar a concentracdo de vacina reconstituida, foram usadas antes e apds o
tratamento durante 30 minutos a 60°C como controle positivo (controle bulk
purificado fresco) e controle negativo (controle bulk purificado degradado)
respectivamente.
[00157] O ciclo de secagem por congelamento usado compreendeu as
seguintes etapas (conforme mostrado na Figura 4):

1. Congelamento:
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o A temperatura de prateleira foi ajustada a -52°C. Os frascos
cheios foram carregados para dentro do secador por congelamento quando a
temperatura de prateleira estava a ou abaixo de -45°C. As amostras foram
entdo esfriadas a -52°C durante um minimo de uma hora.
[00158] 2. Etapa de recozimento:

o A temperatura de prateleira foi elevada para alcancar a

temperatura de recozimento-alvo (-10°C) em uma hora.

[00159] o A temperatura de recozimento foi mantida durante duas
horas.
[00160] o A temperatura de prateleira foi reduzida de novo de -10°C

para -50°C no curso de uma hora.

[00161] o O produto foi mantido a -50°C durante pelo menos uma
hora.
[00162] 3. Secagem primaria:

o A pressdo da camara foi ajustada a 8,0 Pa e a temperatura
de prateleira foi elevada de -50°C para -30°C durante trés horas. A
temperatura de prateleira e a pressdo da cAmara foram mantidas durante 24
horas.
[00163] 4. Secagem secundaria:

o A temperatura de prateleira foi elevada de -25°C para
+10°C durante seis horas, enquanto que a pressdo da camara foi reduzida a
4,0 Pa. Quando a temperatura de prateleira alcangou +10°C, estas condi¢Oes
foram mantidas durante horas.
[00164] No final do ciclo de secagem por congelamento, a cAmara foi
cheia com nitrogénio seco até que fosse alcangada uma pressao da camara de
82,5 kPa, e entdo as tampas foram completamente inseridas nos frascos
(tampadura). Quando a tampadura foi completada, a pressdo da camara foi
equilibrada para a pressdo atmosférica para descarga. A temperatura da

camara fol mantida a de +2 a +8°C até que os frascos fossem descarregados.
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Os frascos foram entdo descarregados e lacrados com tampas de aluminio

flip-off.
[00165] Todas as amostras foram analisadas no instante de tempo TO e

apds armazenamento durante uma semana a +4°C, +25°C (T1W25) ou

+30°C.
[00166] Os resultados deste experimento sdo apresentados na tabela
abaixo:
TemperaturyUmidad; Osmolalida } PicoGreen® - {Infectividade; Recuperacdo por | qPCR
ade e de DNA livre (%)i de HEXON ¢ AEX-HPLC (%) (gE/mL)
transicdo ‘residuali (mOsm/kg)y (Figura 8) {normalizada (Figura 10)
vitrea (°C)\ (%) | (Figura7) (%) (Figura
(Figura 5) \(Figura 9)
0)
Instante TO TO TO TO {TIW25§{ TO {TIW2{ TO (por { TIW25 TO
de 5 {DIONEX); (por
tempo classe-H)
1
! 75,9 2,4 676 17,01 19,8 40,6 47,7 36,2 18,4 1’051)(10
2 1,10
81,0 1,9 497 13,9 18,9 (37,9 40,0 242 37,5 <1011
3 1,13
23,4 3,5 923 3,3 43 156,41 719 70,9 72,4 <1011
4 1,10
427 1,8 811 7,9 + 24,7 {61,11 26,4 60,0 335 <101
> 68,7 2,8 786 7,5+ 10,4 156,11 36,2 50,1 57,9 xll’?)?l
6 1,14
21,4 4,7 1131 3,2 6,5 i83,0% 50,2 60,6 65,2 <101
7 1,14
41,4 2,2 801 8,8 i 21,1 164,51 35,7 55,2 36,0 <101
8 20,1 3,5 737 2,0 0,1 {106,6; 90,1 76,0 92,7 xll’%)?l
? 71,2 2,9 876 14,77 19,1 {684} 36,9 37,0 43,2 );91’5(5)?0
10 41,4 2,0 650 11,5 28,6 {77,3% 20,1 52,2 27,2 xll,%)?l
11 1,12
43,2 2,7 764 44+ 11,3 189,61 50,0 57,0 47,5 <101
2V 600 | 27 573 12831 307 1397 2471 212+ 244 | LD
13 422 2,3 795 89 1 23,1 180,2§ 28,7 48,4 34,2 Xll’glll
14 17 | 35 816 1521 01 18751831 618 | 897 );91’?)?0
50 390 | 37 041 1561 157 18541327\ 543 | 4718 Xl{?)i
16 41,1 2,0 847 12,01 28,5 61,6 21,2 40,5 27,8 );91’%)?0
17 28,7 39 1035 1,3 43 {79,5% 549 56,5 75,7 );91’?)?0
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18 / / / 0,0 100,0 1064 | 1038 | 92
x10
19 1,59
/ / / 100,0 0,0 6,0 8.3 o
[00167] O ensaio PicoGreen® e infectividade de HEXON foram

