
PATENTE DE INVENCION

!

"Procedimiento de preparación de una composición 
inyectab le  que contiene m a te ria l antigeno"

NATIONAL RESEARCH DEVELOPMENT CORPORATION, entidad 
in g lesa , re s id en te  en 1, Tilney S tre e t, Londres, -  
W. 1 ., In g la te r ra .

E sta  invención se re lac io n a  con composi -  
cienes inyec tab les y mas particu larm ente con vacu­
nas, formuladas como emulsiones empleando un coad­
yuvante oleoso.

5. Se conoce la  preparación de vacunas en -
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forma de emulsiones de agua en ac e ite  eo la s  que e l an 
tigeoo e s tá  contenido dentro  de l a  fase  d isp e rsa  acuo­
sa y ta le s  vacunas con coadyuvantes se emplean ahora -  
tan to  en medicina como en v e te r in a r ia . Las vacunas con 

5. coadyuvantes son frecuentem ente p re fe rid a s  a la s  vacu­
nas simples en forma de so lución  acuosa o suspensión -  
de antígeno, porque es p o sib le  conseguir e l deseado -  
efecto  inmunológico con una cantidad mas pequeña de an 
tígeno . Sin embargo, la s  vacunas ccn coadyuvantes en -  

1C. forma de emulsiones de agua en ace ite  son líq u id os ex­
tremadamente v iscosos y en l a  p rá c tic a  no se envasan -  
en re c ip ie n te s  de dosis m ú ltip les  debido a l a  d i f ic u l­
tad de ex traer ta le s  emulsiones d e l re c ip ie n te . Por -  
consigu ien te , la s  vacunas con coadyuvantes en e s ta  fo r 

1$. ma se d is tr ib u y en  ordinariam ente en je r in g a s  desecha -  
h le s  o in se rc io n es para je r in g a s , pero e l uso de ta le s  
a r t íc u lo s  desechables es costoso .

Se ha descub ierto  ahora que lo s  problemas de 
v iscosidad asociados a la s  vacunas de emulsiones de -  

20. agua en a c e ite  pueden vencerse y e v ita rse  l a  necesidad 
de re c ip ie n te  desechables s i  l a  vacuna con coadyuvan -  
te s  se p repara en forma de emulsión m ú ltip le . Las emul 
sienes m ú ltip les se obtienen a veces cuando se somete 
una emulsión a condiciones de inversión y d if ie re n  de 

25. la s  emulsiones o rd in arias  en que loa glóbulos de la  fa  
se d isp e rsa  contienen glóbulos mas pequemos de o tra  -  
fase d isp e rsa  dentro de e l lo s .  E sta fase d isp e rsa  se -  
cundaria, como es sabido, es normalmente e l mismo com­
ponente que l a  fase continua, pero e s tá  por supuesto -  

3C. físicam ente separada de l a  fase  continua. Ee han in d i-



cado también emulsiones m ú ltip les que contienen fases 
d isp ersas te r c ia r ia s  y cu a te rn a ria s . Tales fases d is ­
persas te r c ia r ia s  y cu a te rn a ria s  se d ispersan  en la s  
fases d isp ersas  secundarias y te r c ia r ia s  re sp e c tiv a  -  

5. mente y p resen ta r la  forma de glóbulos que tienen d iá  
metros extremadamente pequeños.

La presente invención proporciona una com­
posición inyectab le  que contiene m ate ria l antígeno -  
comprendiendo una emulsión m últip le  ace ite /ag u a  en l a  

10. que l a  fase continua es acuosa y l a  fase  d isp ersa  p r i ­
maria es una fase oleosa en l a  que se d isp e rsa  una fa ­
se acuosa que contiene a l m ate ria l antígeno.

Las composiciones inyectab les de l a  inven -  
ción pueden prepararse a p a r t i r  de cualqu iera  de lo s 

15. componentes ordinariam ente empleados cuando se formu -  
lan  m ate ria les antígenos con coadyuvantes oleosos, por 
ejemplo como vacunas. Así, l a  fase  acuosa en l a  que ha 
de d iso lv erse  o suspenderse e l m ate ria l antigeno puede 
ser una solución sa lin a  f is io ló g ic a  u o tro s  medios -  

20. acuosos, ta le s  como n eu tra lizado r fo s fà tic o  c incluso 
agua d e s ti la d a , dependiendo d e l use a que haya de dess 
t in a rs e  la  composición f in a l .  El coadyuvante oleoso -  
puede ser cualqu iera  de lo s  a c e ite s  m inerales terapéu­
ticam ente aceptables que se emplean ya en l a  prepara -  

25. ción de la s  conocidas vacunas de emulsión de agua en 
a c e ite . Ejemplos de ta le s  a c e ite s  son e l Drakeol 6*VR y 
Bayol F. También es posib le  emplear c ie r to s  a c e ite s  ve 
g e ta le s , ta le s  como el de araqu is.

Los ace ite s  m inerales sen no m etabolizalb lea 
30. y en e l caso de la s  conocidas vacunas por emulsión de
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agua en a c e ite  un depósito  de vacuna tieude a permane 
cer en e l  punte de l a  inyección inmediatamente por de 
bajo de l a  p ie l ,  lo  cual produce con frecuencia  a l  pa 
c íen te  c i e r t a  incomodidad. En e l caso de la s  composi- 

5. cienes por emulsión m ú ltip le , sin  embargo, e l a c e ite  
se d isp e rsa  en l a  fa se  acuosa continua y r e s u l ta  d is ­
perso con gran rap idez en e l  organismo del pacien ter 
O tra v en ta ja  de la s  composiciones en emulsión m últi -  
p ie  es l a  p o sib ilid ad  de emplear un volúmen mínimo de 

10. a c e ite , jústamente e l su fic ie n te  para  encerrar a l  ma­
t e r i a l  antigeno, m ientras que el volámen to ta l  d e l ma 
t e r i a l  inoculado es todavía conveniente para su inyec 
ción mediante técn icas normales.

