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'ne acido ribonucleico (rNA) y de las vacunas que con ellos se prepa—

Este invento trata de ciertos virus del tipo que contiew

ran, y especialmente de las veounas a base de virus vivos de polio~
mielitis. Se refiere ademis & métodos destinados & estabilizar oier
tés’virus RNA y vacunas preparadés oon‘éllos, ya ﬁétodoa de sepa-
rar virus_foréneos'que 58 incorpoﬁan iﬁadvertidaménte en los virus
cosechados pars 1# preparacion de la vacuna. La présente solioitud
es en parte continuacidn de la solicitud estadounidense n® 128.953
prééentada el 3 de agosto de 1961,

Con posterioridad & la introduccidn de‘los‘procedimien—
tos de cultivo en céluias vivas se han cultivado oepas atenuadas de
muchos virus}‘Estas cepas han berdido la capacidad de producir sin-
tomas clinicos, pero retienen la virtud de multiplicarse, ¥ ocuandk
ge utiiizan en la pfeparaoién de'una vacuna protegen al huesped con-
tra una infeccion subsiguiente causada‘por cepas virulentas ﬁei mis-
mo virus. La infectivided del virus es indispensable pare que la va-
cuna ejerza;su'accién ¥y por lo tanto para que la vacuna & base de
virus vivos atenuados resulte eficaz.

El problema que entrafia la conservacidn de la infeccion
del virus aentes de utilizarse presente grandes dificultades. Exis—
ten generalmente oiertos requisltos especiales respecto de la refri-
geracion, que es pPreciso satisfacer sl las vacﬁnﬁs obtenidaé han de
tener siguiera un corto perfodo de vida utilizable. Los gastos de ;a
refrigeracion elevan considerablemente el ocosto de esos productos.
Pero lo que aumenta sun mas el costo de las vacunas‘es ol hecho dse
que & causa del corto periodo de vida utilizable, muchas veces, ocuan-
do se~mantienen a temperaturas superiores & las de la congelaoién,
hay que deéolver lag vacunas al fabricante sin poder utilizarles.

Entre los procedimientos empleados en el arte anterior

para conservar la infecoidn de las vacunas preparadas a base de vi-
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vivos de poliomielitis, que generalmente se desarrollan eh culsivos

‘hasta la vacuna final. Resulta, pues, qQue muchos lotes de vacuna de
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rus vivos, sobre todo de la vacuna contra la iguran, fuera
almacenaae en forma oongglada, el almacenaje en seco, el almaceﬁaje e
frio cembinado con el uso de glicerol, y la adicién de cloTuro de
sodio, cloruro de potasio o cloruro de amonio en soluciones concen-
tradas. Estos métodos, excepto el del almacenamienfo béjo refrigera—
§i6h, que tiene solo una'utilidad limitada, aunquerson adecuados pars
virus ‘del tipo DHA (acido desoxirribonucleico), por e¢jemplo, el de l%
viruela, mesultan menos adecuados para virﬁs del tipo RNA; los cuales
tienden a ser menos estables gque el Tirus de la viruela.ALos virﬁé
de poliomkiétis} en las suspensioneé que se utilizan para vacunas de
admihistraoién oral,‘son especialmente propensos al deterioro, sobre

todos si estédn secos o, aunque estén en estado fliido, cuamdo se

mantienen & temperaturas superiores a la congelacién, comparados -con

los extractos de tejidos crudos infectados que se utilizan'pafavla vy~

cuna contra la,viruela.
Otro problema gue surge con motivo de la preparacidn de

vacunas de virus cultivedos en celulas vivas es el que planteaAla.inL

corporacion inadvertida de virus que se hallan presentes como contamj—

nantes espontancos en los cul¥ivos de celulas que producen consechas

© de virus con que se prepara la vacuna. Tratandose de vacunas de viru

de tejido de rifion de mono, el virus contaminante puede hallarse mez

clado con el virus que sirve para preparar la vacuna y abrirse pago

virus vivos de poliomieiitis, especialmente de losg procedentes de cyl-

tivos en rifi6fi de mono rhesus (Macaca mulatta), comtienen.concentra .

