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Weley, Inglaterra,

Esta iovencibn se relacicna con composi -
ciones inyectables y mas particularmente con vacu-
nes, formuladas como emulsiones empleando un coad-

yuvante oleoso.

5. Se conoce la preparacibn de vacunas en -~
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forma de emulsiocnes de agua en aceife en lzs que el an
tigeno estéd contenido dentro de la fase disperse acuc-
sa y tales vacunas con coadyuveantes se empleazn szhora -
tanto en medicina como en veterineria, Las vacunas con
coadyuvantes son frecuentemente preferidas s las vecu-
nas simples en forma de sclucidn acuosz ¢ suspensibn -
de antigeno, porque es posible conseguir el deseado -
efecto immunoldgico con una cantidad mas pequeiia de an
tigeno. Sin embargo, las vacunas ccn coadyuvantes en -
forma de emulsiones de agua en eceite son liguidos ex—
tremafamente viscosos y en la préctica no se envasan -
en recipientes de dosis m@ltiples debido 2 la dificul~
tad de exitraer tales emulsiounes del recipiente. Por -
cousiguiente, las vacunas con cocadyuvantes en ests for
ma se distribuyen ordinariamente en jeringas desecha -
bles o inserciones para jeringas, pero el usc de tales
articulos desechables es costeso.

Se ha descubiertc shora que l¢s problemas de
viecosidad esocisdos & las vacunas de emulsicues de -
agua en aceite pueden vencerse y evitarse la necesidad
de recipiente desechables si la vacuna con coadyuvan -
tes se prepera en forme de emulsibén mdltiple. Ias emul
sicunes mliltiples se obtienen a veces cuando se somete
una emulsibn = condiciones de inversidn y difieren de
las emulsiones ordinarias en gue los glétulos de la fa
se dispersa contienen glébulos mss pequeiios de ofra =
fase dispersa dentro de ellos. Esta fese dispersa se -
cundaria, como es sabido, es normalmente el mismC COm~
ponente gue la fase continua, pero estd por supuestc -

fisicemente separada de la fase continus. e hen ingi-
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cado también emulsiones miltiples que coutienen fases

dispersas terciarias y cuaternarias. Talesg fases dis-
persas tercigrias y cuaternarias se dispersan en las
fases dispersas secundarias y terciarias respectivae -
mente y presentar ia forme de glbébulos que tienen dié
metrcs extremadamente peguefios,

La preseante iaveuncibn proporcionz une com-
posicibn inyectable que countiene material antigeno -
comprendiendo una emulsibn wiltiple aceite/agua en la
gue la fase continua es acucsa y la fase dispersa pri-
meria es una fase oleosa en la que se dispersz una fa-
se acuosa que contiene al material antigeno.

Las composiciones inyectables de la ioven -
cibn pueden preparsrse a partir de cualguiera de los
compounentes ordinarismente empleados cuando se formu -
lan materiales antigenos con coadyuventes oleosos, por
ejemplo como vacunas. Asi, la fase acuocsa en la que ha
de disovlverse o suspenderse el material ant{geno puede
ser una solucibn salina fisioldgica u otros medios -~
acuosos, tales como neutralizador fosfdtico ¢ incluso
agua destilada, dependiendo del usc a que haya de desg
tinarse la composicibn final. E1l coadyuvante oleoso -
puede ser cualquiera de los aceites minerales terapéu-
ticamente aceptables gque se emplean ya en le prepara -
cibn de las conocidas vacunas de emulsidn de agua en
acelite. Ejemplos de tales aceites son el Drekeol 6VR y
Bayol F. Tambiéu es posible emplesr ciertos aceites ve
getales, tales comc el de araguis.

Los aceites minerales son no metabolizalbles

y en el caso de las conocidas vacunas por emulsibn de
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agua en aceite un depbsito de vacuna tiende a perﬁang
cer en el puntc de la inyecciln iunmediatamente por de
bajo de la piel, lo cual produce cob frecuenciz al pa
ciente cierta incomodidad. Ea el caso de las compcsi-
ciocnes por emulsidn mnGltiple, sin ewbargo, el aceite
se Gispersa ean la fase acuosa countinua y resulits dis~
persc con gran rapidez en el organismo del pacicate.
Otra ventzje de las composicicnes en emulsiln wélti -
ple es la posibilidad de emplear un vollmen miniwno de
aceite, jlstamente el suficiente para encerrer al ma-
terial eantigeno, mientras que el vollmen totel del mg
teriel inoculedo es todavia couveniente para su inyec
cibun mediante técnicas normales,

De acuerdo con otro aspectc de la invenciln,
un procedimiento de preparacidn de unz composicibn in
yectable que contiene material antigzeno comprende la
fermacida de una emulsilo mlliiple de aceite/agua en
la gue la fase coutinua es acuosa y la fase dispersa -
primsria es una fase oleosza en la gue se dispersa una
fase acuosa conteniendo material zutigeno. Estas compo
sicicnes en emulsidu mlltiple pueden prepararse scue-
tiendo una mezcla de (1) una emulsidn de agua en acei-
te conteniendo material antigeno ean la fase acuosa, -~
(2) un medio acuoso y (3) uu agente emulsionador del
tipo que favorece lz formacidn de emulsiones de aceite
en agua, a condicicunes de emulsionade. Adecuados aget-—
tes emulsionadores iuncluyen a los compuestos de polies
ter-8ter no ibuicos, tales como el "Tween 8C" y las 41
versas gomas, tales ccmo de acacia y ardbiga.