De acuerdo con otro  aspecto de l a  invención, 
15. un procedimiento de preparación de una composición in  

yectab le que contiene m ate ria l antigeno comprende l a  
formación de una emulsión m ú ltip le  de ace ite /ag u a  en 
l a  que l a  fase  continua es acuosa y l a  fase d isp e rsa  -  
p rim aria  es una fase  o leosa en l a  que se d isp e rsa  una 

20. fase  acuosa conteniendo m ate ria l antígeno. E stas compo 
s ic icn es  en emulsión m últip le  pueden prepararse some­
tiendo una mezcla de (1) una emulsión de agua en ace i­
te  conteniendo m ate ria l antígeno en l a  fase  acuosa, -  
(2) un medio acuoso y (3) un agente emulsionador d e l 

25. tip o  que favorece l a  formación de emulsiones de a c e ite  
en agua, a condiciones de emulsionado. Adecuados agen­
te s  emulsionadores incluyen a lo s  compuestos de p o lie s  
te r - ó te r  no ión icos, ta le s  como e l "Tween 80" y la s  d i 
versas gomas, ta le s  cc-mo de acac ia  y aráb iga.

30. Para producir la s  composiciones de l a  inven-



ción puede emplearse un método de preparación de emul­
siones, por ejemplo puede pasarse l a  mezcla emulsiona­
da a través de un homogeneizador mecánico o bien puede 
someterse a v ibraciones u ltra só n ica s  o someterse a la s  
necesarias fuerzas mecánicas pasando repetidam ente l a  
mezcla a trav és  de una aguja hueca de ta lad ro  estrecho 
situada en e l  extremo de una je r in g a , aunque este  d i t i  
mo método es evidentemente ap licab le  solo a una prepa­
ración  a esca la  de la b o ra to rio . En todos lo s  casos, es 
ordinariam ente deseable que lo s componentes sean pre -  
viamente mezclados, p referib lem ente evitando l a  a ire a ­
ción, pasándolos luego directam ente a l emulsionador.La 
mezcla puede pasarse a trav és  de cualqu iera  de lo s  
emulsionadores mecánicos com erciales o b ten ib les , por 
ejemplo una máquina Yfeir o G u is ti, con adecuadas pre -  
cauciones para asegurar l a  e s te r i l id a d .

En e l caso de emulsionado por v ibración u l t r a  
sónica, l a  mezcla se e n fr ía  preferib lem ente en h ie lo  a 
Ose. aproximadamente y se somete luego a una se rie  de 
e s ta l l id o s  in te rm iten tes  de v ibraciones entremezclados 
con vigorosa ag itac ió n . Han resu ltad o  ser adecuados -  
unas v ib raciones u ltra só n icas  de una frecuencia  del or 
den de 18.000 a 20.000 cps.

La e s tab ilid ad  de l a  emulsión m últip le  depen 
de en c ie r to  grado de l a  re la c ió n  en tre  l a  emulsión de 
agua en a c e ite  y el medio acuoso y se obtienen lo s  re ­
su ltados mas s a t is fa c to r io s  cuando e s ta  re lac ió n  es -  
del orden de 3:1 a 1:10 sobre una base de volumen/volu 
men:usando por ejemplo la s  técn icas de v ibración  u l t r a  
sónica con una re lac ió n  de 1:9 y empleando la s  técn icas



mecánicas con una re la c ió n  de 2 :1 , se han obtenido pro, 
ductos es tab le s  en lo s  que no hay aingána disminución 
en la  re sp u es ta  anticuerpo incluso despuás de un alma­
cenamiento prolongado, por ejemplo de 3 a 4 Rieses a -  

5. tem peraturas elevadas, por ejemplo de 37^0.
Se ha observado que la s  emulsiones en la s  -  

que e l diámetro medio de lo s  glóbulos de ace ite  d isp er 
sos es de 10 a 50 m ieras y particu larm ente  de 10 a 20 
m ieras, medido mediante fotom icroscópica, son p a r tic u -  

10. lam iente deseables desde e l  punto de v i s ta  de l a  e s ta ­
b ilid ad  e inmunogénico. En ta le s  casos, e l diámetro me 
dio de l a  segunda fase acuosa d isp e rsa  es p re fe r ib le  -  
mente d e l orden de una a 7 m ieras, siendo esto  p a rtic u  
lsrm ente conveniente cuando e l m a te ria l antigeno es de 

15. origen toxoide, r ic k e tts ia n o  o v i r a l .
La cantidad de agente emulsionador necesaria  

para  producir unos re su ltad o s  óptimos depende de l a  re^ 
pación en tre  l a  emulsión de agua en ac e ite  y l a  fase  -  
acuosa, estando tambión in f lu id a  en c ie r to  modo por l a  

20. cantidad de agente emulsionador p resen te  en l a  emul -  
sión o r ig in a l de agua en a c e ite , que naturalm ente favo 
rece l a  formación de emulsiones de agua en a c e ite . Es 
p re fe r ib le  que l a  cantidad de agente emulsionador sea 
t a l  que l a  po tencia  emulsionadora de dos agentes sea 

25. aproximadamente equivalen te y l a  cantidad d e l segundo 
emulsionador, que favorece l a  formación de emulsiones 
de a c e ite  en agua, se rá  normalmente del orden del 0,25 
a l 5 % v /v , basado en e l medio acuoso.