ciones relativamente altas de virus vacuolamtes (en proporciones de
hasta 105TCD50 por mililitro de vaouna).
Uno de los objetos de este irvento es ofrecerbun.método

poco dispendioso y sencillo que permite aumentar'el‘periodo durante
2
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el cual las vacunas de virus vivog de poliomielitis ggtlé
ralmente para productos biologicos, y durante semanss, cuando se

“mantienen a la temperatura ambiente. Otro objeto del invento es pro=-
ounas, a la vez gue B¢ estabiliza el virus deseado, que sirve pars

.cationes de metales bivalentes, como los cationes de magnesid; cal—

el deterioro de los Tipos 1, 2 y 3 de cepas ahenuadas y virulentas del

tiones de metales bivalentes estabilizan los virus ENA de la poliew
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ish voau su
viabilidad e infacti?idad, aun & tempe&étﬁras de 50°C.‘y proporcionar
va&unas de virusAvivos de'pbliomielitis capaces de utilizarse por es—
paci§ de varios ﬁeses 0 durante uﬁ tiempo mayor ocuando se refrigeran

a la® temperaturas superiores a la de congelacion que se emplean gene-

porcionér un modo de eliminar los virus foréneos que se hallan pre—

sentes,en cosechas de virus que se obtlenen pare la produccidn de va~

preparar la vacuna.

| ¢
Hemos hecho el sorprendente descubrimiento de que los
oio, zinc, cobalto o mangsneso, en altas concentraclones, retardan

virus de poliomielitis a temperaturas'éomprendidas entre O°C, vy méas
de 50°C., mientras que no alteran los indicedores d y % (rot/40°C.)
o lag propiedades bajas de neurovirulencia en el mono, caracteristi-

oas de las oepas atenuadas. Ademds, si bien la presencia de estos ca-

mielitis que son eépecialmente sensibles, no ejercen efecto estabili-
zante en los virus foréneos que se hallan presentes como contaminane
tes en las supensiones de virus que se obtienen de los oultivos en
rifién de mono, permitiendo as{ inactivar estos ultimos. Y algb que
es muy sorprenaente, hemos descubiefto también que la estabilizacion
del virus RNA lograde por medio del cation bivalente es indegendien—

te del aidn de la sal sgregada.

De, acuerdo qan este aspecto el invento se lleva a la préct

tica mediante adicidn de soluciones concentradas que contienen catio—

nes de metales bwivalentes, especialmente de magnesio, en forma de olo4
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O s5 molar, aprox1madamente, a soluciocnes saturadas. La suspension

el fin de inactiver los virus foraneos que. se hallen presentes,

"una o dos horas y emplearse luego con 105 aditiVOS antes menciona~

. vided térmica, sin alterar su viabilidad e infectividad. El aluminie|

. como 0,0001 molar a 0,1 molars,

2

ruro de megnesio, & 1as suspensiones del virus vivo deseado hasta qué

la concentracion final sea por lo menos 0,4 molar, y, de preferencla

de virus resultante puede utilizarse como vacuna de administracion
oral en esta forma, con otros aditlvos o sin ellos, preservativos,

extendedores u otros aditivos analogos, o bien puede tratarse con
oalentando la suspension & une temperatura de SOOCo por espadio de

dos, 0 sin ellos, etce
-En relaclon con otro aspecto del invento, hemos hecho
T
el sorprendente descubrimlento de que los cationes trlvalenteu ato—