FPara producir las composiciones de la inveu-
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cifn puede emplearse un método de preparacién de emul-
siones, por ejemplo puede pasarse le mezcls emulsions~
da a través de un homogeneizador mecénico o bien puede
someterse a vibracicnes ultraslunicas o someterse a las
necesarias fuerzas mecdnicas pasando repetidamente la
mezcla a través de una aguja bueca de taladro estrecho
situada en el extremo de una jeringa, aungue este ﬁltg
mo método es evidentemente aplicable sclo a una prepa—
racifn a escala de laboretorioc. 2n todos los casos, es
ordinariamente deseable que los compouentes sean pre -
viamente mezclados, preferiblemente evitando la airea-
cidn, pasdndolos lusgc directamente al emulsicnador.la
mezcla puede pasarse a través de cualquiera de los -
ewmulsionadores mecénicos comercisles obtenibles, por
ejewplo una wéquina Weir o Guisti, con adecuadas pre -
caucicunes para asegurar ls esterilidad.

EZn el caso de emulsionado por vikracidn ulira
slnica, la mezcla se enfria preferiblemente en hielo a
0eC. sproxicedamente y se somete luego & una serie de
estzllidos intermitentes de vibraciones entremezclados
con vigorosa agitacifn. Han resultado ser adecuados =~
unas vibraciones ultrasénicas de una frecusncia del or
den de 18.00C a 20.000 cps.

La estebilidad de la emulsién méltiple depen
de en ciertc gradc de la relscidn entre la emulsibn de
agua en aceite y el medio acuoso y se obtienen los re-
sultados mas satisfactcrios cuando esta relacibn es -
del orden de 3:1 a 1:1C sobre una base de volumen/volu
men:usando por ejemplo las técnicas de vibracibn ultra

sénica con una relecidn de 1:9 y empleando las técaicas
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mecénicas cou una relacién de 2:1, se han obtenido pro
ductos estables en los que no hay ninglne disminucidn
en la respuesta anticuerpo incluso después de un alme~
cenamiento prolongaedo, por ejemplo de 3 a 4 meses 2 =
teuperaturas elevadas, por ejemplo de 372C.

Se ha observadc gue las emulsiones en las -
que el difmetrc medio de los glébulos de aceite disper
sos es de 10 a 50 micras y particularmente de 10 2 2C
micras, medido mediante fotomicroscdpica, son particu-
larmente deseables desde el punto 1e vista de la esta-
bilidad e iomunogéuico. Ea tales casos, el didnetro ue
dio de la sezunda fase acuosa dispersa es preferible -
mente del orden de una a 7 micras, siendo esto particu
lermeunte conveniente cuando el material antigeno es de
origen toxolde, rickettsiano o wviral.

Le cantidad de ageute emulsionador necesaria
para prcducir unos resultados 6ptimos depeunde de la re
pacidn eatre lz emulsidn de agua en aceite y la fase -
acuosa, estando también influida et cierto modo por la
cantidad de sgente emulsiounadcr presente en la emul -
sibn original de agua en aceite, que naturaluente favo
rece la formaciln de ewulsiones de azua en aceite., Is
preferible que la cantidad de agente emulsionzdor sea
tal que la potencis emulsichadora de dos a2gentes sea
aproximadamente eguivalente ¥y la cantided del seguundo
enulsionador, que favorece la formacifn de ewmulsiones
de scelte en ague, serid unormalmente del orden del G,25
al 5 % v/v, basadc en el medio acuoso.

La estabilidad de las ewulsiones se ha olser

vado gque puede mejorarse mediante la adicidn de ager y
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en los casos ean los que se propone almacenar las com
posiciones durante prolongados periodos, es con fpe—
cuencia ventajosc incorporar en la composicién apro-
ximadamente un 1% p/v de agar, basado en el medio -
acuoso,

Ia emulsidn original de asgua en acelte gue
coutiene al material antigeno a partir de la cual se
produce la emulsién_mdltiple, puede prepararse Por -
las técnicas conocidas y es con frecuencia coanvenien-
te emplear los mismos o similares homogeneizadores me
cénicos para preparsr ambas emulsiones, aunque los =
ajustes que controlan el lapso de emulsionado seréa
normelmente diferentes. Ls preferible usar una councen
tracibén de material antfgeno supericr a la normal en
la fase acuosa en la formulacibn de la emulsibn de -
agua en sceite, ﬁe manera gue el volumen de dosifica~
cibn de la euulsidn alltiple terminada pueda mantener
se bajo hasta el nivel normal, Como en un caso parti-
cular se conoce la relacibn entre emulsidn de agua en
aceite y fase acuosa, puede calcularse la concentra -
¢ibn apropiadas de material antizeno en la fase acuosa
original.

