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DESCRIPCION

Emulsiones de agua en aceite inyectables.

La presente invencion se refiere a adyuvantes que comprenden emulsiones de agua en aceite, a un método para
preparar estas emulsiones y a vacunas que comprenden los adyuvantes.

Las emulsiones de agua en aceite (ag/ac) son sistemas bifasicos que consisten en una fase oleosa continua y una fase
acuosa (fase discontinua) con lo que la fase acuosa se dispersa en forma de pequefas gotas en la fase oleosa y uno o mas
tensioactivos y emulsionantes. Las emulsiones ag/ac se aplican ampliamente en medicina, cosméticos y la industria
de alimentos y bebidas. En medicina, las emulsiones ag/ac generalmente se usan en formulaciones farmacéuticas
en forma de vehiculos de agentes terapéuticos, especialmente en el caso de ingredientes activos insolubles en agua
o sensibles al agua. En vacunacién, las emulsiones ag/ac se usan habitualmente como adyuvantes para estimular la
respuesta inmune contra antigenos diana derivados de uno o mas agentes infecciosos. Uno de los adyuvantes ag/ac
m4s antiguos es el Adyuvante Completo de Freund (ACF) que contiene micobacterias en aceite mineral y Arlacel A®
como tensioactivo o Adyuvante Incompleto de Freund que carece de micobacterias. Otras emulsiones ag/ac de aceites
minerales o metabolizables se han desarrollado y se usan habitualmente como adyuvante en vacunacion.

GUPTA R K ET AL: “Adyuvants for human vaccines-current status, problems and future prospects” VACCINE,
BUTTERWORTH SCIENTIFIC. GUILDFORD, GB, vol. 13, N° 14, 1 de octubre de 1995 (1995-10-01), paginas
1263-1276 es un articulo de revisidon que describe muchas sustancias usadas como adyuvantes para vacunas humanas,
entre las que se mencionan las emulsiones de agua en aceite.

Las emulsiones ag/ac generalmente se aplican por inyeccion. Para ser inyectable una composicion debe ser sus-
tancialmente fluida. Sin embargo, las emulsiones ag/ac a menudo son relativamente viscosas lo que hace muy dificil
la inyeccion de estas emulsiones. Especialmente con emulsiones ag/ac de aceites metabolizables la viscosidad es un
problema.

En las emulsiones ag/ac, la viscosidad en general depende de la viscosidad de la fase continua, es decir la fase
oleosa. Pueden usarse diferentes aceites en los adyuvantes, tanto aceites minerales como no minerales (metaboliza-
bles). Sin embargo, aunque los adyuvantes basados en aceite generalmente aumentan la actividad inmunobioldgica de
las vacunas, comparadas con las vacunas no oleosas, pueden provocar reacciones locales en los sitios de inyeccién de
las vacunas, especialmente cuando se usan aceites minerales. Esto puede estar causado por el hecho de que los aceites
minerales no pueden metabolizarse por el organismo vacunado y tienden a permanecer cerca de los sitios de inyeccion.
En vista del problema de reacciones locales en el sitio de inyeccion, la sustitucion de los aceites minerales por aceites
no minerales, metabolizables, seria deseable. Sin embargo, la actividad inmundgena del adyuvante deberia permanecer
alta, cuando se usa el aceite mineral en lugar del aceite no mineral. Preferiblemente, la actividad inmundgena de los
adyuvantes basados en aceites metabolizables seria tan alta como para los adyuvantes basados en aceites minerales,
mientras que el problema de tolerancia local esta practicamente ausente.

Ademés, los adyuvantes basados en emulsion ag/ac en base de aceite no mineral deberian ser estables y deberian
tener un periodo de validez aceptable.

Sin embargo, los aceites metabolizables y en particular los aceites (semi-) sintéticos y vegetales son viscosos a
temperatura ambiente y su uso en emulsiones ag/ac conduce a una viscosidad de la emulsién que es similar a la del
aceite individual. Una reduccién del contenido de aceite (y, en consecuencia, un aumento en el contenido de agua) sin
embargo provoca a menudo un aumento en la viscosidad de la emulsion hasta un grado tal que la inyeccién ya no es
posible. Aparte de un efecto sobre la viscosidad, los cambios en el contenido de aceite de una emulsién ag/ac afectan
a la estabilidad de la emulsién. La reduccion del contenido de aceite da como resultado un drea interfacial ampliada.
La cantidad de emulsionante (que depende del tamafio del 4rea interfacial) serd insuficiente y la emulsién se romper4.
El tamafio del area interfacial depende también del tamaiio de gota de la fase dispersada: un tamafio de gota reducido
da como resultado un drea interfacial ampliada. Pueden usarse medios mecanicos para reducir o aumentar el tamafio
de gota de la fase dispersada. Comparado con un equipo de procesamiento de alta cizalla, un procesamiento a baja
cizalla da como resultado un aumento en el tamafio de gota y, por lo tanto, un drea interfacial reducida.

