ES 2721306 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 721 306
Eint. a1

A61K 47/26 (2006.01)
A61K 9/107 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud internacional: 02.12.2015  PCT/EP2015/078270
Fecha y niumero de publicacién internacional: 09.06.2016 WO16087479

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  02.12.2015 E 15805141 (7)

Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 06.03.2019  EP 3226904

T|’tu|0: Fabricacion de composiciones que contienen tensioactivo

Prioridad: @ Titular/es:

02.12.2014 EP 14195981 NOVARTIS AG (100.0%)
Lichtstrasse 35

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 4056 Basel, CH
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

30.07.2019 KRAUS, GOTTFRIED

Agente/Representante:
IZQUIERDO BLANCO, Maria Alicia

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2721306 T3

DESCRIPCION
Fabricacién de composiciones que contienen tensioactivo
Campo de la invencion

La presente invencion se encuentra en el campo de la fabricacion de composiciones que incluyen un tensioactivo, tal
como composiciones farmacéuticas, y, en particular, de la consecucion de la reduccion de impurezas en tales
composiciones.

Antecedentes

Se sabe que ciertos componentes de las composiciones farmacéuticas, nutracéuticas y cosméticas sufren
degradacion no deseada y/o alteraciones quimicas, que afectan a la calidad o a la vida util de dichos productos. Por
ejemplo, los tensioactivos pueden degradarse para generar componentes no deseados, por ejemplo, los polisorbatos
pueden producir productos de degradacién de carbonilo no deseados.

Los tensioactivos se utilizan en emulsiones. El adyuvante de la vacuna conocido como "MF59" [Referencias 1-3] es
una emulsion submicrométrica de aceite en agua de escualeno, polisorbato 80 (también conocido como Tween® 80)
y trioleato de sorbitan (también conocido como Span® 85). También puede incluir iones citrato, por ejemplo, tampdn
de citrato so6dico 10 mM. La composicion de la emulsion en volumen puede ser de aproximadamente 5 % de
escualeno, aproximadamente 0,5 % de Tween® 80 y aproximadamente 0,5 % de Span® 85. El adyuvante y su
produccion se describen con mas detalle en el capitulo10 de la Referencia 4, el capitulo12 de la Referencia 5 y el
capitulo 19 de la Referencia 6. El polisorbato 80 y el escualeno también estan presentes en el adyuvante de
emulsion conocido como "AS03" [Referencia 16]. La referencia 11 describe un método para la fabricacion de una
emulsion de aceite en agua que implica la circulacion de componentes de emulsion entre un primer recipiente y un
segundo recipiente a través de un dispositivo homogeneizador y/o microfluidizador.

Los polisorbatos pueden sufrir autooxidacion, generando peroxidos, aldehidos, cetonas y acidos. Otros
componentes de una composicion, como las proteinas, pueden verse afectados por algunos de estos productos de
degradacién. Por ejemplo, la conformacion de las proteinas puede cambiar, lo que puede afectar a su eficacia
[Referencias 7, 8].

Ademas, se ha demostrado que el escualeno sufre una degradacion oxidativa que da como resultado la generacion
de subproductos carbonilo. Se ha demostrado que la escision foto-oxidativa del escualeno produce formaldehido,
malonaldehido, acetaldehido y acetona [Referencias 9], aunque la degradacion puede reducirse mediante el
almacenamiento en un recipiente hermético, el almacenamiento bajo nitrégeno, la proteccion contra la luz, etc.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona métodos para mejorar la calidad y/o la vida util de las composiciones que
contienen al menos un agente tensioactivo, tal como un agente tensioactivo no iénico. La invencion abarca el
reconocimiento de que cierto preprocesamiento de polisorbato 80 segun la reivindicacion 1 para la fabricacion de un
producto en el que se incorpora el tensioactivo puede mejorar significativamente la calidad del producto resultante.
Se ha descubierto que dicho preprocesamiento puede, en algunos casos, mejorar la estabilidad del producto,
prolongar su vida util y/o mantener su calidad general. Dichos efectos se pueden lograr, por ejemplo, prefiltrando el
componente tensioactivo (por ejemplo, tensioactivos liquidos, soluciones que contienen un tensioactivo, etc.) antes
de formular un producto. La invencion ofrece asi una solucién novedosa para mejorar el proceso de fabricacion y/o
la calidad de los productos que contienen tensioactivo controlando la calidad de un ingrediente (por ejemplo, material
de partida y/o intermedio) que comprende un tensioactivo.

Una serie de productos, en particular, formulaciones farmacéuticas (véase mas adelante), formulaciones alimenticias
y nutracéuticas (suplementos dietéticos, ingredientes alimentarios, etc.), asi como formulaciones cosméticas (por
ejemplo, lociones, cremas, geles, espumas, etc.), estan formulados con al menos un tensioactivo. La presente
invencion, por lo tanto, puede ser util para mejorar tales productos.

El preprocesamiento (como la prefiltracion) de un componente tensioactivo tiene como objetivo mejorar la calidad o
aumentar la pureza del componente utilizado como material de partida o un ingrediente intermedio, eliminando las
impurezas y/o agregados que puedan estar presentes en el crudo o tensioactivo sin procesar Ademas, la eliminacion
de cualquier agregado también es beneficiosa si el tensioactivo se usara mas adelante en un aparato que puede
obstruirse, como en una camara de microfluidizacion.

Breve descripcion de los dibujos.