El aceite mineral Drakeol 6VR se usa normal
metite parsa preparar emulsiones ilnyectables de agua en
aceite, siendo completamente adecuado pars preparar -
le emulsibn 2 emplear en la formacibn de las composi-
ciones et emulsidn m@ltiple. Un adecuado emulsionador,
que favorece la formaciln de emulsiones de agua en -
aceite, es el Arlacel A y para los presentes fines -

puede emplearse en una proporcidan del 5 al 15% v/v -
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gproximadamente, basado en el aceite.

la preseate invencién puede aplicarse a la

formulacibén de todos los tipos de materiales antige -
nos cuya respuesta inmunogénica sea aceantuada por la
presgencia de coadyuvantes oleosos. El material antigg
no puede ser pues un alérgeno o un material de origen
toxoide, viral o bacterianc. El material antfgeno pue
de derivar tembién de organismos clasificados deatro
de ofros grupos o subgrupos de estos tipos primcipa -
les, por ejewplo organismos micoplasméticos o richet-
tsiano o tracomas. Tipicos de los materiales antize -
nos que pueden formularse en las composicicucs por -
emulsidn mGltiple de la iavencidn, scn los siguien -
tes:

Antfgenos bacterisnos:

Bordetella pertussis
Salmonella antigens, tal como tifoide y pa-
ratifoide
Shigella antigens, tal como Shigella dyseun-
teriae
Prucella sbortus (viva y nuerta)
P, pestis, como sustancia envolvente
Cholera
Chlostridial antigens

Antigenos micoplasméticos

(2.P.L.0.)

Pleuronemonia bovine contagiosa

hAntigenos richettsiancs

Tifus muridico

Figbre localizada de las Lontaiias Rocosas
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Antigenos virales

Tanfinenza
Seranpiba
Adenovirus
Poliomielitis
Encefalitis Jap. B.
Enfermedad del pie y la boca (fiebre
aftosa)
Peste bovina
Enfermedad de Newcastle

Antigenos toxoides

Tétanos
Difteria
Botulinus
Sabido es que ordinariamente es muy veatajo
so formular materiaeles antigenos derivados de los or-
ganismos mas pequetios, por ejemplo antigenos toxoides
y virales, con coadyuvaates oleosos, lo cual es apli-
cable a la presente composicibun. No es esencial em -
plear sin embargo antigenos desmeanuzados y ea el caso
de los antigenos bacterianos, por ejemplo, es con fre

cuencia ventajosc discciar la pared bacteriana y ex -

traer y usar el antizeno activo. Tembién es posible

formular dos o mas materiales autigenos en la misma
composicibn de ewmuleibn méltiple y obtener una res -

puesta aceptable a cada antizeno.

Como se menciona aontericrmente, la produc

cibn de las composiciones en emulsibn mGltiple puede
controlarse mediante téenicas fotomicroscépicas para

asegurarse de que la emulsibén es en efecto miltiple y
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que no ha tenido lugsr ninguna inversidn que produzcs
una emulsibn ordinaria de aceife en agua. Lediante ts
les técuicas, puede controlarse la duracibn y natura-
leva del procedimiento de emulsicunado pars asegurerse
de que tiene luger el deseado grupo de dispersibn y
de gue nc se produce una indebida extensibn o esparci
miento de temeiios en los difmetros de 1os zl6bulos de-.

aceite, pues ellc puede producir coun frecuencia ua des

natado. cen

-

Lz estabilidad de las composicicnes en emui'&=°
sidn miltiple ha sido demostrada mediante el uso de--
un antigeno etiquetado para mostrar que no hay fuga de
naterial antigeno de la fase acuosa dispersa, lo cual
se describe cou detalle en el siguieante ejemplo 3. Tam
bién se ha demostrado la estabilidad con antigenos to-
xvides empleando placas de difusibn "cuchterlony" en
las que el pozo ceutral contiene uuna antitoxina y los
pozos exteriores contienen a la composicidn en emul -
sibén mlltiple y a las diversas composiciones de con -
trol.

Las composicicnes o emulsibn mlltiple de la
inveucibn han sido sometidas al emszyo con ratén Eer -
lin ("Annals of Allergy", 1962, 20, ue 7, 472-9) y las
composiciones han demostrado satisfacer los reguisitos
de seguridad establecidos por aguel ensayo.

A fiu de que la iavencidn pueda compreuderse
mas plénamente, se ofrecen los siauientes ejemplos pa-
ra ilustrar la formulacibn de varios materiales antige

nos en forma de emulsidn mdltiple.
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Este ejemplo muestra el uso de ovalblmina co

EJENPIO 1.

mo antigeno modelo.