Estas limitaciones hacen dificil obtener emulsiones ag/ac estables y fluidas, especialmente cuando se basan en
aceites metabolizables. Por tanto, hay una necesidad de encontrar otros métodos y/o medios para obtener emulsiones
ag/ac estables que al mismo tiempo sean fluidas. La presente invencion pretende proporcionar adyuvantes basados en
emulsiones ag/ac estables que son muy adecuadas para inyeccién, incluso cuando se usan aceites metabolizables y
tienen una buena actividad adyuvante.

Sorprendentemente se ha encontrado que cuando se usan ciertos emulsionantes especificos pueden prepararse
emulsiones ag/ac que son estables y proporciona una actividad adyuvante excelente incluso cuando se basan en acei-
tes no minerales metabolizables. Las emulsiones tienen una viscosidad muy baja y, de esta manera, adecuada para
inyeccidn.

La presente invencién proporciona, por lo tanto, un adyuvante para usar en una formulacion de vacuna, que com-
prende una emulsion de agua en aceite, caracterizado por que dicha emulsién comprende un emulsionante polimérico
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que es un copolimero de bloque que tiene una férmula general A-COOO-B-OOC-A, en la que B es el resto divalente de
un polialquilenglicol soluble en agua y A es el resto de un 4cido monocarboxilico complejo soluble en aceite. Dichos
emulsionantes poliméricos, asi como la preparacién de los mismos, se han descrito en los documento GB 2002400
y WO09607689. Los emulsionantes, como se describe en el documento GB 2002400 son emulsionantes en los que A
tiene un peso molecular de al menos 500 y es el resto de un dcido monocarboxilico complejo soluble en aceite, es
decir, un 4cido graso. Los 4cidos monocarboxilicos complejos pueden representarse por la siguiente férmula general:

Ry Ri
| I
R-CO 04|:-(Rz),.4:o -0-<I:-(R2),.-000H

) p " ()
en la que

R es hidrégeno o un hidrocarburo monovalente o un grupo hidrocarburo sustituido;

R, es hidrégeno o un grupo hidrocarburo C, a C,, monovalente;

R, es un grupo hidrocarburo C, a C,, divalente;

nesceroo 1;

p es un niimero entero de cero a 200.

Las unidades entre paréntesis en la férmula 1 pueden ser todas iguales o pueden diferir respecto a R;, R, y n.
La cantidad p normalmente no tendrd el mismo valor tGnico para todas las moléculas del 4cido complejo sino que se
distribuira estadisticamente alrededor de un valor medio situado dentro del intervalo indicado, como es habitual en los

materiales poliméricos. El componente polimérico B tiene un peso molecular de al menos 500 y es el resto divalente
de un polialquilenglicol soluble en agua que tiene la formula general

Rj R3
H -O-C-CIIHz -O-(l:-CHz-CHzOH
H Jqg H
(n)
en la que
R; es hidrégeno o un grupo alquilo C, a Cs;
g es un nimero entero de 10 hasta 500.

Las unidades repetitivas en la férmula II de nuevo pueden ser todas iguales o pueden diferir en R;, y la cantidad q
puede variar alrededor de un valor medio.

Los hidrocarburos R, R; y R, pueden ser lineales o ramificados.
Preferiblemente en los copolimeros de bloque de féormula A-COO-B-OOC-A, el componente B deriva de polieti-
lenglicol y los componentes A derivan de 4cido estedrico, por ejemplo dcido polihidroxiestedrico, preferiblemente de

acido poli(12-hidroxiestedrico).

De esta manera, R puede ser un grupo C;,H;s de cadena lineal derivado de dcido estedrico y la unidad que contiene
R, y R, puede derivarse de dcido 12-hidroxiestedrico; p, en este caso, preferiblemente tiene un valor de al menos 2.

Preferiblemente q puede tener un valor entre 20 y 60 més preferiblemente por encima de 23.

La proporcién en peso de los componentes combinados A al componente B puede variar ampliamente y tipicamente
estard en el intervalo de 9:1 a 1:9.
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Los emulsionantes mds preferidos usados en los adyuvantes de acuerdo con la invencién son Arlacel P135, un
dipolihidroxiestearato de PEG 30. Otro emulsionante similar para usar con la invencién es ATLOX®4912. Tanto
Arlacel P135 como ATLOX®4912 son copolimeros de bloque (A-B-A) de polietilenglicol y dcido polihidroxiestedrico
con un peso en moles de aproximadamente 5000 disponible en el mercado en ICI.

Se encontrd que estos copolimeros de bloque poliméricos eran compatibles con una amplia variedad de aceites,
proporcionando de esta manera un intervalo mucho mas amplio de emulsiones ag/ac que tienen la estabilidad y fluidez
requeridas para asegurar la administracion por inyeccion y que los sujetos vacunados toleran muy bien. Adicionalmen-
te el uso de estos copolimeros de bloque tipo ABA conduce a emulsiones ag/ac que tienen una estabilidad excelente
durante el almacenamiento, mejorando de esta manera el periodo de validez de dichas emulsiones. Las emulsiones
ag/ac resultantes eran estables y fluidas a bajas temperaturas, especialmente a 25°C.