La figura 1 representa el contenido de acetaldehido medido en ppm en varios lotes de una composicion de ejemplo
que contiene tensioactivo. Los puntos de datos en la seccion central del diagrama corresponden a los lotes que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2721306 T3

incluian un tensioactivo que habia sido prefiltrado, mientras que los puntos de datos en las secciones flanqueantes
corresponden a los lotes que incluian un tensioactivo que no habia sido prefiltrado. Todos los demas parametros de
produccién se mantuvieron sin cambios.

Descripcion detallada de ciertas realizaciones

La presente invencion proporciona métodos para mejorar el proceso de fabricacion y/o la calidad de una
composicidon que contiene tensioactivo. La invencién descrita en el presente documento es, por lo tanto, adecuada
para cualquier producto que comprenda al menos un tensioactivo, incluyendo, por ejemplo, composiciones
farmacéuticas, composiciones nutracéuticas y composiciones cosmeéticas. La presente invencion ofrece una solucion
novedosa para mejorar el proceso de fabricacion y/o la calidad de dichas composiciones al mejorar la calidad de un
componente tensioactivo en si mismo mediante el tratamiento previo del tensioactivo como se describe en el
presente documento. Los métodos mejorados son particularmente adecuados cuando la estabilidad mejorada del
producto es deseable.

Por lo tanto, las composiciones y los métodos descritos en el presente documento son particularmente Utiles para la
fabricaciéon de productos a base de emulsion. Los tensioactivos son ampliamente utilizados como emulsionantes
para fines cientificos y comerciales. Se puede agregar un emulsionante para facilitar la formacién y estabilidad de
una emulsioén, como emulsiones de aceite en agua y emulsiones de agua en aceite. Los productos a base de
emulsion pueden ser propensos a la desestabilizacion debido a que tienen dos o mas componentes liquidos que
estan dispersos naturalmente inmiscibles en ellos, lo que puede ser desfavorable desde el punto de vista
termodinamico. Para ciertos productos a base de emulsiéon que requieren un alto grado de uniformidad, pureza y/o
estabilidad, es especialmente beneficioso asegurar que el producto no sufra una degradacion o alteracion no
deseadas de las composiciones quimicas con el tiempo. Por consiguiente, algunas realizaciones de la invencién se
basan en métodos mejorados para la produccion de emulsiones de aceite en agua, en particular métodos que
conducen a una reduccién de impurezas de carbonilo indeseables en las emulsiones finales.

Sorprendentemente, el inventor ha descubierto que los niveles de impurezas carbonilicas en emulsiones de aceite
en agua pueden reducirse por filtracién por tamafio de un tensioactivo (polisorbato 80), y luego usar este material
filtrado para preparar la emulsiéon. Sin querer limitarse a ninguna teoria, el inventor cree que los productos de
degradacion de carbonilo en un material tensioactivo residen preferentemente dentro de grandes agregados, y que
la filtracion elimina dichos agregados. La filtracion se puede lograr con un filtro que tiene un tamafio de poro mayor
que el utilizado en la esterilizacién por filtracion, y se realiza ventajosamente con un agente tensioactivo no acuoso
(como el polisorbato 80 no acuoso) antes de disolverse en agua, aunque también es posible llevar a cabo la
prefiltracion de un material intermedio que comprende el tensioactivo y al menos parte de un componente acuoso.
La reduccion de los niveles de impurezas de carbonilo es particularmente importante en emulsiones que contienen
otros componentes que también pueden proporcionar productos de degradacién de carbonilo, por ejemplo,
escualeno. Por lo tanto, la invencion es particularmente Util para fabricar adyuvantes de vacunas en emulsion tales
como "MF59" o "AS03".

Por lo tanto, la invencidon proporciona preparaciones a granel de un tensioactivo preprocesado que contiene (i) un
nivel de carbonilo que es mas bajo que el del tensioactivo no sometido a prefiltracion; y/o (ii) menos agregados que
el tensioactivo no sometido a prefiltracion. La frase "preparacién en masa" se refiere a una preparacién a escala
comercial de dichos tensioactivos. Tipicamente, tal preparacion tiene un volumen de al menos 50 litros, por ejemplo,
al menos 75 litros, al menos 100 litros, al menos 125 litros, al menos 150 litros, al menos 175 litros, al menos 200
litros, al menos 250 litros , o al menos 300 litros. Dichos tensioactivos preprocesados se pueden usar en la
fabricacién de cualquier producto adecuado.

La invencion también proporciona un proceso para preparar un agente tensioactivo que comprende una etapa de
filtrar un agente tensioactivo no acuoso a través de un filiro que tiene un tamafio de poro entre 5-50 um. El
tensioactivo filtrado se puede usar para fines posteriores, como los que se describen en el presente documento . El
proceso es particularmente Util para preparar preparaciones a granel de tensioactivo. El proceso es particularmente
adecuado para filtrar polisorbato no acuoso 80,