La e s tab ilid a d  de la s  emulsiones se ha obser 
30. vado que puede m ejorarse mediante l a  adición de agar y



en lo s  casos en lo s  que se propone almacenar la s  com 
posiciones durante prolongados periodos, es con f re ­
cuencia ventajoso incorporar en l a  composición apro­
ximadamente un 1% p/v  de agar, basado en e l medio -  

5. acuoso.
La emulsión o r ig in a l de agua en ac e ite  que 

contiene a l m aterial antígeno a p a r t i r  de la  cu a l' se 
produce l a  emulsión m á ltip le , puede prepararse por -  
la s  técn icas conocidas y es con frecuencia  convenien- 

10. te  emplear lo s  mismos o sim ila res homogeneizadores me
cánicos para preparar ambas emulsiones, aunque lo s  -  
a ju s te s  que controlan e l lapso de emulsionado serán 
normalmente d ife re n te s . Es p re fe r ib le  usar una concen 
tración  de m ateria l antigeno superio r a l a  normal en 

15. l a  fase acuosa en la  formulación de la  emulsión de -  
agua en a c e ite , de manera que e l volumen de d o s if ic a ­
ción de l a  emulsión m áltip le  terminada pueda mantener 
se bajo hasta  e l n iv e l normal. Como en un caso p a r t i ­
cu lar se conoce la  re lac ió n  en tre  emulsión de agua en 

20. ace ite  y fase acuosa, puede ca lcu la rse  l a  concentra -  
ción apropiada de m ate ria l antígeno en la  fase acuosa 
o r ig in a l.

El ace ite  m ineral Drakeol 6VR se usa normal 
mente para preparar emulsiones inyec tab les de agua en 

25. a c e ite , siendo completamente adecuado para preparar -  
l a  emulsión a emplear en l a  formación de la s  composi­
ciones en emulsión m á ltip le . Un adecuado emulsionador, 
que favorece l a  formación de emulsiones de agua en -  
a c e ite , es e l A rlacel A y para lo s  p resen tes f in e s  -  
puede emplearse en una proporción d e l 5 a l 15% v /v  -30.



aproximadamente, basado en e l  a c e ite .
La p resen te  invención puede ap lic a rse  a la  

formulación de todos lo s  t ip o s  de m ate ria les  an tíge -  
nos cuya re sp u es ta  inmunogénica sea acentuada por l a  
p resenc ia  de coadyuvantes o leosos. El m a te ria l antíge 
no puede ser pues un alérgeno o un m ate ria l de origen 
toxoide, v i r a l  o b ac te rian o . El m ate ria l antigeno pue 
de d eriv ar también de organismos c la s if ic a d o s  dentro 
de o tros grupos o subgrupos de estos tip o s  p rin c ip a  ­
le s ,  por ejemplo organismos m icoplasm áticos o r ic h e t-  
ts ian o  o tracom as. T ípicos de lo s  m ate ria le s  an tíge - 
nos que pueden form ularse en la s  composiciones por -  
emulsión m ú ltip le  de l a  invención, son lo s  sigu ien  -  
te s :
Antigenos b ac te ria n o s :

B o rd e te lla  p e r tu s s is
Salmonella an tigens, t a l  como t i fo id e  y pa- 
r a t i f o id e
S h ig e lla  an tigens, t a l  como S h ig e lla  dysen- 
te r ia e
B rucella  abortus (viva y muerta)
? . p e s t i s ,  como su s tan c ia  envolvente 
Cholera
C h lo s tr id ia l antigens 

Antígenos micoplasmáticos 
(P .P.L .O .)________________

Pleuronemonia bovina contagiosa 
Antigenos r ic h e tts ia n o s

Tifus murídico
Fiebre lo ca lizad a  de la s  Montanas Rocosas
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5.

ic .

15.

20.

25.

Antígenos v ira le s  v
Influenza 
Sarampión 
Adenovirus 
P o lio m ie litis  
E n c e fa litis  Jap . B.
Enfermedad del p ie  y l a  boca (fieb re

aftosa)
P este bovina 
Enfermedad de Newcastle 

Antígenos toxoides
Tétanos
D if te r ia
Botulinus

Sabido es que ordinariam ente es muy ventajo 
so formular m ate ria le s  antígenos derivados de lo s  or­
ganismos mas pequeños, por ejemplo antígenos toxoides
y v ir a le s ,  con coadyuvantes oleosos, lo  cual es a p li­
cable a l a  p resen te  composición. No es esen c ia l em -  
p lea r sin  embargo antígenos desmenuzados y en e l caso 
de lo s  antígenos b ac te rian o s , por ejemplo, es con f re  
cuencia ventajoso  d iso c ia r l a  pared b ac te rian a  y ex -  
t ra e r  y usar e l antígeno ac tiv o . También es posib le  -  
formular dos o mas m ateria les antígenos en l a  misma -  
composición de emulsión m últip le  y obtener una re s  -  
puesta  aceptable a cada antígeno.

Como se menciona anteriorm ente, la  produc -
ción de la s  composiciones en emulsión m últip le  puede 
co n tro la rse  mediante técn icas fotom icroscópicas para 
asegurarse de que l a  emulsión es en efecto  m ú ltip le  y30



que no ha tenido lugar ninguna inversión  que produzca 
una emulsión o rd in a ria  de ac e ite  en agua, hed íante  ta  
le s  té c n ic a s , puede co n tro la rse  l a  duración y naturar- 
le z a  d e l procedimiento de emulsionado para asegurarse 
de que tie n e  lugar e l deseado grupo de d isp ersió n  y 
de que no se produce una indebida extensión o esp arc í 
miento de tamaiíos en lo s  diám etros de lo s  g lóbulos dé- 
a c e ite , pues e llo  puede producir con frecuencia  un des 
natado.

l a  e s tab ilid a d  de la s  composiciones en emuí. 
sión m últip le  ha sido demostrada mediante e l uso de- 
un antigeno etiquetado para  m ostrar que no hay fuga de 
m ate ria l antígeno de l a  fase  acuosa d isp e rsa , lo  cual 
se describe con d e ta l le  en e l s ig u ien te  ejemplo 3. Tam 
bien se ha demostrado l a  e s tab ilid a d  con antígenos to -  
xoides empleando p lacas de d ifu sió n  "cuchterlony" en 
la s  que e l pozo c e n tra l  contiene una an tito x in a  y lo s 
pozos ex te rio re s  contienen a l a  composición en emul -  
sión m ú ltip le  y a la s  d iv ersas  composiciones de con -  
t r o l .