conforme descrito no Exemplo 1. PCR Quantitativa (qPCR), conforme
descrita na presente invencdo, permite que se determine o teor de virus. O
teste reconhece o promotor de hCMV presente no adenovirus. A amostra de
DNA fo1 extraida com “Quiagen QIAmp 96 DNA Blood”. Os resultados sao
expressados como equivalentes de genoma por mililitro (gE/mL). Os
melhores resultados consideram os parametros totais (por exemplo o valor de
PicoGreen® no nivel mais baixo, a infectividade e o teor por HPLC no nivel
mais alto, osmolalidade menor que 900 mOsm/kg), foram alcancados com as
composicdes compreendendo 14 a 18,5% de trealose, 4% de sorbitol e NaCl <
25 mM.
[00168] ApOs uma andlise estatistica, as seguintes composicoes
otimizadas foram identificadas com base em diferentes conjuntos de
restricoes de parametros (consulte a Figura 11 para representacdo gréfica 1 de
design de experimentos (DOE)):

- Nao considerando restricdes com respeito a Tg, a melhor
candidata seria Trealose = 14% / Sorbitol = 4% / NaCl= 5 mM.
[00169] - Considerando que a Tg deveria ser >25°C, as melhores
candidatas seriam Trealose = 14% - 16% / Sorbitol = 3% / NaCl= 5 mM.
[00170] Para as composi¢Oes nas quais o teor mais alto de trealose é
desejdvel, as seguintes composi¢oes otimizadas foram identificadas (consulte
a Figura 12 para representacdo grafica 2 de DOE):

- trealose = 22%, sorbitol = 2% e NaCl = 5 mM.
[00171] O efeito do teor de sorbitol sobre a Tg da composi¢cdo secada
por congelamento influenciou a aparéncia do bolo resultante e a estabilidade
da particula adenoviral armazenada no mesmo. O decréscimo da temperatura

de transicdo vitrea das candidatas incluindo sorbitol na composicao delas
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resultou em aparéncia insatisfatoria do bolo (fusdo/colapso) apds uma semana
a +25°C e +30°C. Foi observado que a temperatura de transicdo vitrea
reduzida foi diretamente correlacionada com o teor de umidade (umidade
residual) medido no bolo apds a etapa de secagem por congelamento.
Entretanto, surpreendentemente, ao mesmo tempo foi observado que as
amostras com teor de umidade mais alto (medido por titulacdo de Karl Fisher)
mantiveram melhor a infectividade da particula adenoviral apds o
armazenamento. N3o obstante a aparéncia fundida dos bolos, a infectividade
permaneceu mais alta, desde que fosse mantido um teor de umidade minimo
de pelo menos 1,8% p/p.