Mais importante, los adyuvantes de acuerdo con la invencidn, basdndose en el uso del emulsionante de tipo copo-
limero de bloque ABA mencionado anteriormente, sorprendentemente tenian una actividad inmunoestimulante exce-
lente (adyuvante) cuando se usaban en vacunas, mientras que no se inducian reacciones locales en el sitio de inyeccion.

Las emulsiones ag/ac de acuerdo con la invencién pueden comprender el 0,01-15% p/p, preferiblemente el 0,05-
10% p/p, mas preferiblemente el 0,1-3% p/p, mds preferiblemente atn el 0,3-0,5% p/p del emulsionante polimérico de
acuerdo con la invencion. En una realizacién m4s preferida una emulsion ag/ac de acuerdo con la invencién comprende
el 0,5% p/p del emulsionante polimérico de acuerdo con la invencién. Si fuera necesario, pueden usarse también otros
emulsionantes ademds del emulsionante polimérico de acuerdo con la invencién en la emulsion ag/ac de acuerdo con
la invencion.

Las emulsiones ag/ac de acuerdo con la invencién pueden comprender el 30-90%, preferiblemente el 35-60%, mas
preferiblemente el 40-60% en peso de aceite.

Los aceites adecuados para usar en una emulsién ag/ac de acuerdo con la presente invencion son aceites no me-
tabolizables, aceites metabolizables y mezclas de aceites metabolizables y no metabolizables. Los aceites no meta-
bolizables que pueden usarse en los adyuvantes de acuerdo con la invencién incluyen aceites minerales y aceites de
parafina.

Los aceites metabolizables de acuerdo con la invencidn incluyen, aunque sin limitacion, aceites vegetales, aceites
animales, hidrocarburos naturales, aceites metabolizables sintéticos o semi-sintéticos (tales como Miglyol y Cetiol),
ésteres de 4cido graso de propilenglicol y 4cidos grasos Cq a C,4 tales como oleatos de oleilo, diésteres de dcido cdprico
o caprilico y similares. Los aceites vegetales adecuados son aceite de cacahuete, aceite de semilla de soja, aceite de
girasol y similares. Los aceites animales adecuados son escualano y escualeno y similares.

Preferiblemente, la fase oleosa es un aceite metabolizable o una mezcla de aceites metabolizables ya que los aceites
no metabolizables (aceites minerales) tienden a dar reacciones locales en los sitios de inyeccidn. Los aceites preferidos
son los aceites semi-sintéticos tales como Miglyol y Cetiol y oleatos de oleilo, ésteres de éster oleico preferiblemente
oleato de etilo.

Con los adyuvantes de acuerdo con la invencién pueden alcanzarse viscosidades muy bajas y las emulsiones son
estables, a la vez que se obtiene una buena actividad del adyuvante y no ocurren reacciones locales en el sitio de
inyeccion.

El adyuvante de acuerdo con la invencién preferiblemente comprende emulsiones ag/ac que tienen una viscosidad
menor de 450 mPa.s, preferiblemente menor de 250 mPa.s, mas preferiblemente menor de 100 mPa.s cuando se ensaya
en un viscosimetro Brookfield DV-I+ usando un eje tipo N° 62 durante 30 segundos a 60 r.p.m.

La fase acuosa de las emulsiones ag/ac de acuerdo con la presente invencién normalmente estd constituida por
agua, solucién salina o tampdn, tal como solucién salina tamponada con fosfato.

El adyuvante de acuerdo con la invencion puede usarse en vacunas. La vacuna normalmente comprenderd material
antigénico de un agente infeccioso. Las vacunas que comprenden dichos adyuvantes y un componente antigénico de-
rivado de un agente infeccioso son igualmente parte de la presente invencion. Las vacunas de acuerdo con la invencién
pueden comprender el componente antigénico en la fase acuosa discontinua de la emulsién.

El uso de un emulsionante polimérico que es un copolimero de bloque que tiene una férmula general A-COO-
B-OOC-A, en la que B es el resto divalente de un polialquilenglicol soluble en agua y A es el resto de un 4cido
monocarboxilico complejo soluble en aceite en la preparacién de un adyuvante para uso en una vacuna y el uso de
estos emulsionantes en vacunas es igualmente parte de la presente invencion.