Las composiciones o emulsión m últip le  de l a  
invención han sido sometidas a l  ensayo con ra tó n  Ber -  
l i n  ("Annals of A llergy", 1962, 20, ns 7, 472-9) y la s  
composiciones han demostrado s a tis fa c e r  lo s  re q u is i to s  
de seguridad estab lec id o s por aquel ensayo.

A f in  de que l a  invención pueda comprenderse 
mas plenamente, se ofrecen lo s  s ig u ien te s  ejemplos pa­
r a  i lu s t r a r  l a  formulación de v a rio s  m ateria les antigüe 
nos en forma de emulsión m ú ltip le .
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5.

10.

15.

20.

25.

E ste ejemplo m uestra e l uso de ovalbúmina co 
mo antígeno modelo.

Se mezclan 9 p a rte s  de un a c e ite  m ineral 
"Drakel 6YR" con una p a rte  del emulsionador "A rlacel -  
A". La ovalbúmina, p u rif ic a d a  mediante crom atografía -  
de cambio ión ico , se d isue lve en un mi de sa lin a  a l  
0,85% y se rocían  porciones de e s ta  en un mi de l a  mez 
c ía  oleosa a trav és de una aguja con un ta lad ro  de 
0,5 mm desde una je r in g a . Se r e c irc u la  l a  mezcla a t r a  
vés de l a  je r in g a  v a r ia s  veces en tre  ad iciones. Cuando-, 
se ha incorporado toda l a  solución an tígena en l a  emul** 
sión , se ensaya goteando una porción de l a  misma en -  
agua helada para asegurar que es una p e rfe c ta  emulsión 
de agua en ac e ite .

Se colocan 18 mi de sa lin a  normal en una am­
p o lla  de p lá s tic o  de pared delgada tapada y se añade -  
aproximadamente 0,2 mi del emulsionador "Tween 80"
(grado de cu ltiv o  T .B .). Se a g ita  l a  mezcla y se v ie r ­
ten dos mi de l a  emulsión de agua en ac e ite  en l a  mis­
ma, se cubre l a  ampolla y se a g ita  e l conjunto. Esto -  
e fec túa  c ie r ta  d ispersión  de l a  emulsión de agua en -
ac e ite  en pequeras gotas que rápidamente suben a l a  su 
p e r f ic ie .  Luego se rodea l a  ampolla con h ielo  y se in ­
troduce l a  sonda de un desin tegrador u ltrasón ico  de l a  
bo rato rio  en l a  ampolla. Se a ju s ta  l a  frecuencia  de v i 
bración en 18.000 a 20.000 cps para dar una máxima agi 
tac ión  a l contenido. Al cabo de unes 5 a- 10 segundos — 
se r e t i r a  la  ampolla y se a g ita  a mano para d isp e rsa r 
cualesqu iera  gotas grandes que hayan subido a l a  super30.
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f i c i e .  Se re p ite n  alte rnativam ente e l  tra tam ien to  u l ­
trasón ico  y l a  ag itación  unas 3 a 5 veces, hasta  que 
r e s u l ta  un producto uniforme lechoso . Luego se com -  
prueba e l  m ate ria l bajo  e l microscopio para asegurar- 

5. se de que se ha formado l a  emulsión co rrec ta . La emul 
sión m ú ltip le  a s i  formada es un líq u id o  móvil d ilu id o  
que fluye  como e l  agua y puede tomarse fácilm ente en 
una je r in g a  a efectos de inyección. La o rig in a l emul­
sión de agua en a c e ite , por o tra  p a r te , es un liqu ido  

10. viscoso espeso cremoso que fluye solo a un ritm o ex -  
tramadamente len to . La emulsión simple de agua en 
ace ite  y l a  emulsión m ú ltip le  fueron ensayadas en r a ­
tones a lo s  que se inyectó , en grupos de 10, con equi 
v a len tes  dosis  de manera que cada ra tó n  re c ib ie se  dos 

15. mg de ovalbúmina. La re sp u es ta  anticuerpo se determ i­
no mediante e l ensayo de ag lu tinac ión  ce lu la r  broncea 
da en lo s  sueros y lo s  re su ltad o s  comparativos ( t í t u ­
lo s  medios geom étricos) se muestran en l a  sig u ien te  -  
tab la :

Días 10 15 20 30 40 50 60 70 100 200
Vacuna en emul 
sión  de agua -
en a c e ite . 0 .6  10 80 210 470 650 940 1,000 790 750

Vacuna en emul 
sión m ú ltip le 2.3 40 150 740 1.700 2.800 4.100 4.800 4.000 1.800 

____________ — .------------------------------------------------------------ —J
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5.

10.

3 ¿1/ 4*
Estos re su ltad o s  demuestran que empleando 

ovalbúmina antígena modelo, l a  vacuna por emulsión múl­
t ip le  provoca una re sp u esta  de anticuerpos b astan te  me­
jo r en ra ton es a como lo hace l a  vacuna comparable de 
emulsión de agua en a c e ite . Si a efec tos comparativos -  
se inyectase un grupo sim ilar de ra tones con 2 mg de -
ovalbúmina, cada uno en una solución sa lin a  solam ente,-  
lo s  máximos t í t u lo s  de an ticuerpos no habrían alcanzado 
n i s iq u ie ra  una unidad.
EJEMPLO 2.
Vacuna de l a  in fluenza.

Se prepara l a  vacuna empleando una vacuna pa­
r a  l a  g ripe  de sa lin a  comercialmente o b ten ib le , "Muneven" 
como fuente del m ate ria l an tígenc. El "Kunevan"contiene 

15. 3 razas v i r a le s ,  A 2/S ingapore/l/57, A 2/E ngland/l/6l y B/
England/939/59, que son exterminadas con form alina.