Exemplo 3 — DOE estatistico para a formulacao de trealose/sorbitol/NaCl
[00172] Os resultados do Exemplo 2 confirmaram as faixas 6timas para
Trealose (14 - 16%), Sorbitol (3 - 4%) e NaCl (5 mm).

[00173] Outras composi¢coes foram testadas para complementar os
dados do Exemplo 2 usando o mesmo ChAd155-RSV. Para as composicoes
avaliadas, a molaridade de NaCl foi fixada em 5 mM. Os teores de trealose e

de sacarose foram variados como segue:

Composicdo Trealose Sacarose
1 14% 3%
2 14% 4%
3 16% 3%
4 16% 3,5%
5 16% 4%
6 18% 3%
7 18% 4%
8* 20% 3,5%
* Osmolalidade resultante de 910 mOsm/kg
[00174] Duas amostras de ChAd155 bulk purificado diluidas para

alcancar a concentragdo de vacina reconstituida foram usadas antes e apds o
tratamento durante 30 minutos a 60°C como controles positivo € negativo
respectivamente.

[00175] Também o ciclo de secagem por congelamento foi avaliado
com o propoésito de melhorar a estabilidade da aparéncia do bolo apds o

armazenamento (especialmente a +25°C (temperatura ambiente) com a
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finalidade de incluir o tempo para reconstituicdo e administracdo ao paciente
apds o armazenamento a temperatura fria).
[00176] No Exemplo 2, foi determinado que a influéncia da Tg
decrescida na presenca de sorbitol esta diretamente correlacionada com o teor
de umidade (umidade residual) medido no bolo apds a etapa de secagem por
congelamento. Embora os dados mostrassem que o teor de umidade teve um
efeito protetor sobre a infectividade de adenovirus sob estabilidade, a
aparéncia insatisfatoria dos bolos (aspecto fundido) € indesejavel. Para aquele
proposito, o ciclo de secagem por congelamento ou liofilizacdo foi
adicionalmente otimizado como segue:

- ciclo de liofilizagdo (1): fase de secagem primdria mais longa
(+10h) foi usada em combinacdo com a mais alta temperatura de secagem
secunddria ( +25°C) (consulte a Figura 13).
[00177] - ciclo de liofilizagdo (2): fase de secagem primdria mais longa
(+10h) foi usada em combinacdo com a temperatura de secagem secunddria
de +10°C (consulte a Figura 14).
[00178] Os produtos secados por congelamento foram avaliados no
instante de tempo TO e apds a estabilidade de uma semana (W) a +4°C

(T1W4), +25°C (T1W25) e +30°C (T1W30).

[00179] Os resultados deste experimento sdo apresentados nas tabelas
abaixo:
Leituras Tg (°C)| Umidade | Osmolalidade | Infectividade de Teste PicoGreen® (%
residual (mOsm/kg) Hexon (% normalizada) — Figura 15
(%) normalizada) —
Figura 16
Ciclo de TO TO | TIW4 | TIW2S
liofilizacdo
1 2) 34,5 2,9 676 93 4 5 4
(48] 52,7 0,9 661 114 6 5 8
5 2) 19,6 4,0 726 99 2 2 1
(48] 43,4 1,3 747 110 3 3 7
3 2) 31,3 3,3 727 92 3 4 10
1) 56,3 0,9 760 85 5 5 7
4 2) 27,2 5,0 761 82 1 2 0
(48] 50,3 1,1 764 104 3 6
5 2) 23,7 4,1 796 82 3 2 1
(48] 49.9 0,9 829 99 3 3 6
6 2) 44.0 2,7 802 94 5 3 11
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a 56,5 0,8 813 109 4 3 6
- 2) 26,3 3,7 882 93 2 2 7
a 50,6 0,9 889 126 2 2 5
8 2 31,7 3,9 906 107 3 3 9
(€)) 54,1 0,9 919 98 3 2 5
Controle positivo / / / 100 0
Controle / / / 0 100
negativo
Leituras Teor por AEX-HPLC (recuperacdo | Infectividade | Razdo de teor por HPLC /
%) — Figura 17 CCID50 (log)|Infectividade CCID50 — Figura
18
Ciclo de TO TIW4 | TIW25
liofilizacdo
1 2) 68 78 79 / /
(€)) 64 75 65 / /
5 2) 79 89 94 9,0 87,4
(€)) 74 80 69 / /
3 2) 77 84 60 / /
(48] 63 68 62 / /
4 2) 81 89 95 9,2 54,3
1 71 79 65 / /
5 2) 76 87 91 9,1 70,5
(€)) 69 78 63 / /
6 2) 68 79 45 / /
(€)) 64 78 64 / /
- 2) 76 85 68 8,7 166
1 70 82 71 / /
8 2) 72 83 61 8,4 317
1 71 70 77 / /
Controle positivo 102 118 9,2 70,5
Controle 12 8 <30 13730000
negativo
[00180] O ensaio PicoGreen®, a infectividade de HEXON e teor por