Mediante vacunacion el sistema inmune se dispara, dando como resultado una respuesta inmune protectora contra
el agente infeccioso. Las vacunas pueden basarse en microorganismos vivos, atenuados, 0 microorganismos muertos
(inactivados), asi como en subunidades de microorganismos como componente antigénico. Especialmente en el caso
de vacunas inactivadas o subunitarias, se usa un adyuvante para aumentar la respuesta inmune.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2331 058 T3

El material antigénico puede mezclarse con el adyuvante. En la vacuna, el material antigénico puede estar presente
en la fase acuosa discontinua del adyuvante cuando se afiade. Las preparaciones de vacunas basadas en un adyuvante
de acuerdo con la invencién pueden prepararse de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

Las emulsiones ag/ac para usar en los adyuvantes de acuerdo con la presente invencidon pueden usarse para preparar
emulsiones de agua en aceite en agua (ag/ac/ag) basadas en gotas de la emulsion ag/ac mencionada anteriormente en
una fase acuosa externa. Las emulsiones ag/ac y ag/ac/ag de acuerdo con la presente invencion son adecuadas para
usarlas como adyuvante en vacunas, especialmente vacunas veterinarias. Ademas, las emulsiones ag/ac de acuerdo con
la presente invencion son adecuadas para usarlas como vehiculo para agentes terapéuticos, especialmente ingredientes
activos insolubles en agua o sensibles al agua y complementos nutricionales. De esta manera, en un aspecto adicional
la presente invencidn proporciona composiciones farmacéuticas basadas en una emulsion ag/ac o ag/ac/ag de acuerdo
con la presente invencion.

Las emulsiones de acuerdo con la invencién pueden prepararse usando técnicas convencionales. En general la fase
acuosa, la fase oleosa, el emulsionante polimérico de acuerdo con la invencién y opcionalmente otros emulsionantes se
ponen juntos y se emulsionan hasta que se obtiene una emulsién estable que tiene la baja viscosidad deseada. Cuando
se preparan emulsiones, debe gastarse energia para formar una interfaz entre las fases oleosa y acuosa. Por lo tanto, el
equipo de emulsion incluye una amplia variedad de agitadores, homogeneizadores, molinos coloidales, mezcladoras
de chorro y dispositivos ultrasnicos. Los agitadores de tamafio de produccién pueden ser sistemas de agitacién con
forma de propulsor o con forma de paleta, con una velocidad de rotacién normalmente por encima de 2000 r.p.m., que
se consideran procedimientos de mezcla de baja cizalla. Otro tipo de agitador en el sitio de produccién es el molino
coloidal. El principio de operacién del molino coloidal es el paso de las fases mixtas de una férmula en emulsion entre
un estator y un rotor de alta velocidad que gira a velocidades de 2000 a 18000 r.p.m. que se considera un procedimiento
de mezcla de alta cizalla.

Las emulsiones de agua en aceite pueden procesarse en una emulsion de agua en aceite en agua (denominada
también “doble emulsién”), donde las fases acuosas interna y externa estan separadas por una fase oleosa. Este proceso
consiste en mezclar la emulsidn de agua en aceite en una fase acuosa que contiene el agente emulsionante apropiado.
En estos sistemas se usan emulsionantes tanto hidréfobos como hidréfilos para estabilizar la doble emulsién.

El emulsionante polimérico de acuerdo con la invencién se disuelve preferiblemente en la fase oleosa. Pueden
incorporarse emulsionantes adicionales en la fase acuosa o en la fase oleosa.

En el caso de una emulsion ag/ac/ag, se prepara una emulsion ag/ac de acuerdo con la invencién como una emul-
sién ag/ac primaria que posteriormente se afiade a una segunda fase y un segundo emulsionante y se homogeniza para
obtener la emulsion ag/ac/ag deseada. El segundo emulsionante requerido para preparar la emulsion ag/ac/ag es prefe-
riblemente un emulsionante con un HLB de 10-18, o una combinacién de dos o mds emulsionantes de manera que se
obtiene el HLB deseado. Los detalles respecto a la fabricaciéon de emulsiones farmacéuticas pueden encontrarse, por
ejemplo, en: “The Theory And Practice Of Industrial Pharmacy” (Eds: Lachman L. ef al, Lea & Febiger, Philadelphia,
EE.UU., 1970, Capitulo 16), y “Remington’s Pharmaceutical Sciences” (Eds: Gennaro, A.R. Mack Publishing Com-
pany, Easton, EE.UU., 1990, 18* edici6n).

Las vacunas de acuerdo con la invencién se administran preferiblemente por via parenteral, por ejemplo intramus-
cular, subcutanea o intravenosa. Sin embargo, si fuera necesario las vacunas pueden administrarse también de forma no
parenteral, por ejemplo per os, pulverizacién, gotas i.0. o0 gotas intranasales. Las bajas viscosidades de las emulsiones
usadas en los adyuvantes y/o vacunas de la presente invencion son extremadamente adecuadas para administracién
parenteral.