xicos, por eJemplo, el aluminio trivalente, protegen tambien los

tipos 1, 2 y 3 de virus atenuados de poliomielitis contra la inacti—

trivalente se utiliza de preferencia en forma de clorurd de aluminio

o de sulfaté de aluminio, empledndose concentraciones finales de

Bn esta fase del invento, por ejemplo, cusndo se agregs
cloruro de aluminio a cepas de poliomielitis empleadas para vacunas
de administracidn orel, de modo que la concentracién del catidn de
aluminio trivalente sea de 0,0001 & 0,1 molar, la suspension puede
catentarse hagte ﬁna temperatura de 48°C, durante una hora, sin pér—
dida de la infectividad. A estas concentraciones, la sal trivalente
aumenta el deterioro termico de los virus qﬁe se hallan & veces pre-—
sentes como contaminantes en laé células de cultivos en tejidos vi-
vos eﬁ que savdesarrolla la oepa ﬁtilizada para le facuna contra
el virus dé le poliomielitis. Esta fase del invento perﬁite_también
le facil &es&ruccién de virus contaminadores foréneos en la suspen;

sion de virus de poliomielitis.

s
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. pIritu o alcance del invento.
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Por ejemplo, el clorurc de aluminio que%ﬁacggg

lugar a lés concentraciones indicadas de las suspensionse de virus
de poliomielitis atenuado, preparadas en oultivos de rifidn de mono,
'ogntaminadas con el virus va&uolﬁnte'sv4o y'la'suspensién resultante,
célentada por espaoio de una hora a la temperatura4de 48°C destruye
el #irus vgouolante SV40, dgpndo intecto y completamente infeccioso
el virus de poliomielitié que se desea utilizar. - |
- En otra fase del invento hemos comprobado gue 1as‘mezolaé
de cationes de méfales bivalenteé y de cationes de metales tfivalen-
fes aféxiods, cuando se_agrégan é suspensiones del virus vivd en
céﬁidades sugioientes.para formar lés concentraciones indicadas,
pro@ﬁcen suspensiones de virus de poliomielitisz emtabilizado, exen=—
‘tas de virus fordneos viables distintos del de la'poliomiélifisq
4 fin de suprimir los virus infecciosos fbréneos, las suspensiones
que contienen mezclas de cétionés bivalentes y trivalenteS'puedé ' i
deja;sé a ouaiquier temperatura, hasta 50°C. durante pér{odos.de més
de una hore y utilizarse cogo vacuna de administracién oral en eéta
forma, con otros aditivos, oreservativos, extendédores y otros‘aditif
vos anélogos, o sin ellos.
Los ejemplos que siguen se ofreocen con el fin de ilus—
trar el invento y no deben considerarse como limitativos del mismo,

pudiendose efectuar muchas variaciones posibles sin apertarse del es-

EIBPIO T

Se disolvié cloruro de magnesio (MgClz.éHZO) en agua des~-

tilada, preparandose una solucién 2 molar. La golucion se esjeriliib
luego en uné»autoclave durante 15 minutos a 15 libras (1,054 kg./émz)
de presidn. Cuando se hubo enfriado la solucidn, se mezclé wn volumen
. igual de una cepa atenuada de virus de poliomielitis adeouada para |

vacunas, don un volumen igual de la eolucidn 2 molar, preparéndose

-
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. una suspension de virus estabilizado, capaz de utilgzarse COmo Vaoun

' que oontenfa cloruro de magnesio en una concentracidn 1 molai.
i BJENPLO IT |
" 8o calentd le vacuna del Ejemplo I & una temperatura
; de 50005 ¥ se mantuvo a esa temperatura por espacié de 1 hora; con
16 que se inactivo el virus vacuolante infecciOSo SV40 que se halla-
ba presente como contaminante.
| - BJEMPLO IIT _
Como en el Ejemplo I, se agregd una solueion estéril
'de cloruro de magnesio 2 mqlar.é una vacﬁﬁa de virus vivoé de polio-
mielitis del'fipo 2, Esta goluoién se agregd tembién & una vacuna de
 virus vivos de poliomielitis del tipo 3 y a una mezcla de vacuna de
virus de poliomielitis de tipos 1, 2 y 3. Hsto did lugsr a la esta-
bilizacién'de 1asjsﬁ5pensiones‘de virus, capaces de utilizaise com§
vaounas y que combenian clorurc de magnesio snuna concentracién 1 )
molar. ; | o |
BIEPLO IV
Las suspensiones de virus estabilizado, las vacunas del
Ejemplo IIT, se trataron en la forma que indica el Ejemplo II,’con ,
" 1o que se inactivé el virus vacuolante infeociomo. |
Bn este ejemplo, se agregd wna solucidn estéril de clo-
ruro de magnesio 1 molar, preparada como indica el Bjemplo I,/a un
volumen iéual de las vaocunas de virus de poliomielitis de log Ejem-
plos I‘y II. Ello di6 lugar a la estabilizacion de suspensiones de
virus, utilizables como vacunas, que contenfan cloruro de magnesio
on una concentracién 0,5 molar. |
BIRMPLO VI
Las suspensiones de virus estabilizado, las vacunes dél
Ejemijplo V, se calentaron en la forma indicada en el Ejemplo II, con