AEX-HPLC foram conforme descrito no Exemplo 1. A infectividade CCIDS50
¢ uma medida do titulo de adenovirus. A Dose 50% Infecciosa em Cultura
Celular (CCID50) é um ensaio de diluicdo de ponto final que quantifica a
quantidade de virus requerida para produzir um efeito citopético em 50% das
células em um determinado volume. No presente exemplo, o titulo €
expressado em uma escala de log 10 (Log CCID50/mL). E medido pela
inoculacdo de amostras de diluicdo seriada em células indicadoras. Apds o
tempo de incubacdo (7 dias a 37°C para adenovirus) a proteina hexon de
adenovirus fol imunocorada e os resultados foram determinados
microscopicamente.

[00181] Os melhores resultados considerando-se todos os parametros

(por exemplo valor de PicoGreen® no nivel mais baixo, infectividade e teor
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por HPLC no nivel mais alto, osmolalidade menor que 900 mOsm/kg) foram
alcancados usando o ciclo de secagem por congelamento 2. Composi¢ao 2
(Trealose 14% - Sorbitol 4%), Composicdo 4 (Trealose 16% - Sorbitol 3,5%)
e Composicdo 5 (Trealose 16% - Sorbitol 4%) apresentaram o melhor
desempenho em todos os pardmetros.

Exemplo 4 — Estabilidade de adenovirus liofilizado

[00182] Estudos de estabilidade das composicdes liofilizadas foram
realizados durante o curso de cinco meses a 25°C ou de sete meses a 15°C.
Extrapolacdo dos dados de tempo real para trés anos foi também realizada
usando modelos estatisticos baseados na suposicdo de que a degradagdo
seguiria um perfil similar. Dois modelos de estabilidade foram usados para
extrapolar o teor viral, medido por HPLC e a infectividade, medida por
separacdo de células ativadas por fluorescéncia (FACS, Fluorescent Activated

Cell Sorting), expressada em Unidades Internacionais (UI). (1) Modelo

Linear: ¥ = a;+ay X Tempo, (2) Modelo de Decaimento de Primeira

5
14

EmPS

e (2) Decaimento de Primeira Ordem (com

rad

ks . K
=, HNede

Ordem: i

S = g& + ﬁﬁ w gfpxTempo

assintota): ¥ . Ambos os dados medidos e extrapolados

sao mostrados na seguinte tabela.