Los siguientes ejemplos son simplemente para demostrar la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1

Una emulsion de agua en aceite que contiene los antigenos inactivados del virus Infectious Bronchitis, cepa Mas-
sachusetts y el virus de la Enfermedad de New Castle, cepa clon 30 se fabrica con una proporcién agua/aceite del
50/50% p/p. Aparte de los antigenos, la fase acuosa contiene 0,01 m de PBS. La fase orgdnica contiene un triglicérido
de cadena media (Miglyol 840) y un 3% p/p de dipolihidroxiestearato de PEG-30 (Arlacel P135) como emulsionante.
Arlacel P135 se disuelve en Miglyol 840 a 60°C mientras se agita. Después de la disolucion esta fase oleosa se enfria
a temperatura ambiente. La fase acuosa se afiade lentamente a esta fase oleosa con homogeneizacién a alta cizalla
usando un homogeneizador de tipo Ultra Turrax. Las gotas de agua resultantes tienen un tamafio principalmente de 1
um. La viscosidad de esta emulsion es de 115 mPa.s a 25°C y mostro suficiente estabilidad en un ensayo de estabilidad
acelerada basado en almacenamiento a 37°C durante tres semanas.
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Ejemplo 2

Una emulsién de agua en aceite que contenia los antigenos inactivados del virus Infectious Bronchitis, cepa
Massachusetts y el virus de la Enfermedad de New Castle, cepa clon 30 se fabrica con una proporcién agua/aceite
del 70/30% p/p. Aparte de los antigenos, la fase acuosa contiene 0,01 m de PBS. La fase orgdnica contiene un tri-
glicérido de cadena media (Miglyol 840) y un 3% p/p de dipolihidroxiestearato de PEG-30 (Arlacel P135) como
emulsionante. El Arlacel P135 se disuelve en Miglyol 840 a 60°C mientras se agita. Después de la disolucion esta
fase oleosa se enfria a temperatura ambiente. La fase acuosa se afiade lentamente a esta fase oleosa mientras se agita
a 1100 r.p.m. usando una mezcladora IKA Eurostar. Las gotas de agua resultantes tienen un tamafio principalmente
entre 1 y 5 um. La viscosidad de esta emulsion es 424 mPa.s a 25°C y mostr6 una estabilidad suficiente en un ensayo
de estabilidad acelerada basado en almacenamiento a 37°C durante tres semanas. Pollos hembra SPF de tres semanas
de edad vacunados por via intramuscular una vez con 0,5 ml de esta vacuna mostraron un titulo en suero media 2log
IH-VIB de 7,0 y un titulo en suero medio 2log IH-VEN de 4,4, nueve semanas después de la vacunacion.

Ejemplo 3

Se prepara una emulsién de agua en aceite en agua usando como emulsionantes: dipolihidroxiestearato de PEG-30
(Arlacel P135) y Synperonic F127. La emulsion de agua en aceite primaria se basa en una proporcion agua/aceite de
60/40% p/p. La fase acuosa contiene los antigenos inactivados del virus Infectious Bronchitis, cepa Massachusetts y el
virus de la Enfermedad de New Castle, cepa clon 30. Aparte de los antigenos, la fase acuosa contiene 0,01 m de PBS.
La fase organica contiene un triglicérido de cadena media (Miglyol 840) y un 3% p/p Arlacel P135 como emulsionante.
Se disuelve Arlacel P135 en Miglyol 840 a 60°C mientras se agita. Después de la disolucion esta fase oleosa se enfria a
temperatura ambiente. La fase acuosa se ailade lentamente a esta fase oleosa con homogeneizacion a alta cizalla usando
un homogeneizador de tipo Ultra Turrax. Las gotas de agua resultantes tienen un tamafio principalmente entre 1 y 5
um. La emulsion secundaria se basa en una emulsién de agua en aceite/agua de 60/40% p/p. La fase acuosa externa
contiene aparte de 0,01 m PBS también un 3% p/p de Synperonic F127. La emulsién de agua en aceite se afade
lentamente a esta fase acuosa con una homogeneizacién de cizalla media (16.000 r.p.m.) usando un homogeneizador
de tipo Ultra Turrax. Las gotas de agua en aceite resultantes tienen un tamafio principalmente entre 1 y 5 um. La
viscosidad de esta emulsién ag/ac/ag es de 110 mPa.s a 25°C y mostr6 estabilidad durante al menos 6 meses a 2-8°C.

Ejemplo 4

Una emulsién de agua en aceite que contiene los antigenos inactivados del virus Infectious Bronchitis, cepa
Massachusetts y el virus de la Enfermedad de New Castle, cepa clon 30, se fabrica con una proporcién agua/aceite del
40/60% p/p. Aparte de los antigenos, la fase acuosa contiene 0,01 m de PBS. La fase orgédnica contiene oleato de etilo
y un 0,1% p/p de dipolihidroxiestearato de PEG-30 (Arlacel P135) como emulsionante. Se disuelve Arlacel P135 a
60°C mientras se agita. Después de la disolucion esta fase oleosa se enfria a temperatura ambiente. La fase acuosa se
mezcla en esta fase oleosa mientras se agita a 1300 r.p.m. durante 5 minutos usando una mezcladora IKA Eurostar.
Las gotas de agua resultantes tienen un tamafio principalmente entre 1 y 5 um. La viscosidad de esta emulsion es de
25 mPa.s a 25°C y mostré una estabilidad suficiente en un ensayo de estabilidad acelerada basado en almacenamiento
a 37°C durante tres semanas.