lo que se inactivd el virus vacuolante infeccioso SV4p,'presenta co-
. 4 hihed

-
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f' mo contaminante.

EJHMPLO VII

En este ejemplo se diluyo 1 parfe aé las vacunes de los

.Ejemélos I & III con 10 partes de une solucidn saturada, esteéril,

5 ' dq‘éfbruro de maghesio, preparadé en la forme que indioca el Ejemplo
I. Elio did por resultado lé estabilizacidn de las suspensiones de
virus; utilizables como vacunas, que contenian cloruro de magnesio en

/ _ . saturacidn dé 10 a 11, » | |
~ | EIEMPLOVIIIV

- 10': » Las suspen31ones de virus estabillzado, las vacunss del

.Eaemplo VII, iﬁ trataron del modo quse 1ndlca el Eaemplo II,con lo

que se inactivé el virus vacuolante infeccioso SV40, presente COomo . ;:;f

contaminante. ' | .

EIMPLO IX — | b 7

15 En este egemplo ge prepararon solucioneslesterlles de . | ol
sulfato de magnesio, cloruro de oalcio, cloruro de zinc, sulfato de
aganeso y cloruro de dobalto, de acuerdo con las concentraciones y ,E“j-

en las concentraciones indicadas y se agregaron a las vaocunes de virus
de poliomielitis a que se refieren los Ejemplos I, III, Vy VII, Se

20 obtuve la estabilizacién de la§ éuspensiones‘de virus, capaces de
‘-utiiizérse‘oomo vacunas.en les concentraciones indicadaSo.
| EJRIPLO X S | o
Las suspensiones de virus vastabilizados s las vacunas del A

Ejemplo IX, se trataron como indica el Ejemplo II, e inactivaron el

L
L
e
-
N

25 virus vacuolanté infeccloso presente como contaminante.

’ Los Volimenes de vacuna de virus de poli@mielitis y de
la soluciénvdeAsal establilizadora pueden variarse segﬁn ée deseé,
siempre queJIa concentracion final de.la sal sea mas de 0,4 molar.

Bs dgnificativo el hecho de que calentando la suspension

30 de virus estebilizado, es decir, la vacuna, se inectiva el virus va-
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| cuolante infeccioso, ya que "calen'tand.o la vacuna de virus de poliomie=1
litis gin el cation de metal bivalente no se inactive el virus vacuo~
lante infeccioso. La suspension de virus de poliomielitis puede calen

