Meod. {13

@%da}faﬂ{e.’

I47412

PATERTE Dii INVENCION

Ref: SC. 3016,

@%@m&%’a @e&&zz/zﬁzta

40/;6.'

“Procedimisnto para la preparacioén de una
sugpensién viral inactivada monovalente o polive-

lentet,

RHONE-POULENC S.A., entidad francesa, residente

en 22, Avenue iontaigne, Paris-8e, Francia.
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bste invento se refiere a un procedimiento de
preparacion de una suspension viral inactivada y de
vacunas mono- 0 polivalentes contra la gripe y a las

nueves vacunas asf obtenidas.

Los virus utilizados para preparar estas vacu
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nas, son los virus gripales humeno (tipos A, &4, A o
B), equino, porcino o aviar.

Bl procedimiento de preparacién de acuerdo con
este invento consiste en inocular uno u otro de los
sgentes virulentos sntes descritos, en la cavidad alan
toides de huevos de gallina con embriotn, en incubar los
husvos esf inoculados, en recoger la suspensidn virsl y
en inactivar esta dltima por un wétodo adecuado. La sug
pensi 6n obtenidz, emulsionada con un auxiliar oleagino-
50 de composioci6n determinada, proporcione emulsiones
oleaginosas estebles ds virus gripales inactivados, su-
ceptibles de administrarse a los sers& huuenos o a los
animales, para protegerlos contra las afecciones gripe-
les provocadas por los virus correspondientes a cada
ung de estas especies.

En le préctica, las particulas de virus gripal
de los distintos tipos entlgenosg mencionados enteri or-
mente, se cultivan de acusrdo con técnicas habituales
en la cavidad alantoides del huevo de gallina con em-
brion y, después de la incubacidn durante 2 4 3 dras
aproximadamente, se retiran los lIquidos alantoides y
se purifican por centrifugacion diferenciazl y filtra~
cion. Asf se obtienen suspensiones virales, apropiadas
para la insctivaci on.

La inactivacion de esta suspensitn viral se
realiza por tratamiento con éter etilico de acuerdo
con la técnica descrita especielmente por F.il, DAVEN-
PORT y Coll., J. Lab. Clin. fed. 83, 5 (1964), para
obtener sub-unidades hemoaglutinantes, antlgenss pero

no infecciosas, ds lee parviculas virales. El tratawien
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to con ¢ter etilico se lleva a cab. agitando o unz tes-
seratura proxima a 09C la mezcla obtenidu por wdicion
de éter a la suspensioén viral purificada enteriormente
obtenida y separando luego por decantacion la suspensidn
de sub-unidades hewoaglutinantes. ©n estas condiciones,
la actividad neuramidindsica de los virus se conserva,
$ comprueba inwediztamente, de scuerdo con las técni-
caes corrientes, due esta suspension estd exenta de vi-
rug gripel infeccioso, y de pirogenos. En la técnica de
inactivacion, debe sustituirse ventajosamente el é&ter
etilico por el acetato de etilo,

Para el empleo humano o veterinario, por vias
gubcutaneas o intramuscular, la suspensiotn acuosa de
particulas viralss inectivadas ast obtenida se emulsio-
na en una mezcla Ge aceite vegetal o mineral o de tri-
glicerido natural hidrofilo y de un emulsionante adecua
do, @ fin de obtener suspensiones estables y facilmente
aduinistrables. Como aceite vegsital se utiliza, con pre
ferencia, el acoite de =0ja, psro pueden convenir tam-
bién los aceites de sésamo, de aradquis o de oliva. Como
triglicérido natural hidroéfilo, se utilizan, por ejemplo
trigliceridos olgicos polioxietilenados, o trigliceridos
palmitoestedricos polioxietilenados. Como emulsionante,
se utiliza, con preferencia, el oleato de menitol.