Se mezclan 9 partes de un aceite mineral =~
"Drakel 6VR" con una parte del emulsionsdor "Arlacel -
A", la ovalblmina, purificada mediante cromatografia -
de cambio idnico, se disuelve en un ml de salina al
0,85% y se rocian porciones de esta en un nl de la mez
cla oleosa a través de una aguja con un taladro de -
0,5 mm desde una jeringa. Se recircula la mezcla a tra -
vés de la jeringa varias veces entre adiciones. Cuan@é{i

-t

gse ha incorporado toda la solucidn antigena en la emak -

-

sidn, se eusaya goteandc una porcibén de la misma en -
ague helada para asegurar gue es una perfecta enulsibn
de agusa en acelte,

Se colocan 18 ml de salina normal en una am-
polla de plésticou de pared delgada tapada y se alade -
aproximadamente 0,2 ml del emulsionador "Tween 80" -
(gredo de cultivo T.B.). Se agitae la mezcla y se vier-
ten dos ml de la emulsidn de ague en aceite en la mis-
ma, se cubre la amwpolla y se agita el conjunto. Esto -
efectiia cierta dispersifn de la emulsibn de agua en -
aceite en pequelas gotas que rapidamente suben & la su
perficie. Luego se rodea la ampolla con hielo y se in-
troduce la sonds de un desintegrador ultrasbnico de la
boratorio en la aupolla. Se ajusta le frecuencia de vi
braciba en 18.00C a 20.00C cps para dar una méxima sgi
tacibn al contenido. A1 cabo de uncs § a 1C segundos -
se retira la ampolla y se agita a mano parz dispersar

cualesquiera gotas grandes que hayan subido a la super
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ficie. Se repiten alterunativamente el tratamiento ul-

trasbunico y la agitacibn unas 3 a 5 veces, hasta gue
resulta un producto waiforme lechoso. Iuego se com =
prueba el material bajo el microscopio para asegurar-
5. se de que se ha formado la emulsibn correcta. La emul
sibn udltiple as{ formada es un liguido mévil diluido

gue fluye como el agua y puede tomarse fécilmente en

una jeringe a efectos de inyeccibén. La original emul-

sifn de agua en aceite, por otra parte, es un liguido

16. viscoso espeso cremosc gue fluye solo & un rituo ex -
tremadamente lento. e emulsidn simyle de agua en -

aceite y la emulsidn wlltiple fueron ensaysdas ea re-
tones a los gue se inyectd, en grupos de 10, con equi
valentes dosis de manera que cada retdn recibiese dos

15. mg de ovalbfmina, La respuesta anticuerpo se determi-
no mediante el ensayo de aglutinacidn celular broanceg

da en los sueros y los resultados comparativos (titu-

los medios geométricos) se muestran ean la siguiente -

tablas

Dias 10 15 20 30 40 50 60 70 100 200

Vacuna en emul

siban de agua -

en aceite, ¢.6 10 80 210 470 650 940 1,000 790 750

Vacune ean emul
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Estos resultados demuestran que empleando - .

ovalblmina ant{gena modelo, la vacuna por emulsibn mil-

tiple provoca una respuesta de anticuerpos bastante me~
jor en ratones a como lo hace la vacuns compersble de"..-
exulsidn de agua ea aceite. Si a efectos comparativos ;;-'
se lnyectase un grupo similar de ratones con 2 mg de -
ovelblmina, cada uno en una solucién salina sélamente,-
los méximos t{tulos de anticuerpos no habrian alcanzado
nil siguiera una unidad,

EJENPLC 2,

Vecuna de la influenza.

de prepara la vacuna empleando una vacuna pa~

ra la gripe de salina comercialmente obtenible, "Liuneven"
como fuette del material antigenc. El "Funevan"coantiene

3 ragas virales, A2/Singapore/1/57, A2/Bugland/1/61 y B/
England/939/59, que son exterminsdas con formalina.

La emulsidn inicial de agua en aceite se prepa
ra diluyendo un volumen de "liunevan" con 10 vollmenes de
salina normal y rociando luego la vacuna dilufda en un -
volumen igual de aceite y emulsionador (Drakeol 6VR, 9
vollmenes, y Arlescel A, 1 volumen). La vacuna salina se
incorpora en el aceite usando una jeringa hipodérmica -
cou aguja de C,5 mm de taladro, cuya punta se mantiene -
jhstamente debajo de la superficie del aceite. Bl volu -
men total de vacuna de salina se afiade en unas 5 porcio-
nes, agiténdose vigorosamente la mezcla entre cada adi -
cibn. Cuando se hen efectuado dos o tres adiciones, se -
toma toda la mezcla en una jeringa a ‘través de una aguja
de un mm de taledro y se fuerza al exterior de unuevo a -

través de uuna aguja de 0,5 mn de taladro. Luego se afiade
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rior procedimiento hasta que se incopore toda la vacuna
de salina eaq el aceite. Finslmeunte, se somete la emnl -
sifn de agua en aceite a dos estallidos de vibraciba ul
trasbnica de 5 segundos a 20.C00 cps eproximadanente, -
manteniéndose la emulsidn en un recipiente enfriado con
hielo, en el que se coloca la souda ultrasdnica. Zn es—
ta etapa, la emulsibn de agua en aceite es muy espesa ¥
casi imposible de verter.