En otro aspecto, la invencién proporciona procedimientos para preparar una formulaciéon que contiene tensioactivo
usando un tensioactivo preprocesado (por ejemplo, tensioactivo prefiltrado). Los tensioactivos "preprocesados"
pueden proporcionarse mediante una etapa de prefiltracion como se describe en el presente documento. Por
ejemplo, la prefiltracion de un tensioactivo de acuerdo con la presente invencion se lleva a cabo con el uso de un
filtro que tiene un tamario de poro entre 5-50 um. El tensioactivo prefiltrado puede contener un nivel de carbonilo que
es mas bajo que el del tensioactivo no sometido a prefiltracion. El tensioactivo prefilirado también puede contener
menos agregados que el tensioactivo no sometido a prefiltracion.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un proceso para preparar una emulsion (una emulsion de aceite
en agua) usando un tensioactivo que ha sido preprocesado como se describe en el presente documento, por
ejemplo, para lograr niveles reducidos de impurezas de carbonilo y/o menos agregados.
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En realizaciones de ejemplo, tal proceso puede implicar las siguientes etapas: (a) proporcionar un tensioactivo,
polisorbato 80, que se ha filtrado previamente a través de un filtro que tiene un tamafio de poro entre 5-50 um, para
proporcionar tensioactivo purificado (prefilirado) (polisorbato 80) ; y (b) combinar el tensioactivo purificado
(polisorbato 80) con un componente de aceite para proporcionar una emulsion. Ademas del tensioactivo purificado y
el componente de aceite, la emulsion incluirda un componente acuoso (y, como se describe con mas detalle a
continuacién, posiblemente otros componentes también). El material acuoso se puede agregar como un tercer
componente en la etapa (b), o se puede combinar con el tensioactivo y/o el aceite antes de la etapa (b), o incluso
puede estar presente en el tensioactivo filtrado en la etapa (a). Por lo tanto, el tensioactivo (polisorbato 80) que se
obtiene en la etapa (a) puede ser una soluciéon acuosa del tensioactivo (por ejemplo, polisorbato 80), pero también
puede ser un tensioactivo no acuoso, es decir, un tensioactivo que no se ha diluido con agua (o cualquier otro
material acuoso) antes de ser filtrado. Por lo tanto, el agente tensioactivo (polisorbato 80) puede filtrarse en las
condiciones "en bruto" o "en masa" en las que llega de un fabricante. Normalmente, la etapa (a) del proceso
comprende una etapa de filtrado del agente tensioactivo.

De manera similar, la invencion incluye un proceso para preparar una emulsion de aceite en agua que comprende
una etapa de combinar un polisorbato 80 con un componente de aceite, en donde el polisorbato 80 se ha filtrado
previamente a través de un filtro que tiene un tamafo de poro entre 5-50 um. El polisorbato 80 se puede haber
tratado entre filtrarse y combinarse con el componente de aceite, por ejemplo, se puede haber diluido para
proporcionar un tensioactivo acuoso. Se entiende que la etapa de prefiltracion y la etapa o etapas de formulacion
siguientes pueden llevarse a cabo en el mismo sitio o en sitios separados, y por la misma persona o por diferentes
personas.

La invencién también proporciona un proceso para preparar una emulsion de aceite en agua que comprende las
etapas de: (a) filtrar el polisorbato no acuoso 80, para proporcionar el polisorbato 80 purificado; y (b) combinar el
polisorbato 80 purificado con un componente de aceite para proporcionar la emulsion de aceite en agua. El filtro
utilizado en el paso (a) puede tener un tamafio de poro entre 5-50 ym, que es mucho mas grande que el utilizado
para la esterilizacion por filtro (por ejemplo, 0,22 um). Entre las etapas (a) y (b), el polisorbato 80 purificado se puede
combinar con material acuoso (por ejemplo, agua o tampdn) para obtener un polisorbato 80 purificado acuoso que
luego se combina con un componente de aceite en la etapa (b).

De manera similar, la invencién proporciona un proceso para preparar una emulsion de aceite en agua que
comprende una etapa de combinar un polisorbato 80 con un componente de aceite, en donde el polisorbato 80 se ha
filtrado previamente en forma no acuosa.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un proceso para preparar una emulsion de aceite en agua que
comprende las etapas de: (a) filtrar el polisorbato no acuoso 80 a través de un filtro que tiene un tamafo de poro
entre 5-50 uym, para proporcionar el polisorbato 80 purificado; y (b) combinar el polisorbato 80 purificado con un
componente de aceite para proporcionar la emulsién de aceite en agua.

De manera similar, la invencién proporciona un proceso para preparar una emulsiéon de aceite en agua que
comprende una etapa de combinar un polisorbato 80 con un componente de aceite, en donde el polisorbato 80 se ha
filtrado previamente en forma no acuosa con un filtro que tiene un tamaio de poro entre 5-50 um.

La invencién también proporciona un proceso para preparar una emulsién de aceite en agua que comprende las
etapas de: (a) filtrar el polisorbato no acuoso 80 a través de un filtro que tiene un tamafio de poro entre 5-50 pm,
para proporcionar el polisorbato no acuoso purificado 80; (b) combinar el polisorbato 80 no acuoso purificado con un
material acuoso, para proporcionar un componente acuoso; y (c) combinar el componente acuoso con un
componente de aceite para proporcionar la emulsion de aceite en agua.

De manera similar, la invencién proporciona un proceso para preparar una emulsién de aceite en agua que
comprende una etapa de combinar una solucién acuosa de polisorbato 80 con un componente de aceite, en el que
la solucién se formé mezclando un vehiculo acuoso con polisorbato 80 que se habia filtrado previamente en forma
no acuosa con un filtro que tiene un tamafio de poro entre 5-50 ym.

La invencién también proporciona un proceso para preparar una vacuna, que comprende una etapa de combinar
una emulsidon de la invencion con un antigeno. De manera similar, la invencidon proporciona un proceso para
preparar una vacuna, que comprende las etapas de: (i) preparar una emulsién como se describe en el presente
documento; y (ii) combinar esta emulsion con un antigeno. En general, sin embargo, la invencion tiene una
aplicabilidad mas amplia que solo vacunas.