La emulgion se obtiene de acuerdo con los proce-
dimientos corrientes, por ejemplo agitando rapidamente
la mezcla de la suspensioén viral inactivada y de dos ad
yuvantes oleaginosos, a una fenperatura proxima a 0%,
Ast se obitiene una emulsion de sub-unidades hemoagluti-

nantes que puede utilizarse para la inmunizacion de los
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seres humenos o de los animales. Esta emulsion cbnsti-
tuye una vacuna que puede administrarse por via subcu-
tdnsa o intramuscular.

La suspension viral inactivada puede utilizarse
tembién diréctamente, especislmente administradas por
via nesal despugs de nsbulizaciodn por cuelduiser medio
apropiado. En especial pusde acondicionarse en frascos
nebulizadores o en recipientes con un propulsor gaseoso
0 liquido apropiado con objeto de poder obtener wna dig
persioén en forma de pequefias gotitas o de aerosoles. Pa
ra le utilizacién por via rectal, la suspenslon acuosa
de particulas virales inactivadas se incorpora en un
excipiente comtn, para supositorios.

El procedimiento anteriormente descrito, se apli'!
ca & vacunas monovalentes contra le gripe; es evidente
que si se desean vacunas polivalentes, basta mezclar las
suspensiones de sub-unidades hemoaglutinantes monotipi-
cas obtenides sepsradamente, despuss de incorporarlas en
8l adyuvante oleaginoso como antes se 1ndicod.

Bl procedimiento de preparacion descrito anterior
mente permite obtener nuevas vacunag contre la gripe due,
por su excelente actividad inmunizante, la duracidn .
de la inmunidad producida, su facilidad de administra-
cion (subcutanes, intramuscular, nasal 6 rectal) y su
ausencia de efecto pirogeno, constituyen una mejora ime-
portante en este campo.

Los ejemplos siguientes, facilitados a tItulo
no limitativo, indican de qué modo puede splicarse este

invento en la practica.
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Ay, o la cepa B/Ruumania/?/66 de virus gripal B, o la ce-
pa Ann Arbor/1/57 de virus gripal Aq 0 cualyuier otra
cepa de virus gripal humeno de tipos antigenos 4, Ay Ay
6 B obtenidas de la coleccioén del World Influenza (Cen-
tre de Londres, se cultiva en la cavidad alantoides de
huevos de gallina con embrion, con 10 dfas de incubaci on.
Los huevos inoculados se incuban a 37°C durente 48 a 72
horas y luego se refrigeran a 4°C durante 18 horas, cui-
dando de eliwinar previamente los huevos cuyos embriones
han muerto. Después de la refrigeracién, los liquidos
alentoides de los huevos inoculados se retiren aséptica~
mente por succioén mediante una trompa ds vacio y se reuv-
nen pare foruwar unz mezcla de 500 a 1000cm3, Ia canti~
dad de virus presente en esta mezcla se determine por la
reacci dn de hemoaglutinacion y por titulacion “in ovok.
Haciendo variar de acuerdo con la cepa utilizada la di-
lucion del inébeculeo y la duraclién de incubacion de los
huevos inoculados, se procura obtener fondos comunes con
teniendo entre 512 y 2048 unidades hemoaglutinentes por
emn3 (UHA/em3.) de virus.

Bstos fondos comunes se clarifican s continuacion
por centrifugacion a pedqueiia velocidad (1000 g aproxima-
damente) durante 15 miautos; el producto Yue sobrenada
se centrifuge durante o0 minutos a 40 000 g en una ultra
centrifugadors prepsradora. Kl asiento obtenido se colo-
ca nuevomente en suspension de modo homogéneo en un vold
men de fosfato isoténico tampon / pH 7,23 ver R, DULBECCO
y 1. VOGL, J, Bxp. lied. 99, 167 (1954)_7.