La emulsión in i c i a l  de agua en ace ite  se prepa 
r a  diluyendo un volumen de "Munevan" con 10 volúmenes de 
sa lin a  normal y rociando luego la  vacuna d ilu id a  en un -  

20. volumen ig u a l de ace ite  y emulsionador (Drakeol 6VR, 9 
volúmenes, y A rlacel A, 1 volumen). La vacuna sa lin a  se 
incorpora en e l  a ce ite  usando una je r in g a  hipodórmica -  
con aguja de 0,5 mm de ta la d ro , cuya punta se mantiene -  
jústamente debajo de l a  su p e rfic ie  del a c e ite . El volu -  

25. men to ta l  de vacuna de sa lin a  se añade en unas 5 porcio­
nes, agitándose vigorosamente la  mezcla en tre  cada adi -  
ción. Cuando se han efectuado dos o t r e s  ad iciones, se -  
toma toda l a  mezcla en una je r in g a  a trav és  de una aguja 
de un mm de ta lad ro  y se fuerza a l e x te rio r  de nuevo a -  

30. través de una aguja de 0 ,5  mm de ta la d ro . Luego se añade



o tra  cantidad de vacuna de sa lin a  y se r e p i te  e l ante -  
r i o r  procedimiento h as ta  que se incopora toda l a  vacuna 
de sa lin a  en e l a c e ite . Finalm ente, se somete l a  emul -  
sión de agua en a c e ite  a dos e s ta l l id o s  de v ib ración  u l 

5. tra só n ica  de 5 segundos a 20.000 cps aproximadamente, -  
manteniéndose l a  emulsión en un re c ip ie n te  enfriado con 
h ie lo , en e l que se coloca l a  sonda u ltra só n ic a . En es­
ta  etapa, l a  emulsión de agua en a c e ite  es muy espesa y 
c a s i imposible de v e r te r .

10. Se re p i te  e l an te rio r procedimiento para prepa
r a r  una segunda emulsión de agua en a c e ite , con l a  ex -  
cepción de que e l "Munevan" se d iluye  con 3.3 volúmenes 
de sa lin a  normal. La re s u lta n te  emulsión de agua en -  
a ce ite  es de nuevo muy v iscosa  e im posible de v e r te r .  -  

15. Se añade un volumen de e s ta  emulsión de agua en ac e ite  
a dos vólumenes de "Tween 80" a l  1% v /v  en s a lin a  ñor -  
mal, se a g ita  vigorosamente l a  mezcla y se somete luego 
a v ib rac ión  u ltra só n ic a  in te rm iten te  (20.CCG cp s), du -  
ra n te  un periodo to t a l  de unos 20 segundos. Se e n f r ía  -  

20. de nuevo l a  emulsión en h ie lo  durante l a  v ib rac ión  u l -  
tra só n ic a  y e l producto re s u lta n te  es una emulsión múl­
t ip le  es tab le  que tie n e  una v iscosidad  análoga a l a  del 
agua. Se examina l a  emulsión bajo e l microscopio para  -  
Confirmar que es m últip lo  y que se ha obtenido un grado 

2$. adecuado de d ispersión  de l a  fase  d isp e rsa  de agua en 
a c e ite .

La d ilu c ió n  d e l "Aunevan" es t a l  que 0 ,2  mi. 
de l a  emulsión de agua en ac e ite  term inada y emulsión -  
m ú ltip le  contienen cada una de e l la s  75 unidades HA de 
A 2/Singapore/l/57 y 25 unidades HA de A2/Eng-land/l/61.30.
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Se inocularon subcutáneamente 2 grupos áe 6 ra tones ca­
da uno con 0,2 mi de vacuna de emulsión de agua en acei 
te  o de emulsión m últip le  y se tomaron muestras de sue­
ro  in d iv idua les in icia lm ente y en lo s  d ia s  vigésim o-pri 

5. mero y trigésim o-qu in to . Se t i tu la ro n  lo s  sueros para -  
determ inar lo s  anticuerpos inh ib idores de hemoaglutina- 
ción mediante una m odificación d e l método de p laca p lás  
t i c a  de l a  Organización Mundial de Salud empleando 4 -  
unidades HA d e l v iru s  A 2/Singapore/l/57. Los t í tu lo s  me 

10. d ios geométricos se muestran seguidamente:

i  a s

0 21 35

Emulsión de agua en
ac e ite . 18,3 13,6 31,7
Vacuna en emulsión
m últip le 13,6 40,0 100,0

Un examen autópsico (d ia  cuadragésimo-sexto) 
del punto de l a  inoculación mostró que en ra tones t r a ­
tados con emulsión de agua en a c e ite , había de 1 a 3 
grandes depósitos de l a  emulsión, m ientras que lo s  t r a

15. tados con vacuna en emulsión m últip le  presentaban so la
mente unas pequeñas gotas que parecían  ser enteramente *
de a c e ite .

La vacuna en emulsión m últip le  re s u ltó  ser -  
to talm ente estab le  a l  cabo de 14 semanas de almacena -  

20. miento a 4SC.
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EJEi.TLO 3.
A f io  de demostrar l a  e s tab ilid ad  de l a  vacu­

na en emulsión m ú ltip le  y en p a r t ic u la r  que e l m ate ria l 
antígeno quedaba re ten ido  en l a  fase acuosa d isp e rsa  sts 
cundaria y no pasaba a l a  fase acuosa continua, se p re ­
paró una s e r ie  de vacunas en emulsión m ú ltip le  conte -  
niendo albúmina de suero bovino como antigeno modelo.Se 
etiquetó  e l m a te ria l antígeno con flu o resce in a  de mane­
r a  que pudiese observarse e l movimiento, s i  lo  había, -  
de m ate ria l antígeno bajo e l microscopio u l t r a v io le ta .  
La emulsión in ic ia l  de agua en a c e ite  se prepara median 
te  e l método de l a  je r in g a  d e sc rito  en e l ejemplo 2, ín  
corporalo una suspensión s a lin a  de albúmina de suero bo 
vino (1 %) en una solución a l  10/ v /v  de A rlacel A en 
Drakeol 6 TR. Kas adelante se muestran la s  d iversas pro 
porciones empleadas en tre  s a lin a  y a c e ite . La re su lta n ­
te  emulsión espesa de agua en a c e ite , im posible de ver­
t e r ,  se conv ierte  luego en una emulsión m ú ltip le  mez -  
ciando un volumen de l a  emulsión de agua en ace ite  con 
9 volúmenes de sa lin a  normal conteniendo "Tween 80" co­
mo emulsionador (e l po rcen ta je  de Tween se muestra en 
l a  s igu ien te  tab la ) y sometiendo la  mezcla f r í a  a e s ta ­
l l id o s  de v ib rac iones u ltra só n ic a s  in te rm iten te s  h as ta  
que se obtuve e l deseado grado de d isp e rsió n .