s

tgngé»de 0°c é 50°C, o bien puede prescindirse del calentamiento, si

‘ge desea. Al calentarse la suspensién de virus de péliomiélitis a i
50°C,‘duranfe'una hora, por lo menos, se inactiva el &irus}vacuolante
“infeociOSo,\segﬁn se ha mencionado antes. De preferencia, a alias tem-
pqraturas, como la de 50°C,'el perfodo de calentamiento no debe exce~
‘der de dos hofas, pues el calentamiento prolongado & tales tmmpératu—
vrés produce péﬁgida de la eficacia de la suspénsién de la véaunau El '
calentamiento a la temperatura de 50 C puede durar tamblen de como
'cinco minutog a una hora, pues una oantidad cons1derable de virus ve—
.~ouolantaslnfecciosos se inaotlvan en c¢inco minutosf Se prefiere &pll—
car el calentamiento a 50°C,durante.una hora més o menoé; pues de
esa meners se logra ia inactivacién de los virus vacﬁolanteé infec- |
ciosos que se’ hallan presente como contaminanteg, gin destruir lé efi~
cacia de la suspension de virus estabilizado. |
|  BIBPIO X
Se dibOlViO cloruro de aluminio en agua destilada y se
,flltro para preparar uns soluclon esteril 0,2 molare Se mezclo un V
volumen igual de vacuns de tipo 1 de cepas de virus de pollomielitls
atenuados, con un volumen igual de esta solucidén, lo que did por re—
sultédo la estebilizacidn de la suspensidn, utilizable como vacuﬁa, q
contiene cloruro de aluminio & una concentracién 0,1 molar. -
BJEMPIO XIT
Se calentd la vacuna del Ejemplo ¥I & une temperatura de
48 C 3 J se manﬁuvo & esa temperatura durante una hora, con lo que se
inactivaron los virus vacuolantes infecciosos presentes como contami-

‘nantes.

s e
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Se agregd, como en el Ejemplo XI, una solucidn esteril
de cloruro de aluminio 0,2 molar a la vacuna de virus vivos de po-
liomielitis de tipo 2 y tambien & la vacuna de virus vivos de polio-

mielitis de tipo 3 y a une mezcla de vacunas de virus de poliomieli-

. tis de tipos 1, 2 y 3. Se obtuvo la estabilizécién de las suspensio-|

nes-de virus, utilizables como vacunas, que contienen una concentra~
cion de cloruro de aluminio 0,1 molar.
BJEMPLO XIV

LJs suspensiones de virus estabilizado, las vacunas del

EJemolo XIII, se trataron segun el orocedimlento del Eaemplo XII, 003

lo que se 1nact1vo el virus vacuolante infeccioso’ presente como con-
taminante.
| EJSPLO XV -
En este ejemplo, se agregé clorhrq'de é;uminio en ﬁﬁa_
Qonoentraciéﬁ 0,0002 molar y tembién en una conceniracién 0,2 molar,
& vacunas de virus vivos de poliomielitis, segin se desoribe‘én los
Ejemplos XI a XIV, inclugive. Ello did por resultado lavestabiliza—

’ cién de suspensiones de Vvirus capa.ces de utilizarse como vacunas;

~ que contenian concentraclones de cloruro de aluminio de 0,0001 y 0,1

molaxr utlllzables como vacunas y cuando se trataron de la manera
expuesta, las~vacunas estaban gxentas del virus vapuolante infec-
" 6ioso SV4O. A uns concentracidn 0,0gy moler o mayor, se.inactivé el
virus vacuolante‘SV4o, dejando pgrmaneoer 1s suspensién‘de virus é

temperaturas inferiores de 4800.

: EJEMPLO XVI
Bn este ejemplo se empled sulfato de aluminio en vez de
cloruro de aluminio de los Ejemplos XI & XV en las concentraciones .

indicedas. Elle dié por resultado la estabilizacidn de suspensiones

- de virus utilizableg como vacunas en les mismas concentraciones indi

J
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. clonadas, asi como otras ventajas que le son inherentes.

-1t -

oadas, y cuando se calentaron en la forma descrita, inactivaron el _

virus vacuolante infectivo.
EJEMPLO XVII

En este ejemplo se agregd una mezcla de los cationes bivas
1§ﬂ£;s v trivalentes de los e jemplos anteriores, enllas concentracio—-
nes indicadas, en proporciones iguales, & las vacunas de virus de |
"poliomielitis de gue se habla en los ejemplos anteriores y de acuer—
do con los mismos. Ello dié por resultado la estabilizacion de sus-
pensiones dé.Virus, utilizablés como vacunas,rénréoncentraoiohés de
0,0001 a 0;1 molar de aluminio, y de 0,4 molap hasta,la safuraoién - -
de magnesio, Qalcio, zinc, menganeso y cobalto. Tambi;n en este caso
se-ingctivardn los virus vacuolantes infecciosos al sometgrse las mez
clas de virus y sales a'teﬁperaturas de 50°C o més bajas, por ejemplo
 25°0 durante una hora.