Bsta suspension concentrada s8¢ purifica a conti-

nuacion por centrifuzzcion en gradientes de densidad de
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tartrato de potasio o de sacerosa / 'e-i' C.E, SCHWERDT y
P.L. SCHAFFER, Virology 2, 665 (1956); J.F. LicCREA ¥
Colab,, Hature 189, 220 (1961)_7, utilizando uns ultre-
centrifugadora preparadora. Las zonas ds gradiente yue
contengan la proporcion mas elevada de UHA/om3, so ret~
nen para obiener uh& suspension viral que contenga por
lo menos 5.000 UHA/mg de proteina., ssta suspensi on puede
diluirse lusgo en fosfato isotoénico tampén de tal modo
due contenga Ge 1000 & 2000 UHA/em3 de virus.

Para el travamiento con éter etilico, se =afiaden
a2 un volumen de la suspension viral purificada obtenida
anteriormente, 2 voltmenes de &ter etilico exento de per
0xido, y un mg/cm3 de monooleato de polioxietilensorbi-
tol (Tween 80). Esta mezcla se coloca en un baiio 48 hielo
fundente y se agita de modo conitinuo por medio de wn agi
tador de paletas, durante 5 horas, realizandose la operg
cion en condiciones de agepsia. El éter y la suspension
viral, compuesta en estas condiciones de sub-unidades
hemoaglutinantes, se separan por decantacion, y el &ter
regidual se evapora en vaclio. La proporcion de UHA/cm3
ge determina, por el método habitual, despues de este
tratamiento: en general se compruebs que es ligeramente
superior @ la proporcitn primitive. Le suspension de sub
~unidades hemoaglutinentes se filtra a continuacion, pe-
ra eliminar toda contaminacién, sobre membranas de éster
de celulosa (dimension media de los poros: 0,45 micras).

Los ensayos de esterilidad bacteriana y fungici-
da se realizan de acusrdo con lag técnicas corrientes en
caldo tioglicolato, medio nutritivo gelosado National

Ingtitute of Health, medio nutritivo gelosado de Sabou-
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raud y caldo de enriquecimiento especial para ilycoplas-
ma. La asusencia de virus gripal infeccioso residual deg
pués del tratamiento con éter se determina por dos pasos
sucesivos, a diluciones distintas, en la cavided alantoi
des del huevo de gallina con embrioén. La ausencia de
efecto pirdgeno se establece de acuerdo con la técnica
usual, por inyeccioén intravenose en el conejo.

Lo suspension, bacteriol6gicamente estéril, exen-
$a de virus gripal infeccioso y de pirogenos, s conser-
va a 4°C en ampollas selladas, despuds de la adiciotn de
mertiolato de sodio a la concentracion final de 1 por
10 000.

La emulelion de la suspengion obtenide anterior-
mente de sub-unidades hemoaglutinantes de virus gripal
en el adyuvante oleaginoso, se realize del modo siguien-
t6: a 30 cmS de esta suspension se le afiaden los 27 om3
de aceite de soja, 3 cm3 de oleato de menitol ¥y 0,5 cn3
de monoolsato de polioxietilensorbitol (Tween 80), pre-
viemente esterilizades., (Los aceites vegetales se esteri
lizan por Tiltracion en membranas de égter de celulosa;
el olsato de manitol y el monooleato de polioxietilensor
bitol, se esterilizan en autoclave). iianteniendo esta
mezcla en un baiio de hielo fundente, se introduce en
ella asépticaumente el véstago de un dispersor de turbina
(tipo Ultra~Turrax) Yue se hace funcionar dursnte 5 minyu
tQSo % obtiene uns emulsion blanca, cremosa, homogénea
v estable, que se conserva a 4°C en frascos tapedos con
caucho y provistos de cédpsulas metdlicas.

La vacuna uonovalente asf obtenida, se degtina

e le administracion al howbre por via intremuscular o
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subcuténes, en un voltmen de 1 em3 (via intramuscular)
o de 0,4 cm3 (via subcutanea).

BIEWPLO 2 -~ Operando como en el ejemplo 1, a partir de

e ——
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la misma cepe, pero utilizando el acetato
ds etilo como agente de inzctivacion, s obtiene uns
suspensi on de sub-unidades hemoaglutinentes del virus
de partida, cuyos controles se reslizen como en el
e jemplo 1.