En todos lo s  casos, la s  vacunas en emulsión -  
m ú ltip le  son líq u id os lechos que fluyen con gran f á c i l i  
dad y pueden in tro d u c irse  en je rin g as con l a  misma fa c í  
lid ad  que la s  vacunas de s a l in a . Las vacunas en emul -  
sión m últip le  se almacenaron a 5620. durante periodos -  
de hasta  4 meses y se examinaron bajo el microscopio -
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5.

30 52? ?
u ltr a v io le ta  para ver s i  algún m ate ria l antigeno emT^) 
tado había pasado a l a  fase acuosa continua. Las vacu -  
ñas en emulsión m últip le  re su lta ro n  ser extremadamente 
estab les a e s ta  elevada tem peratura, como muestra l a  s i  
guíente ta b la .

i
Tween %

Relación agua: acei 
te  v /v  en l a  emul­
sión p rim aria .

E stab ilidad  a 56SC
1 mes 2 meses 3 meses 4 meses

1 1 : 1 N.L. N.L. N.L. S.L.
 ̂ 4- 1 : 1 N.L. N.L. N.L. N.L.

1 1 : 3 N.L. N.L. N.L. N.L.
i ^ 1 : 3 N.L. N.L. N.L. N.L.
4 1 : 1 N.L. N.L. N.L. N.L.
4 ' 1 : 1 N.L. N.L. N.L. S.L.
4 1 : 3 N.L. N.L. S.L. L.
4 ^ 1 : 3 N.L. N.L. S.L. L.

4 E stas composiciones contienen un 1% 
p /v  de agar.

N. y L. = Sin fuga.
S. y L. = Ligera fuga.
L. = Fuga

En un caso, se formó l a  vacuna en emulsión -  
m últip le  pasando la  mezcla emulsionada de emulsión de 
agua en a c e ite / 'sa lin a  a travás de un homogeneizador me 
cánico. El homogeneizador usado es una cremadora doméa 

10. t ic a  "Bel" m odificada, en l a  que l a  mezcla a emulsionar



-  18 -

5.

10.

15.

20 .

25.

30.

^   ̂ *" se fuerza  a tra v é s  de un c il in d ro  y a l e x te r io r  a tra. -
ves de una pequeña abertu ra  s itu ad a  en e l extremo del
c i l in d ro , bajo la  acción de un p is tó n  manualmente accio
nado.

E sta composición se dejó durante 5 meses en tre 
18 y 2GSC. en una ampolla s ilic o n iz a d a  sin  descomponer­
se .
EJEMPLO 4.

Este ejemplo i l u s t r a  e l uso de ovalbámina como 
antígeno modelo y e l empleo de acacia  como agente emul- 
sionador secundario.

Se p repara primeramente una espesa emulsión de 
agua en a c e ite  rociando una solución de ovalbámina pu ri 
f ic ad a  en s a lin a  normal sobre una mezcla o leosa que con 
t ie n e  9 volámenes de Drakeol 6!7R y un volumen de A rla -  
oel A. E sta  emulsión p rim eria  se prepara forzando por -  
c ienes de sa lin a  en e l a c e ite  a trav és  de una aguja de 
0,5 mm de ta lad ro  con re c irc u la c ió n  in te rm iten te  y some 
tiendo a v ib ración  u ltra só n ic a  como se describe en e l  -  
ejemplo 2, h as ta  que se incorpora teda l a  s a lin a  en e l 
a c e ite . El producto es entonces una masa espesa imposi­
b le  de v e r te r ,  que contiene 20 mg de ovalbámina por 
mi.

Se p repara una solución de acacia  disolviendo 
0,2 guamo de acac ia  B. P. en 2 mi de sa lin a  normal so -  
b re  un baño de agua a 56SC. y a esto  se añade después -  
de en fr ia rse  a l a  tem peratura ambiente un volumen igual 
de l a  emulsión espesa de agua en a c e ite . Se a g ita  vigo­
rosamente l a  mezcla y se e n f r ía  luego a GBC, sometiénde 
se a una se r ie  de e s ta ll id o s  de vibración u ltra só n ic a  -
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de 5 a 10 segundos (20.000 cps) y v igorosa ag itac ió n , -  
a lte rnativam ente . Después de un to ta l  de unos 20 segun­
dos de v ib ración  u ltra só n ica , e l producto es una emul -  
sión m últip le  es tab le , como se demuestra por exémen mi­
croscópico, que tien e  una v iscosidad análoga a l a  del 
agua y no m uestra seíial alguna de inversión , incluso a l 
almacenarse durante 3 a 4 meses a 37^0. Esta emulsión -  
m últip le  produce una aceptable re sp u es ta  de anticuerpos 
cuando se inyec ta  subcutáneamente en ra to n e s .
EJ'EKPLO 5.
Vacuna de té ta n o s .

Se emplea como fuente de m a te ria l antigeno -  
una solución de toxoide del té tanos d ilu id a  con una sa­
l in a  neu tra lizado ra  de fo sfa to  de Glaxo ^ (FBS) 
que contiene un 0,013 % de m ertio la to  ^00 
(Thiomeraal B .F ., un agente an tib ac te rian o ) para dar 
una solución que contiene 200 unidades LE de toxoide -  
por mi. Se añaden 100 mi de e s ta  solución a gotas a 100 
mi de una mezcla 9:1 v /v  de Drakeol SVR/'Arlacel A, con­
ten ida en un pequeño cono G iusti y se premezclan cuida­
dosamente lo s componentes en este  cono con una esp á tu la  
destinada a ev ita r  l a  formación de to rb e llin o s  y a ire a ­
ción en l a  mezcla. E sta se de ja  pasar luego a un homoge 
oeizador mecánico G iusti que se f i j a  para que funcione 
a l a  velocidad 2 con un a ju s te  Clayton de 2. Se recogen 
aproximadamente 50 mi de l a  emulsión espesa de agua en 
ace ite  imposible de v e r te r  y se almacenan a 4SC.