Asi, pués, pﬁedenyutilizarse taﬁbién cationes trivalen~
.fes, solos 6 combinados con:oationés.bivaientes, pare proporcionmar
Vadunas esté%ilizadas, oxentas de virus contaminantes inconvenientes.

Si bien .para los fines de ésf; exposicidn, la memoria
desoriptiva se ha’dirigidq'prindipalmentea la'estabilizaciSA'de virus
de poliomielitis y de las vacunas oon ellés preparadas, pueden osta—
bilizarse otros virus RﬁA en las condicicnes EXpuestas; por ejemplé,'
los virus Goxséckie, los virus ECHO y:lds Reovirus. |
7 E1 presente invento,gs por lo tanto adecuado y se adapta

parsa poner en practica los objetos indicados y posee las ventajas meg

En resumen: ls Patente de Invencion cuyo registrB se so-
licite reca;ré sobre las ieivindioaciones,siguientes:
1. Un método de preparar una vacuna estable de virué_vi-

rus vivos, caracterizado por elhecho de agregarse a una suspension de

e
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resultante s® calienta a una temperatura no mayor de 50°C por un
- pgriodo de tiempo suficiente para inaciivar los vifus foréneos, y

‘detener luego el calentamiento.

iactérizado por el hecho de que se emplea un catién trivalente ato-

" trivalente atdxioco y se caliente la vacuns de virus resultante a

[ sinee eve

virus vivos que contienen RNA (&cido ribonuclei&o,e g@h @.‘ soluble =
escogida de sntre el ETupo que cohsiste en un oation de un metal
bivalente, 8 una concentracién final de por lo menos‘0,4 & un cation|
até;ico de un metal trivalente, a une concentracion final de como
0;0001 a como Q,1 molar.

2. El método, ségﬁn se expone en la reivindicacion 1,
ceracterizado por elkheoho de que la suspensién de virus vivos RNA
es. una suspension de virus de poliomielitis.

3. Bl método‘expuesto en qualquiera de las reivindicacig]

nes anteriores, qaracterizado por el heoho de que la vacuna de_viru

4. El método expuesto en la reivindicacion 1 & 2, carag
terizado pof el hecho de que se emplea ﬁh cation de un metal 5ivgh !
lente escogido de'entre:el:grupo que abarca el magnesio,/caloio;_
~zind, cobalto y manganesos

50 Bl métodb,e#puesto en cualquiera de las reivindioacig
ﬁeélanteriores, caracterizado por el hecho de que se empleé un ca~
tidn de un metal bivalente en una concentracidén final; de 0,5 molar
hasta la saturacidn. | '

6. Bl método expuesto en la reivindicacion 16 2, ca—'

xico, escogido de Ghtre el grupo que consigte en cloruro de alum;nio
¥ sulfato de aliminio. |
| 7. El metodo expuesto envcuélquiera de las reivindiéaoig

nes 1, 2 63@, caracterizado por'el'hecho de que sge empleaiun cation

una temperatura ne mayor de 48°C por un periodo'de tiempo suficientj

para inactivar los virus foréneos, suspendiéndose luego el oélénxa—
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miento. . ' 2‘2 & '3 g 8 9% OCK e

8. El método expuesto en las reivindicaciones 1 a 3,

caracterizado por el hecho de agregarse una mezcla de la sal soluble

ds un ocatidn bivalente y de un oatidn trivalente atoxioco.

- 9. Se‘reiQindida por ultimoc, como objeto sobre el que
/hé de recaer la Patente de Invéncién cuyo registro-se soliéita:
"UN METODO DE PREPARAR’UNA VACUNA ESTABLE Dﬁ VIRUS VIVOS".

Todo oonforme quede dewcrito en la presente Memoria

que conste de trece paginas mecanografiadas.

Madrid, 21 de octubre 1961

T - ALFONSO UNGRIA
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