19641

370641

PRSI T4 TRV AR T S VIO 3

! : .’..»'\%‘sCACIC‘:‘\ 9 C

_PATENTS DE INVENCION
Te A 12 221-Sp.

4

O St e I P N

LiLw.f
suaciLazs [

o

G//%mzmm @fzfnyzziﬂa 18 o

cathe:

PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE ARTIGENOS INACTLIVADCS
PARA PREPARATOS FARMACEUTLCOS

T

Todlcitands: PARBENFAPRIKEN BAYER ARTIENGESELLSCHAFT, entided niemens

residents en Leverkusen-Bayerwerk, Alemania.

e

Mod. 596



10

15

20 |

25

. entre la temperatura ambiente y 40°c, -

Constituyé el objeto de la invencidn, 1a aplica-
t_:ién de etiletilenimina como agente de inactivacidn enla preparacidn
de anti’gends inactivados para. preparados farmacéuti'cos, por ejem-
plo vacunas de vir‘us? - 7

Para l‘a produccidn de tales preparados son nece-.

garios métodos; respectivamente agenies de inactivacién que, por un

" lado, destruyen con geguridad la infecciosidad, debiendo quedar con-

" servada la antigenicidad, A fin de obtener preparades inactivados con

seguridéd, este proceso ha de desarrollarse en una reacceién de primer

~orden, a fin de que pueda determinarse seguramente el momento de

la.:!bérdida total de la infecciosidad. Es{o no es el caso.con mughos
agentes ée ihact'lvacién usuales, como por ejemplo con ia formalina

o conla rs-propillactona. Otros agentes que no tienen esta- desventaja,
son poco estables y presentan, como por ejemplo la aqetilefilenimina

a2 la temperatura ambiente una pérdida de actividad incontrdlable; -

Ahora se ha encontrado que la etiletilenimina

. que inactiva los virus en una reaccién de primer orden y que conser-
‘va la antigenicidad de los mismos y que es bien almacenable también
a la temperatura ambiente, puede ser aplicada con éxito como agen-

te de inactivacitn en la produccion de antigenos inactivados para:

| . 2

. preparados farmacéuticos. -

Se la aplica en cantidades de 0,01 -1 %
(volf/vo}). Tl tiempo de apliéacién es, segin las condiciones de en-

sayo, de unas pocas horas hasta 5 diag, Se trabaja a temperaturas
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Ejemplo 1,

A una sugpension del virng de aftosa
(como cepa 04, Kaufbeuren) -un representantz de los virug conte-
niendo dcido ribonucleinico-, en forma de un ifquido de cuitivo de
un cultivo infectado de células primarias de rifiones de ternera. sc
agregb 0,1 % (vol/vol.) de etiletilenimina (EEI) que préviamente ‘:mr
instilacién de dcido clorhidrico habfa sido Ilevada al valor pVH neutro,
Sé guardd la mezcla a. 37°C y de la misma se tomé una prueba cada
hora, La inactivacién fué interrumpida por adicién de 10'% en volu-
men de una solucién al 20 % de tiosulfato de sodio, Entonces, las
pruebas en estado no diluido y diluidas a decenas de gyz'ados fuerdn»
inoculadas en éada vez 10 tubitos con c¢élulas de rii'ioneé de ternera
en una cantidad de 0,1 ml por inoculacidn, Los indices de virus asi
dgterminados evidenciaron con el aumento del t{empo uny caida co-
rrespondiente a una reaccién de primer orden, Después de un tiempo
de accién de 5 horas, ni con la inoculacidn de la cantidad cinco vecés
mayor de la cantidad de virus arriba indicado ya no pudo comprobar-
se ninguna infecciogidad, -

Una solucién de virus asf tratada durante 6 ho-

rag, fué inoculada subcutdneamente en 5 cobayos en una cantidad de

@
.