Se prepara l a  solución de Tween-salina d iso l­
viendo un 2% v/v  de "Tween 80" en Glaxo FBS, e s t e r i l i  -  
zando y agitando e l l iq u id e  m ientras se e n fr ia  para



<!¿ A
e v ita r  l a  p re c ip ita c ió n . Cuando l a  solución e s tá  f r í a ,  
se añade m ertio la tc  para dar una concentración f in a l  -  
del 0,013%. Se mezclan luego 80 mi de e s ta  solución sa 
l in a  con 160 mi de l a  solución espesa de agua en ac e ite  
d e s c r i ta  en e l último p á rra fo . E sta mezcla se a g ita  v i  
serosamente para d isp ersa r e l  a c e ite , y luego se premez 
c ía  en e l cono G iusti y se pasa a l homogeneizador, que 
se pone entonces en funcionamiento a l a  velocidad 2, -
con un a ju s te  Clayton de 3 .5 . Se recogen 250 mi de un 
líq u id o  lechoso móvil que tien e  una v iscosidad análoga 
a l a  d e l agua. La composición, que contiene ahora 8 uní 
dades LF de toxoide por dosis  de 0,25 mi, se examina ha 
jo e l microscopio para confirm ar que se ha obtenido l a  
deseada emulsión m ú ltip le .

La re sp u es ta  de an ticuerpos a e s ta  vacuna se 
determ ina mediante inyección subcutánea de porciones de 
0,25 mi en 10 cerdos de Guinea. El t í tu lo  de an tito x in a  
del té tanos se determinó a l cabo de 4 semanas como s i  -  
gue:

1 animal 8 ,0  unidad es/inl
4 !t 16,0 ,t tt
3 H 32,0 tt tt
1 M 64,0 tt tt
1 M >64,0 'tt tt
Se inyectaron o tro s 8 cerdos de Guinea después 

de que l a  vacuna había sido almacenada durante 6 meses 
a 4RC. Los t í tu lo s  de an tito x in as  4 semanas después de 
l a  inyección fueron como sigue:



-  21 -

5.

10.

15.

20.

25-

1 animal 8 ,0  unidades/ml
1 " 16,0 " "
5 " 32,0 " "
1 " 64,0 " "

EJEÍTL0 6.
Vacuna de l a  enfermedad de Newcastle.

Se emplea como fuente de m ate ria l antigeno un 
flu id o  de cu ltiv o  de te jid o  del Glaxo Laboratory que -  
contiene 3 veces l a  concentración normal de v irua  de -  
l a  enfermedad de Newcastle usada en vacunas acuosas.So 
añaden lèntam ente 50 mi d e l flu id o  de cu ltiv o  de t e j i ­
do concentrado a 50 mi de una mezcla 9:1 v /v  de Dra -- 
keol 6VR y A rlacel A. Luego se premezcla l a  mezcla en 
e l cono de G iusti y se pasa a trav és del homogeneiza -  
dor a. l a  velocidad 2 y a ju s te  Clayton 2, como se des -  
cribe  en e l ejemplo 5; para dar l a  emulsión espesa de 
agua en a c e ite . Luego se mezclan 2 volúmenes de es ta  
emulsión con un volúmen de l a  mezcla "Tween" /PBS des 
c r i t a  en el ejemplo 5 y se premezcla la  mezcla en e l -  
cono y se pasa a través del homogeneizador a l a  veloc i 
dad 2 con e l a ju s te  Clayton a 3*5*

La vacuna de emulsión m últip le  lechosa que 
se recoge tie n e  una viscosidad análoga a l a  del agua y 
puede in tro d u c irse  fácilm ente en una je r in g a  a través 
de una aguja. El fa c to r de d ilución  en e l concentrado -  
o rig in a l es t r i p l e ,  de manera que el volumen de d o s if i­
cación para l a  vacuna en emulsión m últip le  es e l volu -  
men de d o sificac ió n  h ab itu a l para la s  vacunas acuosas.
EJEEPLO 7.

30. Vacuna de l a  in fluenza.
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Se r e p i te  e l procedimiento de p reparar primero 
una emulsión espesa de agua en a c e ite  y luego una emul­
sión m ú ltip le  móvil d e sc r ito  en lo s  ejemplos 5 y 6, 
usando como fuente de m a te ria l antígeno un concentrado 
de una vacuna de in fluenza acuosa. E sta  vacuna acuosa -  
contiene la s  sig u ien tes  razas: A /Singapore/1/64; para  -  
dar 18.000 unidades HA por mi, A/England/1/64, para dar
6.000 unidades HA por mi, B/England/939/59, para dar -
12.000 unidades HA por mi y B/Taiwan/4/62, para dar
6.000 unidades HA por mi.

La vacuna por emulsión m ú ltip le  móvil produce 
una re sp u es ta  s a t i s f a c to r ia  de anticuerpos y tien e  una 
concentración t a l  que su volumen de d o sificac ió n  es 
equivalente a l  de la s  vacunas coadyuvantes de agua en 
a c e ite  comercialmente o b ten ib les .
EJEKTLO 8.