Ejemplo 5
Formulacion de agua en aceite con pequerias cantidades de Arlacel P135

Se fabrica una emulsién de agua en aceite con una proporcion agua/aceite del 60/40% p/p. La fase acuosa contiene
0,01 m de tampdn fosfato isoténico. La fase orgdnica contiene un triglicérido de cadena meda (Miglyol 840) y un
0,05% p/p de dipolihidroxiestearato de PEG-30 (Arlacel P135) como emulsionante. Se disuelve Arlacel P135 en
Miglyol 840 a 60°C mientras se agita. Después de la disolucidn esta fase oleosa se enfria a temperatura ambiente.
La fase acuosa se afiade a esta fase oleosa mientras se agita a 1100 r.p.m. durante 5 minutos usando una mezcladora
IKA Eurostar. Las gotas de agua resultantes tienen un tamafio principalmente entre 1 y 5 um. La viscosidad de esta
emulsion es de 127 mPa.s a 25°C y mostraba una estabilidad suficiente en un ensayo de estabilidad acelerada basado
en almacenamiento a 37°C durante tres semanas.

Ejemplo 6

Se fabrica una emulsion de agua en aceite que contiene los antigenos inactivados del virus Infectious Bronchitis,
cepa Massachusetts y el virus de la Enfermedad de New Castle, cepa clon 30 con una proporcién agua/aceite del
40/60% p/p. Aparte de los antigenos, la fase acuosa contiene 0,01 m de PBS. La fase orgénica contiene dicaprilcaprato
de propilenglicol y un 0,1% p/p de dipolihidroxiestearato de PEG-30 (Arlacel P135) como emulsionante. Se disuelve
Arlacel P135 en dicaprilcaprato de propilenglicol a 60°C mientras se agita. Después de la disolucion esta fase oleosa
se enfria a temperatura ambiente. La fase acuosa se mezcla en esta fase oleosa mientras se agita a 1300 r.p.m. durante
5 minutos usando una mezcladora IKA Eurostar. Las gotas de agua resultantes tienen un tamafio principalmente entre
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1y 5 um. La viscosidad de esta emulsion es de 35 mPa.s a 25°C y mostr6 una estabilidad suficiente en un ensayo de
estabilidad acelerada basado en almacenamiento a 37°C durante tres semanas.

Ejemplo 7
Variacion de los tipos de aceite
Materiales

Aceite mineral (Marcol 52 de Exxon, EE.UU.), Eutanol G (alcohol graso de Henkel, Alemania), Cetiol PGL
(Hexildecanol/Laurato de Hexildecilo de Henkel, Alemania) y miristato de isopropilo (Merck, Alemania), Estol 1526
(Triglicérido de Cadena Media de Unichema, Espafia) y oleato de etilo (AKZO-Nobel Chemicals, Suecia) son los
tipos de aceite ensayados. El oleato de etilo y el Estol 1526 usados en este ejemplo y en los siguientes ejemplos 8
y 9 contenian un 7,5% p/p de acetato de vitamina E. Arlacel P135 (ICI, RU) en una concentracion del 0,25% p/p (a
menos que se indique de otra manera) se usé como tensioactivo. Se mezclé Arlacel P135 en la fase oleosa mientras se
calentaba a 60°C.

Tipo de antigeno aviar viral inactivado con formalina ensayado: Virus de la Enfermedad de New Castle (VEN),
cepa Clon 30 (producido en huevos). La concentracion total de suspension de virus usada era del 8% p/v de la vacuna
final. La fase acuosa, que contenia la suspension de virus, se diluy6 con tampén fosfato 0,01 M, pH 7,2.

Preparacion de las emulsiones

Se ensayaron dos tipos de preparaciones. Para emulsiones de baja cizalla la mezcla de la fase acuosa en la fase oleo-
sa se realizé a 1100-1300 r.p.m. usando una mezcladora Eurostar (IKA, Alemania) provista con una paleta impulsora.
Para emulsiones de alta cizalla, se realizé la mezcla con fuerzas de alta cizalla a 20.000 r.p.m. usando un tipo Ultra
Turrax T25 (IKA, Alemania). Las variaciones de la proporciones agua/aceite ensayadas fueron 60/40 y 30/70 (todo en
% pl/p). El tamafio de gota de la emulsion se determind usando microscopia de interferencia a un aumento de 1000x
(Olympus, modelo BX50, Japén). El tamafio de gota de las emulsiones preparadas en condiciones de baja cizalla era
principalmente 1-5 ym, mientras que las emulsiones preparadas en condiciones de alta cizalla eran principalmente de
aproximadamente 1 um. Los ensayos de estabilidad fisica acelerada se realizaron determinando el aspecto después de
almacenar las emulsiones a 37°C durante tres semanas. Ningunas de las muestras ensayadas mostré degradacion de la
emulsion después de tres semanas a 37°C.