La invencion también proporciona un proceso para preparar una vacuna, que comprende las etapas de: (i) preparar
una emulsién como se describe anteriormente; y (ii) empaquetar la emulsién en un kit como un componente del kit
junto con un componente de antigeno. Los componentes del kit de antigeno y emulsién se pueden combinar
posteriormente en un momento posterior (por ejemplo, en el punto de uso) para su administracién a un paciente.

Componentes carbonilo
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Los componentes carbonilicos (por ejemplo, formaldehido, acetaldehido y acetona) pueden surgir como productos
de degradacién o impurezas residuales en diversos materiales, como polisorbato 80 y/o escualeno. Su evitacion
puede ser particularmente importante en productos farmacéuticos, tales como en emulsiones donde estan presentes
polisorbato 80 y/o escualeno. Estos componentes carbonilicos pueden reaccionar con otros componentes en una
composicion (como una proteina) y, por lo tanto, su presencia es indeseable. El acetaldehido es motivo de particular
preocupacion porque, mas que el formaldehido y la acetona, se ha observado que sus niveles aumentan durante el
almacenamiento de emulsiones de aceite en agua que contienen polisorbato 80 y escualeno, debido a la
degradacion de estos dos compuestos. Si los niveles de acetaldehido ya son altos en los materiales de partida, esta
degradacion puede significar que los niveles finales en el momento de uso pueden ser indeseablemente altos.

El filirado del polisorbato 80 antes de formar la emulsiéon de aceite en agua tiene un efecto beneficioso. Asi, los
procesos de la invencion facilitan la produccion de emulsiones de aceite en agua que comprenden menos de 0,85
ppm de acetaldehido, por ejemplo, menos de 0,80 ppm, menos de 0,75 ppm, menos de 0,70 ppm, menos de 0,65
ppm, menos de 0,60 ppm , menos de 0,55 ppm, menos de 0,50 ppm, menos de 0,45 ppm, menos de 0,40 ppm, o
incluso menos. El nivel en ppm se basa en el peso, de modo que 0,85 ppm significa 0,85 ug de acetaldehido por
gramo de emulsién. Al alcanzar este bajo nivel de acetaldehido cuando la emulsion se forma por primera vez, su
vida util puede aumentar de aproximadamente 3 afos a aproximadamente 5 afos, en condiciones de
almacenamiento idénticas.

La invencién proporciona asi una emulsion de aceite en agua que comprende polisorbato 80, en la que la emulsion
contiene menos de 0,85 ppm de acetaldehido, como se discutié anteriormente. Los métodos para proporcionar
emulsiones que tienen niveles tan bajos de acetaldehido no se han descrito previamente. La emulsion comprende
idealmente escualeno, y se describen en el presente documento detalles adicionales sobre la emulsion.

Cuando se almacenan, los niveles de acetaldehido en esta emulsiéon pueden aumentar con el tiempo, pero el bajo
nivel de inicio y la filtracion del polisorbato 80 pueden garantizar una vida util prolongada con no mas de 2.6 ppm de
acetaldehido después de 3 afios de almacenamiento a 4 °C (y, ventajosamente, incluso después de 5 afos). Por lo
tanto, en un sexto aspecto, la invencion proporciona una emulsion de aceite en agua que comprende polisorbato 80,
en donde la emulsion contiene menos de 2.6 ppm de acetaldehido después del almacenamiento a 4 °C durante al
menos 3 afios, por ejemplo, durante 5 afios.

Tensioactivos

Los procesos de la invencion utilizan al menos un tensioactivo, es decir, uno o mas tensioactivos. Los tensioactivos
adecuados incluyen tensioactivos no ionicos. En algunas realizaciones, el tensioactivo es un tensioactivo polimérico
(es decir, incluye un grupo polimérico tal como un polioxietileno o polioxipropileno). En algunas realizaciones, los
tensioactivos son tensioactivos poliméricos no idnicos. En algunas realizaciones, los tensioactivos son tensioactivos
de éter poliméricos no iénicos. El tensioactivo para uso con la invencién incluye al menos un grupo polioxietileno, y
es polisorbato 80 (conocido comunmente con el nombre comercial Tween™ 80).

Ejemplos no limitantes de tensioactivos incluyen Tween®20 (polisorbato 20), Tween®40 (polisorbato 40), Tween®60
(polisorbato 60), Tween®80 (polisorbato 80), Triton™ X-100, IGEPAL CA-630, Nonidet P-40, Pluronic® F-68,
Pluronic® F-88 y Pluronic® F-127 (poloxameros), y Brij 35 (polioxietilenalquiléter). El tensioactivo para uso con la
invencion es polisorbato 80, que es un tensioactivo de éster de polioxietileno sorbitan también conocido como
monooleato de polioxietileno (20) sorbitan. Esta disponible en una amplia gama de fabricantes comerciales, incluso
de grado farmacéutico (por ejemplo, el producto "Polisorbato (HX2)" ultra puro de NOF Corporation), y esta presente
en los inventarios de aceite "MF59" y "AS03". Adyuvantes de vacunas en emulsion de agua. Generalmente se
suministra como un liquido amarillo/marrén claro puro.

El polisorbato 80 contiene enlaces éter y cadenas de alquilo insaturadas que se ha demostrado que se autooxidan
en soluciéon acuosa, lo que lleva a aldehidos reactivos que incluyen acetaldehido que pueden causar reacciones
secundarias indeseables (por ejemplo, al reaccionar con grupos amino primarios en proteinas).