Temperatura Formulagdo Perda medida na secagem Extrapolacdo
da secagem por congelamento (HPLC) (3 anos)
secunddria

Modelo Modelo de
Linear Decaimento de
Primeira Ordem

15°C Trealose 18% + Sorbitol 3,5% -27% (-28%) (-6%)

(7 meses) Trealose 23% -43% +4% (-3%)

25°C Trealose18% + Sorbitol 3,5% -32% (-19%) (-13%)

(5 meses) Trealose 23% -48% (-21%) (-4%)
[00183] A secagem secunddria a 15°C resultou em maior estabilidade,

conforme medida em perda de adenovirus, do que a secagem secunddiria a
25°C. Foram observados dois perfis, conforme mostrados nas Figuras 18 e 19.
A Figura 18 mostra a estabilidade de adenovirus formulado com quer 18% de
trealose + 3,5% de sorbitol quer 23% de trealose a 4°C durante 200 dias, a

uma temperatura de secagem secundaria de 15°C. A Figura 19 mostra a
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estabilidade de adenovirus formulado com quer 18% de trealose + 3,5% de
sorbitol quer 23% de trealose a 4°C durante o curso de 200 dias, a uma
temperatura de secagem secundaria de 25°C.
[00184] Conforme mostrado nas Figuras 18 e 19, uma concentracdo de
23% de trealose resultou em uma perda relativamente mais alta
(aproximadamente 45%) do que uma concentragcao de 18% de trealose + 3,5%
de sorbitol sob secagem por congelamento, com pouca perda subsequente a
4°C no decorrer do tempo. Em contraste, 18% de trealose + 3,5% de sorbitol
resultou em uma perda de vetor adenoviral de apenas aproximadamente 30%.
Exemplo 5 — Estabilidade fisica de adenovirus liofilizado
[00185] Foi examinado o efeito de estresse mecanico, estresse de
vibragdo repetida decorrente do transporte rodovidrio e/ou aéreo, sobre a
estabilidade das composicdes liofilizadas. Mais particularmente, a
estabilidade fisica das composi¢cdes no estado liofilizado foi testada apods
exposicado ao estresse de sacudida.
[00186] Duas formulacdes foram preparadas, conforme previamente
descrito, e testadas:

(1) Sacarose 18% + Sorbitol 3,5%

(2) Trealose 23%
[00187] Para cada condicdo de teste, dez frascos de vidro, quer
siliconizados quer ndo siliconizados, contendo composicdes liofilizadas,
foram presos com fita horizontalmente dentro de um recipiente, isolado, de
peso leve (Sofribox) a 4°C. Trés réplicas foram usadas para cada teste. As
amostras foram sacudidas vigorosamente durante duas horas no ‘Nivel 2’
seguido por mais duas horas no ‘Nivel 1’ usando um Sistema de Teste de
Vibracdo “Lansmont Model 1000”. O design experimental é pretendido para
replicar o estresse de vibracdo encontrado durante duas horas de transporte
rodovidrio e duas horas de transporte aéreo, respectivamente.

[00188] Supde-se que a vibragdo gradualmente fragmenta o bolo em
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um p6 dependendo da composicdo do bolo, e das intensidade e duracdo da
vibragdo. A integridade fisica das composicdes liofilizadas foi determinada
por andlise visual usando “Axiovision” (CQR & Photo) nos tempos de 0, 2
horas e 4 horas (Figuras 20 e 21).

[00189] A Figura 20 mostra a propor¢cdo de amostras liofilizadas que
permaneceram com aspecto intacto (O), com aspecto rachado (+) ou com
aspecto fragmentado (X) apds um transporte simulado de duas horas via
transporte rodoviério e de duas horas via transporte aéreo. A formulacdo com
18% de trealose + 3,5% de sorbitol resultou em composicdes liofilizadas que
foram menos afetadas pelo estresse vibracional do que as formula¢des com
23% de trealose. Uma temperatura de dessecacdo secunddaria de 15°C também
resultou em composi¢oes liofilizadas que foram menos afetadas pelo estresse
vibracional durante o transporte. A formulacdo com 18% de trealose +3,5%
de sorbitol, com temperatura de secagem secundéria de 15°C e o uso de
frascos siliconizados resultou nas melhores condi¢des para manter intactos os
bolos liofilizados.