Se repite el anferior procedimiento para prera
rer uaa segunda emulsidn de agua en aceite, con la ex -
cepcidn de que el "lunevan" se diluye con 3.3 vollmenes
de salina normal. la resultante emulsidn de agus en -
aceite es de nuevo muy viscosa e inmposible de verter, =
Se aliade un volumen de estz emulsidn de agua ea aceite
a2 dos vblumenes de "Tween 80" al 1% v/v ea salina nor -
mal, se agita vigorosaueante la mezcla y se somete luego
a vibracidn ultrasénica intermiteate (20.0C0 cps), du -
rante un periodo total de unos 2C segundos. Se enfris -
de nuevo la emulsibu en hielo durante la vibraciduo ul -
trasbnica y el producto resultante es una emulsidn mil-
tiple estable gue tiene una viscosidad andloga 2 la del
agua. Se examina la emulsibn bajo el micrcscopic para =
fonfirmar gue es militiplo y que se ha obtenido un grado
adeccuado de dispersibn de la fase dispersa de agua en
aceite.

Ia dilucibn del "Munevan" es tal gue 0,2 ml,
de la emulsidn de agua en aceite terninada y emulsibn -
miltiple contisnen cada una de ellas 75 unidades HA de

A2/5ingapore/1/5T7 y 25 unidades HA de A2/England/1/61.
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Se inocularon subcuténeamente 2 grupos de 6 ratones ce-
de uno con 0,2 ml de vacuna de emulsibén de agua en acei
te 0 de emulsidn wdltiple y se tomaron muestras de sue-
ro individusles inicialmente y en los d{as vigésimo—pri
mero y trigésimo-quinto. Se titularon los sueros paras -
determinar los anticuerpos inhibidores de hemoaglutina-
cibn mediante una modificacién del nétodo de placa plég
tica de la Organizacibn Mundia)l de Selud empleando 4 ~
unidades HA del virus A2/Singapore/1/57. Los titulos me

dios geométricos se muestraan seguidamente:

D i a s
0 21 35
Imulsién de agua en
Vacuna en emulsidn
niltiple 13,6 40,0 100,0

Un exfmen autbdpsico (dia cuadragésimo-sexto)
del punto de la inoculacién mostré gue en ratones tra-
tados con emulsibén de agua en aceite, habfa de 1 a 3
grandes depbsitos de la ewmulsibén, mientras que los tra
tados con vacuha en emulsidn wlltiple presentaban séla
?ente unas pequelias gotas que parecian ser enteramente
de aceite.

La vacuna en emulsibn m@ltiple resultb ser -
totalmente estable al cabo de 14 semanas de almacena -

miento a 48C,
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A fin de demostrar la estabilidad de la vacuw

EJELPIO 3.

ne en emulsibn mGlitiple y en particular gue el material
antigeno quedaba retenido en la fase acuosa dispersa 8¢
cundaria y no pasaba a la fase acuosa coutinua, se pre-
perd una serie de vacunas en enulsibn mlltiple conte -
niendo 2lblmina de suero boviano como antigeno modelo.Se
etiguetd el material antigeno con fluorescefna de mane-
ra que pudiese observarse el moviwiento, si lo habla, -
de material antigeno bajo el microscopio uliravicleta,
La emulsibu inicial de agua en aceite se prepara nedian
te el método de la jeringa descritc en el ejemplo 2, in
corporado una suspensidn salina de =2lbfmina de suerc bo
vino (1 %) en una solucibn al 10y v/v de Arlacel A en
Drakeol 6 VR. kas adelante se muestran las diversas pro
porciones empleadas entre salina y aceite. La resultau-
te emulsidn espesa de agua en aceite, iaposible de ver-
ter, se convierte luego en unz emulsibn miltiple mez -
clando un volumen de la emulsibn de agua en aceite con
9 vollmenes de salina normal conteniendo "Tween 80" co-
mo emulsionador (el porcentaje de Tween se muestra en
la sizguiente tabla) y sometiendc la mezcla fris a esta-
1lidos de vibraciones ultrasbnicas intermitentes hesta
que se c¢btuve el deseado grado de dispersifén.