Por lo tanto, la invencién pretende reducir los niveles de acetaldehido en polisorbato 80 y en emulsiones que
contienen polisorbato 80, utilizando la etapa de filtracion descrita en el presente documento . El material filirado se
utiliza luego para preparar la emulsion de aceite en agua, proporcionando asi emulsiones finales que tienen niveles
reducidos de impurezas de acetaldehido.

Durante la fabricacion de emulsiones de aceite en agua con polisorbato 80, es habitual dispersarlo en un vehiculo
acuoso Yy luego usar este material acuoso para formar la emulsién. Aunque la etapa de filtracion de la invencion se
puede realizar después de que el polisorbato 80 se haya mezclado (diluido) con un vehiculo acuoso (por ejemplo,
agua para inyectables o tampodn), que se puede usar para reducir la viscosidad, se prefiere filtrar el polisorbato 80
antes de dicha mezcla. ocurre (es decir, se realiza en polisorbato no acuoso 80); incluso se puede realizar en
material anhidro (es decir, sin un contenido sustancial de agua), aunque la especificacion del producto para el
polisorbato 80 a menudo permite hasta un 3 % en peso de agua (material que no es acuoso, ya que no tiene agua
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afadida, pero no es anhidro). El material no acuoso filtrado puede diluirse luego con un vehiculo acuoso y usarse de
la manera ya conocida en la técnica (véase mas adelante). También es posible mezclar polisorbato 80 no acuoso
con un vehiculo acuoso, luego filtrarlo y luego agregar un vehiculo acuoso adicional para proporcionar un material
acuoso final listo para la emulsion. Normalmente, el material a filtrar esta sustancialmente exento de cualquier
componente distinto del polisorbato 80 y cualquier vehiculo acuoso opcional, en cuyo caso el polisorbato 80 no se
mezcla con ningin componente (excepto, opcionalmente, el vehiculo acuoso) antes de filtrarlo.

Filtracién por tamafo de tensioactivos.

La invencion utiliza una etapa de prefiltracion para un tensioactivo. En algunas realizaciones, dicho tensioactivo es
un componente de un producto a formular. Como se ha tratado anteriormente, se ha descubierto que esta etapa de
prefiltracion tiene un efecto beneficioso. Al tener una concentracion inicial reducida de acetaldehido, se mejora la
vida util del adyuvante. Por lo tanto, la filtracion de un tensioactivo de acuerdo con la invencién proporciona un
tensioactivo purificado.

Por lo tanto, la invencion incluye una etapa de prefiltracion para tensioactivos no iénicos, que de acuerdo con las
reivindicaciones es polisorbato 80,

La filtracion del polisorbato 80 proporciona polisorbato 80 purificado para uso con la invencion. Los tensioactivos no
idnicos purificados, polisorbato 80 purificado, contienen menos de 0,85 ppm de acetaldehido. En algunas
realizaciones, un tensioactivo no iénico prefiltrado de acuerdo con la presente invenciéon contiene no mas de 0,85
ppm de acetaldehido, no mas de 0,80 ppm de acetaldehido, no mas de 0,75 ppm de acetaldehido, no mas de 0,70
ppm de acetaldehido, no mas de 0,65 ppm acetaldehido, no mas de 0,60 ppm de acetaldehido, no mas de 0,55 ppm
de acetaldehido, no mas de 0,50 ppm de acetaldehido, no mas de 0,45 ppm de acetaldehido, no mas de 0,40 ppm
de acetaldehido, no mas de 0,35 ppm de acetaldehido, no mas de 0,30 ppm de acetaldehido , no mas de 0,25 ppm
de acetaldehido, no mas de 0,20 ppm de acetaldehido, o0 menos.

Como se ha mencionado anteriormente, un tensioactivo a filtrar, polisorbato 80, se puede mezclar con agua, para
dar un tensioactivo acuoso, por ejemplo, polisorbato acuoso 80, antes de la filtracién, pero en algunas realizaciones
se prefiere filtrar el tensioactivo no acuoso, por ejemplo, polisorbato no acuoso 80,

La filtracion de tensioactivos no iénicos, como el polisorbato 80, utiliza un filiro que tiene un tamafio de poro que esta
entre 5 ym y 50 ym, por ejemplo, entre 10-40 um, entre 10-30 pm, entre 15-25 ym, entre 18 y 25 ym. 22 ym, o
alrededor de 20 ym. El tamafio de los poros de un filtro se evalia como el diametro de la particula de vidrio mas
grande que pasara a través del filtro en condiciones normales de operacion.

En algunas realizaciones, los filtros de capsula son utiles. Las capsulas incluyen membranas internas de filtracion
que proporcionan una gran area de superficie dentro de un pequefio volumen para permitir un alto rendimiento y
tasas de flujo.

Los filtros adecuados incluyen los formados a partir de vellon de polipropileno, vellon de polietersulfona, acetato de
celulosa o fibra de vidrio. Los filtros particularmente utiles incluyen filtros de polipropileno, por ejemplo, un filtro
Sartopure™ PP 2 MidiCap™ (que esta disponible con un tamafio de poro de 5 ym, 8 ym, 20 ym y 50 um). Un filtro
de vellén de polipropileno de 20 um puede ser particularmente Util, como el filtro apropiado Sartopure ™ PP 2
MidiCap™. Este filtro utiliza un material de vellén de filtro de polipropileno plisado de 20 um. El fabricante hace
referencia a su tamafio de poro de 20 ym como su “tasa de retencion”, y los parametros operativos de este filtro
permiten una presion diferencial maxima permitida de 5 bar a 20 °C, con una contrapresion maxima permitida de 2
bar.