[00190] A Figura 21 mostra a consisténcia de amostras liofilizadas que
permaneceram com consisténcia nao pulverulenta (O), com consisténcia
muito pouco pulverulenta (+) ou com consisténcia muito pulverulenta (X)
ap6s um transporte simulado de duas horas de transporte rodoviario e de duas
horas de transporte aéreo. A formulacdo com 18% de trealose + 3,5% de
sorbitol resultou em composi¢des liofilizadas que foram menos afetadas pelo
estresse vibracional do que as formulagdes com 23% de trealose. Uma
temperatura de dessecacdo secundaria de 15°C também resultou em
composic¢des liofilizadas que foram menos afetadas pelo estresse vibracional
durante o transporte. Quando formulado com 18% de trealose + 3,5% de
sorbitol a temperatura de secagem secundaria de 15°C, resultou em
consisténcia menos pulverulenta do que a temperatura de secagem secundéria

de 25°C.
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REIVINDICACOES

1. Composic¢do, caracterizada pelo fato de que compreende um

vetor adenoviral, sorbitol e um agicar amorfo selecionado dentre trealose,
sacarose, manose, manitol, rafinose, dextrana, e combina¢des dos mesmos.

2. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que ser uma composi¢ao secada por congelamento.
3. Composi¢do de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de que a razdo de sorbitol para o agicar amorfo €

menor que 4/14.
4. Composi¢ado de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a razdo de sorbitol

para o acucar amorfo esté entre 4/14 e 3/18, ou entre 4/14 e 3,5/16.
5. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que compreende,

adicionalmente, sal, por exemplo, NaCl.
6. Composicdo secada por congelamento a partir de uma

mistura aquosa, caracterizada pelo fato de que compreende um vetor

adenoviral, sorbitol e um agicar amorfo selecionado dentre trealose, sacarose,
manose, manitol, rafinose, dextrana e combinagdes dos mesmos.

7. Composicao de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizada

pelo fato de que a razdo de sorbitol para o acgicar amorfo estd entre 4/14 e
3/18, ou entre 4/14 e 3,5/16.
8. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 6 ou 7, caracterizada pelo fato de que a mistura aquosa tem

uma concentracao de NaCl abaixo de 25 mM, abaixo de 20 mM, abaixo de 15
mM, abaixo de 10 mM, ou, entre 2 ¢ 10 mM.
9. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 6 a 8, caracterizada pelo fato de que a concentragdo de agucar

amorfo na mistura aquosa € abaixo de 18% (p/v).
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10. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 6 a 9, caracterizada pelo fato de que a concentragdo de agucar

amorfo na mistura aquosa estd entre 10 e 20% (p/v), ou, entre 14 e 18 % (p/v).
I11. Composicado de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 6 a 10, caracterizada pelo fato de que o agticar amorfo €

presente em uma quantidade correspondendo a uma concentracdo na mistura
aquosa entre 10 e 20% (p/v), ou, entre 14 e 18 % (p/v).
12. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 6 a 11, caracterizada pelo fato de que a concentracdo de

sorbitol na mistura aquosa esta entre 3 e 4 % (p/v).
13. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 6 a 12, caracterizada pelo fato de que o sorbitol estd presente

em uma quantidade correspondendo a uma concentracdo de sorbitol na
mistura aquosa entre 3 e 4% (p/v).
14. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 6 a 13, caracterizada pelo fato de que o NaCl est4 presente em

uma quantidade correspondendo a uma concentracdo na mistura aquosa entre
3 e 20 mM, entre 3 e 10 mM, ou, entre 4 ¢ 6 mM.
15. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o outro agucar

amorfo € trealose ou sacarose.
16. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o outro agucar

amorfo é trealose.

17. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o vetor adenoviral é
um adenovetor simiano, como um adenovetor de chimpanzé.
18. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o vetor adenoviral é

Peticdo 870190070559, de 24/07/2019, pag. 59/84



3/5

selecionado dentre ChAd3, ChAd63, ChAd83, ChAd155, ChAd157, Pan 5,
Pan 6, Pan 7 ou Pan 9.

19. Composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o vetor adenoviral é
selecionado dentre ChAd3, ChAd63, ChAd83, ChAd155, ChAd157, e
PanAd3.

20. Composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o vetor adenoviral é

ChAd155.

21. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende, adicionalmente, um tensoativo, um agente tamponante e/ou um
sal de metal bivalente.
22. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende um tensoativo selecionado dentre tensoativos poloxadmero (por
exemplo poloxdmero 188), tensoativos polissorbato (por exemplo
polissorbato 80 e/ou polissorbato 20), tensoativos octoxinal, tensoativos
polidocanol, tensoativos polioxil-estearato, tensoativos polioxil-6leo-de-
ricino, tensoativos N-octil-glicosideo, macrogol-15-hidroxi-estearato, e
combinacdes dos mesmos.

23. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende um tensoativo que € um tensoativo poloxamero ou um tensoativo
polissorbato.
24. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende um tensoativo que € poloxamero 188 ou polissorbato 80.

25. Composicao de acordo com qualquer uma das
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reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢cdo

compreende um tensoativo que € polissorbato 80.
26. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende um agente tamponante selecionado dentre Tris, succinato, borato,
Tris-maleato, lisina, histidina, glicina, glicilglicina, citrato, carbonato, fosfato
ou combina¢do dos mesmos.

27. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende um agente tamponante selecionado dentre Tris, succinato, borato
ou combina¢do dos mesmos.
28. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende Tris.
29. Composicao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende um sal de fon de metal bivalente selecionado dentre MgCl,,
CaCl; ou MgSO..
30. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composi¢do

compreende MgCl,.

31. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que € secada por
congelamento e tem um teor de umidade de 1,40% (p/p) ou mais alto, como
entre 1,40 e 10% (p/p).

32. Composicdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que € para
reidratacdo/reconstituicdo com dgua para injecao.

33. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende dois
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recipientes, sendo que um primeiro recipiente contém uma composicdo secada
por congelamento, como definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 32,
e um segundo recipiente contém dgua para injecao.

34. Kit de acordo com a reivindicagdo anterior, caracterizado

pelo fato de que o conteddo do segundo recipiente € usado para
reidratacdo/reconstituicao do contetido do primeiro recipiente.
35. Mistura aquosa como definida em qualquer uma das

reivindicacdes 6 a 32, caracterizada pelo fato de que € para secagem por

congelamento.
36. Método para preparagcdo da composi¢cao como definida em

qualquer uma das reivindicagdes 32, caracterizado pelo fato de que

compreende as etapas de secagem por congelamento da mistura aquosa por:
a. congelamento da mistura aquosa incluindo uma etapa de
recozimento, €

b. secagem da mistura aquosa congelada sob pressao reduzida.
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ASPECTO

Formulagao: T=18 Formulagao: T=23

ey
g

25
4

7% 40

Excedente

b4

e

50
St

I,
AT,

HRTRER

1

NS : 5 e s
R s N S S

Temperatura de Dessecac&o Secundaria

i
4

{= Aspecto Intacto
+=z: Aspecto Rachado
¥= Aspecto Fragmentado

Figura 20
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CONSISTENCIA PULVERULENTA
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RESUMO
COMPOSICAO, KIT, MISTURA AQUOSA, E, METODO PARA
PREPARACAO DA COMPOSICAO
A presente invencdo refere-se a formulagdo de vetores
adenovirais em composicdes contendo sorbitol em combinacdo com um outro
acticar amorfo, a sua formulagdo, e, também, a um método para obtencao de

uma composi¢ao secada.
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