BJEPLO 3 ~ Para 1a preparacién de vacunas polivalentes

destinades a la administracion al hombre por
via intramuscular o subcutdnez, las diversas cepas de
virus gripal de tipos A, A4, Ao y B Que se desee incor-
porar en la vacuna, se cultivan “in ovo%, se purifican °
por centrifuzecidén y se tratan con éter etllico o acetapl
to de etilo, como g8 Gescribe en los ejemplos 1Ty 2. Las
distintas suspensionss monotiplcas asi oblenidas, se mez
clan & continuvacién de +tal modo dus la suspension final
contenge d 100 a 500 UHA/om3 de cada tino antigeno Te-
presenitado. Los controles de esterilidad, de ausencia de
virus infeccioso regidual y de ausencia de pilrégenos, la
emuleion en el adyuvante oleaginoso y el acondicionamien
to de la vacuna, se realizan como en el ejemplo 1.

de. & la inmunizacién de lz especie porcina,
se realiza del modo siguiente. La cepa 4/Swine S¢5 de
virus gripal porecino, se culbiva Win ovo!' y el virus se
purifica como en los ejemplos 1y 2, limitendo, sin em-
bargo, la purificacitn a la primera etape (centrifuge-
cion a 40 000 g. durante 60 minutos). ELl tratamiento por

éter etilico, se lleva a cabo como en el ejemplo 1. ILa



suspensd 6n final ha de contener de 500 a 1000 UHA /em3
de virus. Los controles de esterilidad y de ausencia
de virus infeccioso residual, se realizan como en el
ejemplo 1, La emulsion en el adyuvante oleaginoso, se
5o realiza igualmente cowo en el ejeuplo 1, pero se agre-
ga a la mezcla, antes de su dispersiotn, 5 % de un tri~
glicérido natural interesterificado / tal como el ILa~-
brafil M 1944 o el Lebrafil ¥ 273 (Gattefossd) /. Es-
ta vacuna se destina a la administracién por via intra-
10. muscular, en un voldmen de 5 em3.
h_:ggﬁi_g;g_g -~ La preparacion de vacuna antigripal desting
de a2 la inmunizacidén de la especie caballar,
ge realiza del mismo modo que en el ejemplo 4, pero uti-
lizando como cepas de virus, los virus gripales edquinos
5, A/Bqui fraga y A/fqui/idiami, o cepas antiggnicamente em-
parentadas con éstas. lLa vacuna e€s bivalente, que com-
prende una cepa de cada una de estas dos dltiwas. Como
en el caso de la vacuna porcina, el adyuvante oleegino-
go (aceite vegetal 4 oleato de manitol) contiene 5 % de
20, un triglicérido natural interesterificado. La vacuna se
destina a la administracion por viza intramuscular, en
un volumen de 5 cm3.

EJuiPLO §_- La preperacidén de vacuna antigripal, des-

tineda & la inmunizacion de los pavos, se

o5, lleva a cabo como en los ejemplos 4 y 5, pero utilizan-
do como cepa de virus, el virus gripal aviar Turquis/In
glaterra/63 (Langham). El adyuvante oleaginoso, como en

el caso de las vacunas porcina y equina, contiene 5 %
de un triglicérico natural interessterificado. La vacuna

30. ge destine a la adninistracion por via intramuscular
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(bajo un voltuen de 1 cmd) o suboutanes en la membrena
alar (bajo un volumen de 0,2 om3),