Inmunizacion de los animales

Se vacunaron grupos de pollos hembra de tres semanas de edad sin patégeno especifico (SPF) (n = 8-10) por via
intramuscular con 0,5 ml de las vacunas en el misculo mamario. Las muestras de sangre para los ensayos serologicos
se tomaron en las semanas 3, 6, 9 y 12 después de la vacunacion. Los ensayos de inhibicién de la hemaglutinacion del
virus (IH) para ND se realizaron para determinar los niveles de los titulos de anticuerpo en suero antivirales.

Los niveles en suero de anticuerpos especificos para VEN se determinaron mediante un ensayo de inhibicién de
la hemaglutinacién. Las diluciones en suero de dos veces en serie se prepararon en placas de microtitulacién y se
mezclaron con un volumen igual que contenfa 8 unidades de hemaglutinacién/50 ul de antigeno de VEN. Los titulos
se expresaron como la inversa de la mayor dilucién que da la inhibicién completa de la hemaglutinacién. Las muestras
se consideraron positivas a una inhibicion de la hemaglutinacién a dilucién > 1:2.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Los resultados se muestran en la siguiente tabla.
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Resultados
TIPO DE PROPORCION PROCESO TiTULOS 2LOG IH DE VEN
ACEITE AGUA/ACEITE DE
(% pip) EMULSION 3SEM. 6SEM. 9SEM. 12SEM.
Eutanol G 30/70 Baja cizalla 9,5 7.8 6,6 6,5
Eutanol G 30/70 Alta cizalla 9,2 8,0 6,7 6,5
Eutanol G 60/40 Baja cizalla 10,1 8,3 7,3 6,9
Miristato de 30/70 Baja cizalla 6,1 53 4,8 4,7
isopropilo
Miristato de 30/70 Alta cizalia 58 6,1 4.1 49
isopropilo
Miristato de 60/40 Baja cizalla 6,5 6,1 48 4.8
isopropilo
Miristato de 60/40 Alta cizalla 4,0 4,0 29 2,7
isopropilo
Cetiol PLG 30/70 Baja cizalla 7,8 6,7 58 51
Cetiol PLG 30/70 Alta cizalla 8,4 7,5 6,7 6,2
Cetiol PLG 60/40 Baja cizalla 6,9 6,9 6,0 5,2
Cetiol PLG 60/40 Alta cizalla 6,0 6,4 58 54
Aceite 30/70 Baja cizalla 8,8 9,7 9,2 8,1
Mineral
Aceite 30/70 Alta cizalla 9,3 9,2 8,8 8,9
Mineral
Aceite 60/40 Baja cizalla 9,5 9,7 9,5 9,5
Mineral
Aceite 60/40 Alta cizalla 8.9 9,9 8,9 8,7
Mineral
Oleato de 40/60* Baja cizalla 9,7 8.4 71 6,9
etilo
Estol 1526 40/60* Baja cizalla 9,3 8,9 5,4 6,2
* Cantidad de Arlacel P135 = 0,1% p/p
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Ejemplo 8
Variacion de la proporcion agua-aceite
Materiales

Oleato de etilo (AKZO-Nobel Chemicals, Suecia) es el tipo de aceite ensayado. Arlacel P135 (ICI, RU) en una
concentracion del 0,5% p/p se usé como tensioactivo. Las variaciones de las proporciones agua/aceite ensayadas
fueron 40/60, 50/50, 60/40 y 70/30 (todas en % p/p).

Tipo de agentes aviares virales inactivados con formalina ensayados: Infectious Bronchitis (VIB), cepa Massachu-
setts 41 (producido en huevos). La concentracién total de la suspension de virus usada fue del 10% p/v de la vacuna
final. La fase acuosa, que contenia la suspension de virus, se diluyé con tampén fosfato 0,01 M, pH =7,2.

Preparacién de las emulsiones: véase el ejemplo 7.
Inmunizacion de los animales

Se vacunaron grupos de pollos hembra de tres semanas de edad sin patégeno especifico (SPF) (n = 8-10) por via
intramuscular con 0,5 ml de las vacunas en el misculo mamario. Las muestras de sangre para los ensayos serologicos
se tomaron en las semanas 3, 6, 9 y 12 después de la vacunacion. Los ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion del
virus (IH) para VIB se realizaron para determinar los niveles de titulos de anticuerpo en suero antivirales.

Ensayos para anticuerpos en suero

Los niveles en suero de anticuerpos especificos para VIB se determinaron por un ensayo de inhibicion de la hema-
glutinacion. Se prepararon diluciones en suero de dos veces en serie en placas de microtitulacién y se mezclaron con
un volumen igual que contenia 8 unidades de hemaglutinante/50 ul de antigeno de VIB. Los titulos se expresaron co-
mo la inversa de la mayor dilucién que da la inhibicién completa de la hemaglutinacién. Las muestras se consideraron
positivas a una inhibicién de la hemaglutinacién a dilucién > 1:16.