1,5 ml, Ninguno de los animales mostrd sintomas de enfermedad,
pero en un examen hecho a las 3 semanas a contar de la inoculacidn,
tenian en el suero anticuerpos neutralizantes contira el virus infec-

cioso de partida no tratado previamente, ~
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- Ejemplo 2,

El procedimiento descripto en el Ejemple 1,
fué repetido con la aplicacién de 0,05 % (vol/vol,) de ERI, en lugar
de 0,1 % (vol/vol.,). También aqui se presentd una caida lineal de
1a infecciosidad en el transcurso del tratamijento, Al cabo de 11 horas
ya no podia comprobarse ninguna infecciosidad, ni despuéé de la ino-
culacidn de la cantidad de virus cinco veces mayor, -

La inoculacién de cada vez 1,5 ml der un virus
asi tratado durante 24, horas, no produjo en 20 cobayos ningin sinto-
ma de enfermedad, A las tres semanas a contar de la inyeccién, todos

los animales tenian en el suero anticuerpos neutralizantes contra el

virus de partida, -

Ejemplo 3, ‘
Bl proce_dimiento descripto en el Ejemplo 1,

fué repetido con la aplicacién de 0,05 % (vol/vol,) dé EEI, en lugar

de 0,1 %, y a una temperatura de accién de 22°C, en lugar de 37"’(3.

. También aqui se presentd, a medida que pasd el tiempo, una caida

line_al de la infecciosidad. Al cabo de 52 horas, ya no podia consta-
ta;:'se ningin vxrus inf_eééi’oso. - ;
Ejemglo 4..
’ Segin el procedimiento descripto en el ~Ejernplo
1, conla aplicaé[ién de 0',05 % (vol/vol,) de EEI, enlugar dec 0,1 %
(vol/ \;ol.) dé EEL , fueron tratados virus de aftosa durante 16, 18 y

24 horas, Con la inoculacién de cada vez 9 ml en cultivos de rifiones

de ternera, as! como después de la inyeccién intramuscular de cada
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vez 10 ml en 3 lechones predispuestos, no se constatd ninguna infec-
ciosidad, -

La solucidn de virus inactivado fué mezelada
por partes iguales con el adyuvante.competente de Freund y cada
vez 2 ml de esta vacuna fueron inoculados en cada vez 5 cerdos, En
el suero de todos los animales pudieron constatarse, élespué's de la
vacunacién, anticuerpos neutralizantes, A las 8 semanas a contar
de la vacunacidn con la vacuna inactivada durante 18 horas, 4 de §
cerdos y, con las otrag dos vacunas, 3 de 5 cerdos eran inmunes
contra una infeccidén maciza con el virus activo del mismo tipd; los .
demds animales se enfermaron méds levemente gue 163 ‘animalghs te‘s-
tigos, -

Ejerhplo 5,

Como se ha descripto en el Ejemplo 2, el.viv- '
rus de aftosa fué tratado durante 24 horas con EEI y su caracter
inofensivo fué dé;cerminado como en el Ejemplo 4, A la suspension |
del virus fueron agregados 50 mg/ ml de dietilamincetil-dextrana y
esta vacuna fué inyectada subcutineamente en 20 cerdos ;en la canii-
dad de 10 m} por.anim'al, Todos los animales formaron anticuérbos‘
neutralizanfes contra el virus activo, Alas 8 ;semanas a contar de

. . 4
la vacunacidn, 18 de 20 cerdos eran inmunes contra la infeccién con
el virus de aftosa activo del mismo tipo, los otros dos se enfermaron
a un grado considerablemen'te mds leve que los animales testigos sin

tratamiento previo, -
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Ejemplo 6.