BJEPLO 7 ~ La preparacion de vacuna entigripal desti-

nada a la inmunizaclon de seres humanos
por via intranasal se realize como en los sjemplos 1y
2 en lo due se refiere al culitivo de virus *in ovolt, a
su concentracidén, a su purificacioén, a su tratamiento
con ¢ter etilico o con acetato ds etilo y & la mezcla
de capas humanas representatives de los tipos A, A4,
Ao y B, para obtener una vecuna monovelente o poliva-
lente. Log ensayos de esterilidad y de ausencia de vi-
rug infeccioso residual, son los mismos de los ejemplos
1Ty 2. Despues del tratamiento por el éter etilico o el
acetato de etilo, se omite la adicion de mertiolato &
las suspensiones de sub-unidades hemoaglutinantes. S
comprusba que éstas han conservado una actividad enzims-
tica neuraminidésica, haciendo reaccionar una parte ali-
cuota con une preparacion de mucoproteinas extratdas de
la glandula sub-mexiler de busy y determinando la liberg
cion de acido N-acetilneuraminico z partir de este sus-
trato.

La suspension acuosa, mono- o politipica, ds sub-
~unidades hemoaglutinanies no se emulsiona en un adyuven
te oleaginogo, como en los ejemplos anteriores: se colo-
ca en un aparato nebulizador, bajo presioén de nitrogeno
¥y se administra por nebulizacion en las ventanas nasec-

les.,

rios destinados a la inmunizacioén de geres

humanos por la via rectal: los virus tipo A, Aq, Ay ¥y B
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se cultivan %in ovo', se concentren, se purifican y se
desintegran por el &ter etilico o el acetato de etilo,
como en los ejemplos 1 a 3. Las suspensiones acuosas,
mono- o politipices, de sub-unidades hemoaglutinantes,
no adicionadas de mertviolato, se liofilizan y el produc
to seco obtenido se incorpora a una preparacibn de acei
te de paelme hidrozenada interesterificada / tipo Labra-
£il N 2273-C (Gattefossé) 7 préviamsnte fundida & 38°C,
que inmediatamente se dejs solidificar en moldes adecug
dos para darle la forma de supositorios.

La proporcidn de susvension liofilizada de sub-
—unidades hemoaglutinantes zfiadida a la nesa para supo-
sitorioe 4ue acaba de deseribirse, se calcula para due
cada uno de estos contenga como minimo 1000 unidades he
noaglutinantes de cada cepa de virus representada en la
vacuns.

-~-JOTA~

Descrita suficientemente la naturaleza del in-
vento, asi couo la uwenera de realizarlo en la practica,
debe hacerse constar yue las disposiciones anteriormen-—
te indicadas, son susceptibles de modificaciones de de-
talle en cuento no alteren su principio fundamental.
También se hace constar que el invento corresponde a
una wolicitud de katente presentada en Francia, con fe-
cha 21 de noviembre de 1965, bajo el ntmero PV. 84.337T;
acogiéndose por lo tanto a los beneficios yue conceden
los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo due
constituye la esencia del referido invento y por 1o
que se solicita Patente de Invencioén por 20 afios en

kigpaiie, sobre: WrROCUSDL.IHNIO PARA LA PRePARACION Du
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UNA SUSPSNSION VIRAL INACTIVADA wONOVALENTE o POLIVALEN
Tiits; caracterizédndose por lo siguiente:

1.~ WProcediwiento para la preperacion de une
suspensioén viral inactivade monovalente o pc;livalen'he i,
mediente inactivacién de suspensiones de virus gripales
humanos, equinos, porcinos o aviares, cultivados en 1la
cavidad alantoides del huevo de gallina con embrién y
purificados por centrifugecion diferencial, sucepiible
de formularse en forma de vacuna para su administracion
por via subcutansa o intramuscular, por via intranasal
¥y por via rectal bajo preparados inyectsbles, asrosoles
Y supositorios respectivamente, carscterizado pordue la
citada inectivacién de los virus se realize mediante tra
tamiento con un compuesto elegido del grupo consisbente '+
en éter etilico y acetato de etilo, en condiciones de
conservacion de le actividad neuraminiddsica de esbos
virus.

28,- YpProcedimiento para la preparacidn de una
suspension viral inactivada monovalente © polivalente",

tal y como Yueda sustancialmente descrito en la presente

liemoriza.,

~
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