Se sabe que los filtros a menudo no funcionan de manera eficiente hasta que se ha procesado una cierta cantidad
de muestra. La supervision del filtrado se puede utilizar para determinar cuando el filtro se ha asentado y esta
funcionando segun lo deseado. Un filtro Sartopure™ PP 2 MidiCap™ de 20 ym generalmente necesita un flujo de
aproximadamente 200 ml de polisorbato 80 antes de que funcione bien, por lo que los primeros 200 ml de filtrado
generalmente se descartan.

Tipicamente, la prefiltracion de tensioactivo (s) de acuerdo con la presente invencion se lleva a cabo a temperatura
ambiente (por ejemplo, condiciéon ambiental), lo cual se encuentra en el contexto de la invencién definido como entre
aproximadamente 14-25 °C, mas tipicamente entre aproximadamente 18 -22 °C. En algunas realizaciones, dicha
prefiliracion se puede llevar a cabo a una temperatura elevada, tal como entre aproximadamente 26-45 °C. Se
puede utilizar una bomba peristaltica.

El polisorbato 80 filtrado (purificado) se puede combinar con un vehiculo acuoso para formar un componente acuoso
que luego se puede usar para la (s) etapa (s) posterior (es) de fabricacion o formulacién. Por ejemplo, en casos de
produccion de emulsion, el polisorbato 80 tensioactivo filtrado (purificado) se puede usar para la emulsificacion de un
componente de aceite y un componente acuoso, para formar una emulsién, por ejemplo, emulsiones de aceite en
agua y agua. Emulsiones de aceite. Los vehiculos acuosos adecuados pueden ser agua simple (por ejemplo, agua
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para inyectables) o pueden incluir componentes adicionales, por ejemplo, solutos. Por ejemplo, puede incluir sales
para formar un tampon, por ejemplo, sales de citrato o fosfato, tales como sales de sodio. Los tampones tipicos
incluyen: un tampon de fosfato; un tampén Tris; un tampén borato; un tampén de succinato; un tampén de histidina;
o un tampon de citrato. Los tampones se incluiran normalmente en el intervalo de 5-50 mM, pero el experto en la
técnica puede optar por utilizar cualquier resistencia adecuada de los tampones.

Cuando la invencién incluye una etapa de mezcla previa a la emulsiéon posterior a la filtracion con un vehiculo
acuoso, esta mezcla utiliza idealmente un exceso de volumen del vehiculo acuoso, por ejemplo, en una relacion de
volumen entre 1:40 y 2:5 (por ejemplo, de 1:20 a 1:5, 1:15 a 1:7, o de aproximadamente 1:10).

Un tensioactivo generalmente se usara en un plazo de 2 afios desde que se ha filtrado (es decir, prefiltrado). Por lo
tanto, por ejemplo, si el tensioactivo se usa para preparar una emulsién (como se describe en el presente
documento), se puede producir en un plazo de 2 afios desde la filtracion. En algunas realizaciones, se puede usar
después de duraciones mas cortas, por ejemplo, en un plazo de 18 meses, en un plazo de 12 meses, en un plazo de
9 meses, en un plazo de 6 meses, en un plazo de 3 meses, en un plazo de 1 mes, en un plazo de 2 semanas, en un
plazo de 10 dias, en un plazo de 1 semana, en un plazo de 6 dias, en un plazo de 5 dias, en un plazo de 4 dias, en
un plazo de 72 horas, en un plazo de 60 horas, en un plazo de 48 horas, en un plazo de 24 horas o0 menos. En
algunas realizaciones, un tensioactivo prefiltrado que se almacend durante mas tiempo que una cierta duracion
puede volver a filtrarse (es decir, prefiltracion repetida) antes de formularse en productos de interés. Por ejemplo, un
tensioactivo prefiltrado que ha sido almacenado durante mas de 2 afios, 18 meses, 12 meses, 6 meses, 3 meses, 2
meses, 1 mes, 3 semanas, 2 semanas, 10 dias, 1 semana, 6 dias, 5 dias 4 dias, 72 horas, 60 horas, 48 horas o 24
horas, pueden filtrarse nuevamente antes de formularse en una composicién, como emulsiones.

De acuerdo con la invencion, las composiciones formuladas con un agente tensioactivo procesado como se describe
en el presente documento muestran una estabilidad mejorada. En algunas realizaciones, la vida util de tales
composiciones se puede aumentar en al menos un 20 %, por ejemplo, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al
menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %. %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al
menos el 100 % o mas, en comparacion con el control negativo (es decir, equivalente que contiene los mismos
componentes pero en el que al menos un tensioactivo no se trata previamente de acuerdo con el presente invenciéon
y se almacena en las mismas condiciones).

Emulsiones

Los procesos de la invencion también son Utiles para la fabricacion de emulsiones, tales como emulsiones de aceite
en agua, emulsiones de agua en aceite o emulsiones de agua en aceite en agua. Por lo tanto, la invencion
proporciona métodos para preparar una emulsiéon que comprende al menos un tensioactivo filtrado (purificado) (es
decir, prefiltrado antes de formular una emulsion). Estas emulsiones, o productos formulados con ellas, son
particularmente adecuados para la administracion parenteral con fines farmacéuticos, por ejemplo. Adyuvantes de
vacunas. Estas emulsiones incluyen al menos tres ingredientes basicos: un componente de aceite; un componente
acuoso; y un componente tensioactivo.