BEu todos los casos, las vacunas en emulsibn -
uliltiple son liguidos lechos gue fluyen cou gran facili
ded y pueden introducirse en jeringas con la misma faci
lidad gue les vacunas de salina. Las vecunas en ewil -
sidn mlltiple se almecenaron a 562C. durante periodos -

de hasta 4 meses y se examinaron bajo el microscoplo =



ultravioleta para ver si algln material ant{geno etoy
tedo habila pasado a la fase acuosa continua. las vacu -
nas en emulsibn mltiple resultaron ser extremadamente

estables a esta elevada tewperatura, como muestra la si

5. gulente tabla.
Relacidn aguasacel Batebilidad a 562C,
Tween % | te v/v en la emul- | 1 mes | 2 meses | 3 meses | 4 meses
sibn primaria.
1 1 ¢ 1 N.L. N.L. N.L, SeL.
1+ 13 1 N.L. | KN.L. N.L, N.I.
1 1¢ 3 N.L, N.L, N.L, N.L.
it 133 N.I. | N.L N.L. N.IL.
4 1:¢ 1 N.L, N.L. N, L. N.I.
2 * 11 1 F.L. | NI | NI. | S.I.
4 1:¢ 3 N.IL., ¥.L. S.1. L.
4t 1: 3 ¥.L. | N.I. | S.L L.
-+ Estas composiciones contienen uan 1p
p/v de agar.
Y. y L. = 8in fuga.
5. ¥y L. = Ligera fuga.
L. = Fuga
Bn un casc, se formb la vecuna en emulsibn -
miltiple pasando la mezcla emulsioneda de emulsién de
ague en aceite/salina & través de un homogeneizador me
céinico, Bl homogeneizador usado es una cremadora domés
10.  tica "Bel" modificada, eu la que la mezcle a emulsionar
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se fuerza o través de un cilindro y al extericr a ire -
vés de una pequei.a shertura situsda en el extremo  del
cilindro, bajo la acciln de uwa pistén mesualmente accio
nado.

Bsta composicibu se dejé durante 5 meses entre

18 7 20¢C., et una ampoulla siliconizade sin descomponer-

Bste ejemplo ilustra el uso de ovallfmine comd
antisenc modelo 7 el empleo de acacia como agente emur-
sionadcr secundario,

Se prepara primeranente una espesa emulsidu de
agua en aceite rociendo una sclucibn de ovalblmine puri
ficada en salina normal scbre una mezcla oledsa gue coun
tiene 9 vollmenes de Drakeol 6VR y un volumen de Arla -
cel A, Esta emnlsibn primeria se prepara forzando por -
ciones de salina en el aceite a través de una =zuja de
G,5 mm de taladro con recirculacién intermiteute y some
tiendo e vibracitn ultrasbnica como se describe en el -
ejemplo 2, haesta gue se incorpora tcda la salina en el
eceite. Il producto es entonces una masa espesa imposi-
ble de verter, que conticne 20 ng de ovalblminz por
ml,

Se prepara una solucibn de acacia disclviendo
C,2 gramo de acacia B, F. en 2 ml de salina normal s¢ -
bre un baiio de agua a 568C. y a2 esto se aiiade despuls -
de enfriarse a la temperatura embiente un volumen igual
de la euulsibn espesa de sgua en aceite. Se azite vigo-
resamente la mezcla y se enfria luego a 08C, sometiéndg

ge a una serie de estallidos de vibracifn ultrssbuica -
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de 5 & 10 segundos (20.000 cps) y vigorosa sgitecibn, -
alternativamente. Nespués de un total de uncs 2C segun-
dos de vibracibn ultrasénica, el producto es una ewul -
sibn mil¥iple eatable, como se demuestra por exdmen mi-
croscéplco, que tiene una viscosidad endloga a la  del
ague y no muestra sefial alguna de iaversiln, incluso al
almaceunarse durante 3 @ 4 meses a 372C. Esta emulsién -
miltiple produce una aceptable respuesta de enticuerpos
cuando se ionyecta subcuténeamente en ratoues.

EJENPIO 5.

Vecuna de tétanos.

Se emplea como fuente de material antigzeno -~
una sclucibn de toxoide del tétanos dilufda con una se-
lina neutralizadora de fosfato de Glaxo __ =  (EBS)
gue contiene un C,013 % de mertiolato 100
(Thiomersal R.P., un agente antibacterieno) para dar
una solucibn que contiene 20¢ unidades IF de toxoide -
por ml. Se aiiaden 100 ml de este solucibn a gotas a 100
ml de une mezcla 9:1 v/v de Drekeol SVR/Arlacel A, con-
tenlda en un pequeio cono Giusti y se prewezclan cuida-
dosemente los coumponentes en este cono con una espétula
destinede a eviter la formacibn de torbvellinos y airea-
cibn en la mezcla. Esta se deja pasar luego a un homoge
neizador mecdnico Giusti que se fije para que fuuncione
a la velocidad 2 con uh ajuste Clayton de 2. Se recogen
aproximadamente 50 ml de la emulsibn espesa de agua en
aceite imposible de verter y se almacenan a 48C.