E ste ejemplo i l u s t r a  l a  formación de 7 d ife  -  
re n te s  m ate ria le s  antigenos en una vacuna en emulsión -  
m últip le  mediante la s  técn ica s  de homogeneizador meca -  
nico d e s c r ita s  en lo s  ejemplos 5 a 7. El medio acuoso -  
que contiene a l  m ate ria l antígeno se prepara mezclando 
lo s  d iversos antigenos seguidamente enumerados en la s  
cantidades mencionadas, con una pequeña cantidad de l a  
solución s a lin a  n eu tra lizad o ra  de fo sfa to  Glaxo. La Ber 
d e te l la  p e r tu s s is  se añade a l f in a l .  Las cantidades se 
seleccionan de manera que la  vacuna por emulsión m últi­
p le  f in a l  posea e l aceptable volumen de d o sificac ió n  de 
d o sificac ión  de 0,25 mi.



5.

lü .

15.

20.

25.

30.

Componentes de l a  í!ase acuosa. mis
1. B ordete lla  p e r tu s s is , a 40 x 10^

organismos/ml 25.0
2. Tétanos a 1.000 unidades LF/ml 3*37
3. D if te r ia  a 6.800 unidades LF/ml 1*96
4. Polio  I  a 85 unidades D/ml x 100 mi 98,1
5. Polio  I I  a 10 unidades D/ml x 100 mi 100,0
6. Polio  I I I  a 10 unidades D/ml x 100 mi 100,0
7. Sarampión (tra tado  con é te r)  a 100

unidades HA/ml x 100 mi 50,0
Salina n eu tra lizado ra  de fo sfa to  38.6

Total .......... 417,0
E sta fase acuosa que contiene a l m ate ria l ají 

tfgeno se formula luego primeramente en una emulsión -  
de agua en ac e ite  usando un volúmen igual de l a  mezcla 
9:1 D rakeol/A rlacel y luego en l a  forma de emulsión -  
m últip le usando 2 volúmenes de emulsión de agua en 
a c e ite  por volúmen de mezcla "Tween 80"/ PBS. La re  -  
su ltan te  vacuna por emulsión m últip le  es un líqu ido  mó 
v i l  es tab le  que m uestra poca seííal de descomposición, 
incluso  tra s  un prolongado almacenamiento a elevada -  
tem peratura.

N O T A
D escrita  suficientem ente l a  n a tu ra leza  del 

invento, a s í como l a  manera de r e a l iz a r lo  en l a  p rá c t i  
ca, debe hacerse constar que la s  d isposic iones an te -
riorm ente indicadas son suscep tib les de m odificaciones
de d e ta l le ,  en cuanto no a lte re n  su p rin c ip io  fundamen 
t a l .  También se hace constar que e l invento correspon--
de a una so lic itu d  de paten te  p resen tada en In g la te r ra



con fecha 25 de Octubre de 1.963 bajo el númerô  42210/63 
acogiéndose, por lo tanto, a los beneficios que conce -  
den los Convenios Internacionales en vigor y siendo lo 
que constituye la  esencia del referido invento y por le 
que se so lic ita  la ten te  de Invención por 20 años, en 
España "Procedimiento de preparación de una composición 
inyectable que contiene material antigeno", caracterizan 
dose por lo siguiente:

la.- "Procedimiento de preparación de una com­
posición inyectable que contiene material antígeno", ca­
racterizado por comprender la  formación de una emulsión 
múltiple de aceite/agua en la  que la  fase continua es -  
acuosa y la  fase dispersa primaria es una fase oleosa en 
la  que está dispersa la  fase acuosa que contiene al mate 
r i a l  antigeno.

2 3 . -  Procedimiento de preparación de una com -  
posición inyectable, caracterizado por comprender la  su­
jeción de una mezcla de (l) una emulsión de agua en -  
aceite que contiene material antigeno en la  fase acuosa, 
(2) un medio acuoso y (3) un agente emulsionador del t i ­
po que favorece la  formación de la  emulsión de aceite en 
agua, a condiciones emulsionador as, en virtud de lo cual 
se obtiene una emulsión múltiple en la  que la  fase conti 
nua es acuosa y la  fase dispersa primaria, es una fase -  
oleosa en la  que se encuentra dispersa una fase acuosa -  
que contiene al material antigeno.

33.- Procedimiento según la  reivindicación -  
23, caracterizado porque la  relación entre la  emulsión -  
de agua en aceite y el medio acuoso es de 3:1 a 1:10 so­
bre una base de volumen/volumen.



43 .- Procedim iento, según la s  re iv in d ic a c io ­
nes 23 ó 33, ca racterizado  porque e l medio acuoso con -  
tien e  del 0,25 a l 5 % v /v  d e l agente emulsionador, basa 
do en el medio acuoso.

53 .- Procedim iento, según cualquiera de la s  
re iv in d icac io n es 18 a 4§, caracterizado  porque e l díame, 
tro  medio de lo s  glóbulos de l a  fase  o leosa d isp e rsa  es 
del orden de 10 a 50 m ieras y p referib lem ente de 10 a 
20 m ieras.

63 .- Procedim iento, según cualqu iera  de la s  
re iv in d icac io n es 13 a 5 -, caracterizado  porque e l díame 
tro  medio de l a  fase acuosa que contiene a l m ate ria l -  
antigeno es del orden de 1 a 7 m ieras.

73 .- Procedim iento, según cualqu iera  de la s  
re iv in d icac io n es la  a 6a, caracterizado  porque e l mate­
r i a l  antigeno es de origen v i r a l ,  t a l  como v iru s de l a  
in fluenza o v iru s  de l a  enfermedad de Newcastle.

8 3 .-  Procedim iento, según cualqu iera  de la s  
re iv in d icac io n es 18 a 63, ca racterizado  porque e l mate­
r i a l  antígeno es de origen r ic k e tts ia n o  o toxoide, t a l  
como toxoide del té tan o s.

98.- procedimiento, según cualquiera de las 
reivindicaciones 13 a 88, caracterizado porque hay más 
de un antígeno presente.

108.- "Procedimiento de preparación de una -  
composición inyectab le que contiene m ate ria l antigeno"; 
t a l  y como queda substancialm ente d e sc rito  en l a  presen 
te  Memoria.
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ta s  a máquina por una so la  ca ra .

4\ i*-'-
Esta memoria consta de v e n tis e is  hojas e^ c ri-
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