El procedimiento descripto en el Ejemplo 1, fué
aplicado para la inactivacién del virus de la rmotraqueitis bovina infec-
ciosa -un represen’cante de log virus conteniendo dcido desoxiribonu-
cleinico- en lugar del virus de aftosa, Aqui también pudo constatarse,a.
madida que pasé el tiempo, una caida de la infecci_osidad,: correspon-
diente a una reaccié»'n de primer orden. Después de una 'accién durante
18 horas ya no era comprobable ninguna infecciosidad, Se inyectaron
intramuscularmente 2 ml de una solucién de virus tratada durante 16
horas a cada uno de 10 cobayos, A las 3 semanas a co;ltar de la vacuna-
cidn, pudieron constatarse anticuerpos neutralizantes contra el virus
de rinotraqueitis bovina infecciosa en el suero-de estoé animales, -

Ejemplo 7,

El prodedimier;to descripto en el Ejemplo §,
fﬁé repeﬁido con el empleo de 0, 05 % (voi/ vol.){ de AEEI, ‘en iugé.r de
0,1 %, También aqui se presentd una caida lineal de la i;'xfecciosi.dad
y al cabo de 20 horas ya no pudo constatarse ninguna infecciosidad, -

Fjemplo 8,
LA ﬁna sugpension del virus ’del Sindbig 'en foz,;ma
de unliquido de cultivo infectado de células 1inea1eé de rindn de
. .
Hémstér cachorro, fueron agregados paralelamente 0,05 % (vol/vol.)
de EEI ya almacenada durante 14 meses a la temperatura ambiente
y' EEI recién obtenida y alm;tcenada tan solo a 4°C, en la forma des-
cripta en el Ejemplo 1. Cada hora ée tomaron pruebas, sé 1las neu-
tralizaron por adicidn de én fotal 2 % de tiosulfato de sodigAy se las
379641
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inocularon, en estado no diluido, asi como dilufdas a decenas de gra-

dos, intercerebralmente en una cantidad de 9,03 ml en cada vez 5
ratones cachorros., A medida que pasé el tiempo, se perdid, en “
forma completamente igual para las d_os inactivaciones, la infeccio~.
sidad de la solucién de virus, Esto significaba que la EEI almacena~

da durante 14 meses a la temperatura ambiente habfa conservado |

la misma eficacia que la EEI nueva almacenada bajo enfriamiento, -.
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Descrita suficientemenmé la paturaleza del ine
vento, asi como ls mansra de realizerss en la préctics.
debe hacerse comstar que las disposiciones antericrmente
in@ieadas s0n susoeptibles de modificsciones de detalile
en cﬁanto ro alteren su principio fun&aﬁental, Tambidn
se hace constar que el invento corresponde o una s0li-
cltud de Patente presentada en Alemania con ‘ol ne P 19
24 303.9 de 13 de mayovde 1969, acogiéndose por lo tanto
a los beneficios que conceden los Conveniocs Intsrnaciong.-
les en vigor, siendo lo que eons%ituya la esencis del re-—
ferido invento y por lo gue se solicita una Patents de
Invencién por 20 afios en Espefia, sobre: PROCEDIMIENTO
DE PRODUCCION DE ANTIGENOS INACTIVADOS PARA PREPARATOS
PARVACEUTICOS, caracterizéndose por io siguiéntee

_ 1.~ Procedimiento de pfbduceién de antigenos
ingctivados para preparados farmacéubicos, tales como va~

cunas de virus, caracterizade porque comprende inuchivar

"103 virug con etiletilenimina.

2.= Procedimiento segin la reivindicacidn 1,
oaraotérizado porque ls etiletilenimina se apllea en con
tidedes de 0,01~ 1% vol/vol. 7

3¢~ Procedimiento segin las reivindicaciones
ly2, caracterizado porque el ﬁieﬁpo Je eplicameibn vavia,

seglin las condiciones de ensayo, de uma pocas horas hasia
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4.- Procedimionto segun les reivindicaciones

1 & 3, caracherizado porque la temperatura es del orden

 de la tomperatura ambiente hasta 40°¢.

5.~ Procedimiento de producciln de antigenos
inactivados para preparados farmacéuticosg'#al.y como
queda sustancislmente descrito en la presente MNemoria.

Esta Memoria consta.de 9 hojas eseritas a nd-

quing por una sola cfTs.
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