Se prepara la solucilén de Tween-salina discl~
viendo un 2% v/v de "Tween 80" en Glaxo FBS, esterili -

zando y agitando el liguidc mientras se enfria para -~
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evitar la precipitacifn. Cuando la solucibn estéd fria,
se ahade merticlatc pera dar una concentracidn final -
del 0,013%. Se mezclan luego 8C ml de esta solucién sa
lina con 160 ml de la solucidén espesa de agua en aceite
descrite en el (ltimo pérrafo. Esta mezcla se agita Vi
gorosemente para dispersar el aceite, y luego se premeg
cla en el cono Giusti y se pasa al homogeneizador, gus
se gpone entonces en fuuncionamientc a la velocidesd 2, -~
con un ajuste Clayton de 3,5. Se recogen 25C ml de un
1iguide lechoso mévil que tiene una viscosidad sudloga
a la del agua. La composicibn, que contiene ahora 8§ uni
dades LF de toxoide por dosis de C,25 ml, se examina ba
jo el microscopic para confirmar que se ha obtenido La
deseads emulsidn mGltiple.
La respuesta de anticuerpos a esta vacuna  se
determina mediante inyecciln subcuténea de porciones de
0,25 ml en 10 cerdos de Guinea., ElL titulo de antitoxina

del t&tanos se determindé al cabo de 4 semanas como si -

gue:
1 animel 8,0 unidades/ml
4 16,0 woom
3 32,0 "o
1 " 64,0 U
1 " 64,0 Moo

Se inyectaron otros 8 cerdos de Guinea después
de gque la vacuna habfa sido almacenada durante 6 meses
e 42C. Tos titulos de entitoxinas 4 semanas después de

la inyeceidn fuercn como sigue:

Fa
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1 animal 8,0 unidades/ml
1 " 16 , O L] "
5 1 32 , O f 1]
1 ] 64 '0 o "

EJELPLO 6.

Vecuna de la enfermedad de Newcastle.

Se emplea como fuente de material antigeno un
fluldo de cultive de tejido del Glaxo Laboratory que -
contiene 3 veces la concentracibn normal de virus de ~
la enfermedad de Newcastle usada en vacunas acuosas.Se
zfiajen léntamente 50 ml del fluido de cultivo de teji-
do concentrado a 50 ml de una mezcla 9:1 v/v de Dra
keol 6VR y Arlacel A. ILuege se premezcla la mezcla en
el conc de Giusti y se pasa a través del homogeneiza -
dor a2 la velocidad 2 y ajuste Clayton 2, como se des -
cribe en el ejemplo 5, para der la emulsibn espesa de
agua en aceite. Iuego se mezclan 2 vollmenes de esta
emulsién con un volémen de la mezcla "Tween" /PBS des
crita en el ejemplo 5 y se premezcla la mezcla en el -~
cono y se pasa a través del homogeneizador a la veloci
dad 2 con el ajuste Clayton a 3,5.

La vacuna de emulsidn mfltiple lechosa que
se recoge tienme una viscosidad andloge a la del agua y
puede introducirse ficilmente en una jeringa a través
de una aguja. Bl factor de dilucibn eu el concentrado -
original es triple, de manera gue el volumen de dosifi-
cacibn para la vacuna en emulsibn m@ltiple es el volu -
men de dosificacibn habitual para las vacunas acuosas.
EJINPLO 7,

Vacuna de la influenge.
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Se repite el pr;cedimiento de preparar primero
una. emulsibn espesa de agua en aceite y luego una emul-
sién mlltiple mbévil descrito en los ejemplos 5 y 6, -
usando como fuente de material zntigenc un conceatrado
de una vzecuna de influenza acuosa. Ssta vacuns acuosz -
contiene las sizuientes razas: A/Singapore/1/64; para -
dar 18.000 unidades HA por ml, A/Bugland/1/64, para dar
6.00C unidades HA por ml, B/England/$3S/59, para dar -
12,0CC unidedes HA por ml y B/Taiwan/4/62, para dar -
6.COC unidades HA por ml.

Ia vacuna por emulsidn miltiple wévil produce
una respucsta satisfactoria de antlcuerpos y tiene unana
concentracibén tal que su volumen de dosificacibn es -
equivalente al de las vacunas coadyuvantes de agua en
aceite comercialmente obtenibles.

EJENPLO 8,

Bste ejemplo ilustra la formacidn de 7 dife -
rentes materisles antigenos en une vacuna en emuleibn -
niltiple mediante las técnicas de homogeneizedor mecd -
nico descritas en los ejemplos 5 2 7. Bl wmedic acuosce -
que contiene al material antigeno se prepara mezclando
los diversos ant{gencs seguidamente enumerados en las
cantidades mencionadas, con una pequeiia cantidzad de la
solucibn salina neutralizadora de fosfato Glaxo. La Ber
detelle perfussis se aflade al final. Las cantidades se
seleccionan de manera que la vacuha por emulsidn wllti-
ple final posea el aceptable volumen de dosificecién de

desificacibn de C,25 ml.
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Componentes de la fase acuosa.