En general, las emulsiones de aceite en agua de la invencion se forman combinando al menos un aceite (es decir,
un componente de aceite), un componente acuoso tal como agua, y al menos un agente tensioactivo que se ha
sometido a los métodos descritos en el presente documento . Aunque la emulsificacién espontanea es posible, la
mezcla normalmente involucrara ayuda mecanica, como el uso de un homogeneizador y/o un microfluidizador. Un
proceso de emulsificacion util mezcla componentes primero utilizando un homogeneizador y luego utilizando un
microfluidizador. Cuando un componente incluye mas de un compuesto (por ejemplo, dos aceites diferentes en el
componente de aceite, dos tensioactivos diferentes en el componente de tensioactivo, etc.), estos pueden
combinarse en varios 6rdenes antes de la emulsificacion, por ejemplo, un primer tensioactivo y un aceite puede ser
premezclado, para combinarse con una mezcla de un segundo tensioactivo y un componente acuoso.

Los detalles del componente de aceite adecuado se discuten mas adelante.

En algunas realizaciones, las emulsiones de la invencién comprenden un tensioactivo no ionico. En algunas
realizaciones, las emulsiones de la invencion son emulsiones de aceite en agua que comprenden un tensioactivo no
i6nico. El término "no idnico" se usa indistintamente en el presente documento . En algunas realizaciones, tales
emulsiones de aceite en agua comprenden mas de un tensioactivo, al menos uno de los cuales es opcionalmente un
tensioactivo no iénico que se ha procesado de acuerdo con la invencién. En algunas realizaciones, el componente
tensioactivo de una emulsion comprende un polisorbato que se ha procesado de acuerdo con la invenciéon. En
algunas realizaciones, el componente tensioactivo de una emulsion comprende polisorbato 80 que se ha procesado
como se describe en el presente documento. El polisorbato 80 puede ser el Unico tensioactivo en una emulsion de la
invencion, o es posible usar multiples tensioactivos, es decir, que comprende polisorbato 80 filtrado y al menos un
tensioactivo adicional. Por ejemplo, "AS03" tiene polisorbato 80 como su Unico componente tensioactivo, mientras
que "MF59" usa una mezcla de polisorbato 80 y trioleato de sorbitan ("Span® 85").

Los tensioactivos se pueden clasificar por su "HLB" (balance hidrofilo/lipéfilo), donde un HLB en el intervalo 1-10
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generalmente significa que el tensioactivo es mas soluble en aceite que en agua, y un HLB en el intervalo 10-20 es
mas Soluble en agua que en aceite. El polisorbato 80 tiene un HLB de 15.0, Si se usan multiples tensioactivos,
entonces sera usual incluir un tensioactivo con un valor HLB en el intervalo de 1-10 (por ejemplo, Span® 85, con un
HLB de 1.8). Los tensioactivos que se pueden usar ademas del polisorbato 80 incluyen, pero no se limitan a: los
tensioactivos de los ésteres de polioxietileno sorbitan (comunmente denominados Tweens), como el polisorbato 20;
copolimeros de 6xido de etileno (EO), éxido de propileno (PO) y/u 6xido de butileno (BO), vendidos con el nombre
comercial DOWFAX ™, como los copolimeros de bloques lineales EOQ/PO; los octoxinoles, que pueden variar en el
numero de grupos etoxi (oxi-1,2-etanodiilo) repetitivos, con octoxinol-9 (Triton ™ X-100 o t-octilfenoxipolietoxietanol)
son de particular interés; (octilfenoxi) polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipidos tales como fosfatidilcolina
(lecitina); éteres grasos de polioxietileno derivados de alcoholes lauril, cetilicos, estearilicos y oleilicos (conocidos
como tensioactivos Brij), tales como trietilenglicol monolauriléter (Brij 30); polioxietileno-9-lauril éter; y ésteres de
sorbitan (comunmente conocidos como SPAN), como el trioleato de sorbitan (Span® 85) y el monolaurato de
sorbitan. Una mezcla de polisorbato 80 y trioleato de sorbitan es particularmente Util con la invencion, por ejemplo, a
una relacion en volumen de 1:1.

El polisorbato 80 es biodegradable (metabolizable) y biocompatible; Si se incluyen otros tensioactivos, este/estos
también pueden ser biodegradables y biocompatibles.

El componente acuoso comprende una solucidon acuosa que puede ser agua simple (por ejemplo, agua para
inyectables) o puede incluir componentes adicionales, por ejemplo, soluto (s). Por ejemplo, puede incluir sales para
formar un tampo6n adecuado, por ejemplo, sales de citrato o fosfato, tales como sales de sodio. Los tampones tipicos
incluyen, pero no se limitan a: un tampén fosfato, un tampoén Tris, un tampon borato, un tampén succinato, un
tampon de histidina y un tampén citrato. Los tampones normalmente se incluiran en el intervalo de 5-50 mM,
dependiendo del bufer en particular que se esté utilizando.