Resultados
PROPORCION PROCESO | TiTULOS 2LOG IH DE VEN
AGUAJ/ACEITE DE
A 3 6 9 12
(% p/p) EMULSION
SEMANAS | SEMANAS | SEMANAS | SEMANAS
40/60 Alta cizalla 55 10,1 10,1 10,3
40/60 Baja cizalla 4.1 10,4 10,9 9,6
50/50 Baja cizalla 4.8 10,7 10,7 8,8
60/40 Baja cizalla 6,0 11,1 9,5 9.8
70/30 Baja cizalla 54 10,6 10,2 9,7
Ejemplo 9

Variacion de la cantidad de tensioactivo
Materiales

Oleato de etilo (AKZO-Nobel Chemicals, Suecia) es el tipo de aceite ensayado. Las proporciones agua/aceite
ensayadas fueron 40/60% p/p. Arlacel P135 (ICI, RU) se usé como tensioactivo. Las cantidades de Arlacel P135
ensayadas fueron del 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1,0%, 2,5%, 5%, 10% (todas en % p/p). El tipo de antigeno aviar viral
ensayado fue el Virus de la Enfermedad de New Castle, cepa d-12 (atenuado). La concentracién total de la suspension
de virus usada fue del 10% p/v de la vacuna final. La fase acuosa, que contenia la suspension de virus, se diluyé con
tampoén fosfato 0,01 M, pH = 7,2.
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Preparacion de las emulsiones

Arlacel P135 se disuelve en oleato de etilo a 60°C mientras se agita. Después de la disolucidn esta fase oleosa se
enfria a temperatura ambiente. La mezcla de la fase acuosa en la fase oleosa se realizé a 1100-1300 r.p.m. usando
la mezcladora Eurostar (IKA, Alemania) provista con una paleta impulsora. El tamafio de gota de la emulsién se
determiné usando microscopia de interferencia a un aumento de 1000x (Olympus, modelo BX50, Japén). El tamafio
de gota de las emulsiones fue principalmente 1-5 ym.

Resultados

Estas emulsiones se usaron para vacunacion in ovo. Todas las emulsiones mostraron una inyectabilidad aceptable.
También los resultados del ensayo de eclosionabilidad fueron aceptables (entre el 80 y el 95%).

10
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REIVINDICACIONES

1. Adyuvante para usar en una formulacion de vacuna, que comprende una emulsién de agua en aceite, caracteri-
zado por que dicha emulsién comprende un emulsionante polimérico que es un copolimero de bloque que tiene una
férmula general A-COO-B-OOC-A, en la que el componente B es el resto divalente de un polialquilenglicol soluble
en agua y los componentes A son el resto de un 4cido monocarboxilico complejo soluble en aceite.

2. Adyuvante de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que los componentes A tienen un peso mole-
cular de al menos 500 y el componente B tiene un peso molecular de al menos 500.

3. Adyuvante de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, caracterizado por que el componente B se deriva de polie-
tilenglicol y los componentes A se derivan de dcido polihidroxiestedrico, preferiblemente de dcido poli(12-hidroxi-
estedrico).

4. Adyuvante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado por que el emulsionante poli-
mérico es Arlacel P135 o ATLOX 4912.

5. Adyuvante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizado por que la emulsién comprende
0,01-15% p/p del emulsionante polimérico.

6. Adyuvante de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizado por que la emulsién comprende un 0,3-0,5% p/p
del emulsionante polimérico.

7. Adyuvante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado por que el aceite es un aceite
metabolizable.

8. Adyuvante de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizado por que el aceite es un aceite semi-sintético u
oleato de oleilo.

9. Adyuvante para uso en una formulacién de vacuna, que comprende una emulsién de agua en aceite en agua
(ag/ac/ag), caracterizado por que dicha emulsion (ag/ac/ag) se basa en una emulsién de agua en aceite que comprende
un emulsionante polimérico que es un copolimero de bloque que tiene una férmula general A-COO-B-OOC-A, en la
que el componente B es el resto divalente de un polialquilenglicol soluble en agua y los componentes A son el resto
de un 4cido monocarboxilico complejo soluble en aceite.

10. Vacuna que comprende un adyuvante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 y un componente
antigénico derivado de un agente infeccioso.

11. Vacuna de acuerdo con la reivindicacién 10 en la que el componente antigénico estd comprendido en la fase
acuosa discontinua de la emulsién.

12. Uso de un emulsionantes polimérico que comprende un copolimero de bloque que tiene una férmula general
A-COO-B-O0C-A, en la que el componente B es el resto divalente de un polialquilenglicol soluble en agua y los
componentes A son el resto de un dcido monocarboxilico complejo soluble en aceite, en la preparacién de un adyuvante
para usarlo en una formulacién de vacuna.
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