1. Bordetella pertussis, a 40 x 109

organismos/ml 25,0
2. Tétanos a 1.00C unidades LF/ml 3,37
3. Difteria a 6.800 unidades LF/ml 1,96
4. Polic I a 85 unidades D/ml x 100 ml 98,1
5. Polio II & 10 unidades D/ml x 100 ml 100,0
6. Polio III a 10 unidades D/ml x 100 ml 100,0
7. Sarampibn (tratadc con éter) a 100

unidedes HA/ml x 100 ml 50,0

Salina neutrelizadora de fosfato __ 38,6 _

Total ..ee.. 417,0

Esta fase acuosa que contiene al material an
t{genov se formula luego primeramente en una emuleibn -
de agua en aceite usando un volémen igual de la mezcla
9:1 Drakeol/Arlacel y luego en la forma de emulsibén -
miltiple usando 2 vollmenes de emulsidn de agua en -
aceite por vollmen de mezcla “Tween 80"/ PBS. la re -
sultante vacuna por emulsibn mdltiple es un liguido mé
vil esteble que muestra poca sefial de descomposicidn,
incluso tras un proldngado almacenamiento a elevada =~
temperatura.

N O T A

Descrita suficientemente la naturaleza del

inventc, asi como la manera de realizarlo en la précti

ca, debe hacerse constar gue las disposiciones ante -
riormente indicadas ason susceptibles de modificacilones

de detalle, en cuanto no elteren su priancipic fuademen

tal. Tambiéan se hace constar que el invento correspon-.

de a una solicitud de patente preseuntada en Inglaterra
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con fecha 25 de Uctubre de 1.963 hajo el nﬁmeréz4221075§h;
acogiéudose, por lo tanto, a los beneficiocs que conce -
den los Convenicvs Iunternacionazles en vigor ¥y siendo 1o
que constituye la eseuncia del referido invento y por 1c
que se solicita Patente de Inveucidn por 20 aiios, en
Bgpafia "Procedimiento de preparacibu de una composicibn

inyectable que contiene material antigeno", caracterizén

dose por lo siguiente:

12,~ "Procedimiento de preperacibn de una com-
posicibn inyectable que contiene material antigeno", ca-
racterizado por comprender la formacibn de una emulsidun
miltiple de aceite/agua en la que la fase continus es =~
acuosa y la fase dispersa primaris es uns fase oleosa ca
la que estéd dispersa la fase acuosa gue contiene al mate
risl antigeno.

&,- Procedimiento de preparacibn de una com -~
posicibn inyectable, carecterizado por compreunder la su-
jecibn de una mezcle de (1) une ewulsibn de sgue en -
eceite que coutiene material antigenc en la fase acuosa,
(2) un medio =cuoso y (3) un ageante emulsionador del +ti-
po que favorece la formacibén de la emulsibn de aceite en
agua, a condiciones emulsionadoras, en virtud de lo cual
se obtiene una emulsidn miltiple en la que la fase conti

hue es acucsa y la fase dispersa primaria, es una fase -

0leosa en lz que se encuentra dispersa una fase acucsz -
gue contiene al material antigeno.

38.- Frocedimiento segln la reivindicacibn -
2e, caracterizado porque la relacibén entre la emulsibu -
de agua en aceite y el medio acuoso es de 3:1 a 1:10 so-

bre una base de volumen/volumen.
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48 .- Progedimiento, seglin las reivindicacio-
nes 28 6 3%, ceracterizado porque el medic acuoso con -
tiene del 0,25 al 5 % v/v del agente emulsionador, basa
do en el medio acuoso.

58,.- Procedimiento, segln cualguiera de les
reivindicaciones 12 a2 42, caracterizado porgue el diémg
tro medio de los glbébuleos de la fase oleoss dispersa es
del orden de 10 a 50 micras y preferitlemente de 10 a
20 micras.,

62.- Procedimientc, segfn cualguiera de las
reivindicaciones 1§ a 58, caracterizado porque el diémg
tro medio de la fase acuosa que contiene sl material -
ant{geno es del orden de 1 a 7 micras.

7¢ .- Procedimiento, segln cuelguiera de 1lsas
reivindicacibnes 12 a 68, caracterizado porgue el mate-
rial antigeno es de origen viral, tal como virus de la
influenza o virus de la enfermedad de Newcaatle.

8&.- Procedimiento, segin cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 68, caracterizado porgue el mate-
rial antigeno es de origen rickettsiano o toxoide, tal
como toxoide del tétanos.

92 ,~ Procedimiento, seglin cualquiera de las
reivindicaciones 18 a 8%, caracterizado porgue hay mis
de un antigenc presente.

108,~ "Procediniento de preparacibén de una -
composicidn inyectable que contiene material antigeno";
tal y como queda substancislmente descrito en la presen

te lemoria.
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Bste memoria consta de ventisels hejas envrie

tas a miguine por una sola cara. 24 Ocr'*%
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