En algunas realizaciones, la cantidad total de aceite (s) ( % en volumen) en la emulsion final esta entre
aproximadamente 1-25 %, por ejemplo, aproximadamente 1 %, aproximadamente 2 %, aproximadamente 3 %,
aproximadamente 4 %, aproximadamente 5 % , aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %,
aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %,
aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %,
aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente 18 %, aproximadamente 19 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 21 %, aproximadamente 22 %, aproximadamente 23 %,
aproximadamente 24 %, aproximadamente 25 %. En algunas realizaciones, la cantidad total de aceite (s) ( % en
volumen) en la emulsidon final estda entre aproximadamente 2-20 %, entre aproximadamente 4-15 %, entre
aproximadamente 8-12 %, por ejemplo, aproximadamente 10 %. Cuando una emulsién comprende escualeno como
un componente de aceite, un contenido de escualeno (% en volumen) de entre aproximadamente el 5 % y
aproximadamente el 10 % es particularmente util, por ejemplo, aproximadamente el 5 %. En algunas realizaciones,
una emulsion comprende un contenido de escualeno (p/v) de entre aproximadamente 30-50 mg/ml, por ejemplo,
entre aproximadamente 35-45 mg/ml, aproximadamente 36-43 mg/ml, aproximadamente 38-40 mg/ml, etc.

En algunas realizaciones, las cantidades de tensioactivos ( % en peso) en la emulsion final son: ésteres de
polioxietilen sorbitan (como Tween® 80) de 0,02 a 2 %, en particular aproximadamente 0,5 % o aproximadamente 1
% o aproximadamente 2 %; ésteres de sorbitan (tales como Span® 85) 0,02 a 2 %, en particular aproximadamente
0,5 % o aproximadamente 1 %; octil o nonilfenoxi polioxietanoles (como Triton ™ X-100) 0,001 a 0,1 %, en particular
0,005 a 0,02 %; éteres de polioxietileno (tales como laureth 9) 0,1 a 20 %, preferentemente 0,1 a 10 % y en
particular 0,1 a 1 % o aproximadamente 0,5 %. Un contenido de polisorbato 80 (p/v) de entre 4-6 mg/ml es util, por
ejemplo, entre 4.1-5.3 mg/ml, pero también son utiles niveles mas altos, por ejemplo, de 19-20 mg/ml. Un contenido
de trioleato de sorbitan (p/v) de entre 4-6 mg/ml es util, por ejemplo, entre 4,1-5,3 mg/ml.

La emulsion comprende polisorbato 80 y escualeno y contiene menos de 0,85 ppm de acetaldehido.

Las emulsiones de la invencion se pueden preparar de acuerdo con las técnicas descritas de manera diversa en las
Referencias 10, 11 y 12 (el contenido completo de cada una de las cuales se incorpora en el presente documento
como referencia). De este modo, la emulsificacion puede implicar la formacion de una primera emulsion por
homogeneizacion, seguida de una microfluidizacion para proporcionar una segunda emulsion. Los componentes
pueden recircularse a través del homonogenizador y/o el microfluidizador utilizando la circulacion "tipo 11" [Referencia
11], o una combinacion de circulacion "tipo I" y "tipo II". Se puede utilizar una atmosfera inerte durante la mezcla. La
temperatura se puede controlar a alrededor de 40 °C, por ejemplo, entre alrededor de 35 °C y 45 °C, por ejemplo,
alrededor de 35 °C, alrededor de 36 °C, alrededor de 37 °C, alrededor de 38 °C, alrededor de 38 °C, alrededor de 40
°C, aproximadamente 41 °C, aproximadamente 42 °C, aproximadamente 43 °C, aproximadamente 44 °C y
aproximadamente 45 °C. Las emulsiones se pueden filtrar utilizando una membrana de PES hidréfila asimétrica
estéril. En algunas realizaciones, las emulsiones pueden filtrarse utilizando un filtro de membrana de PES hidrdfilo
asimétrico de doble capa (doble capa) estéril (doble capa) de 0,45 ym/0,22 pm.

Las emulsiones de la invencion tienen idealmente un diametro medio de gota de aceite por debajo de 200 nm. En
algunas realizaciones, una gota de aceite promedio de dichas emulsiones tiene un diametro de entre
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aproximadamente 50 nm y 200 nm, por ejemplo, aproximadamente 50 nm, aproximadamente 60 nm,
aproximadamente 70 nm, aproximadamente 800 nm, aproximadamente 90 nm, aproximadamente 100 nm,
aproximadamente 110 nm, aproximadamente 120 nm, aproximadamente 130 nm, aproximadamente 140 nm,
aproximadamente 150 nm, aproximadamente 160 nm, aproximadamente 170 nm, aproximadamente 180 nm,
aproximadamente 190 nm y aproximadamente 200 nm. En algunas realizaciones, un diametro de gotitas de aceite
que es de 155 + 20 nm es tipico, y generalmente no sera inferior a 50 nm. El diametro promedio (es decir, el
diametro promedio en nimero de las gotitas de aceite de la emulsiéon) se puede medir utilizando una técnica de
dispersion dinamica de la luz, como se describe en la referencia 13, por ejemplo. Un ejemplo de una maquina de
medicion de dispersion de luz dinamica es el analizador Nicomp 380 Submicron particle Size Analyzer (de sistemas
de dimensionamiento de particulas).

En algunas realizaciones, los tensioactivos procesados por los métodos de la presente invencion son utiles para
producir emulsiones uniformes, por ejemplo, emulsiones de aceite en agua uniformes y emulsiones de agua en
aceite uniformes. La uniformidad de una emulsion se refiere a tener menos gotas de aceite que caen fuera de un
intervalo de tamafio preferido dentro de una poblacién de gotas de aceite. En algunas realizaciones, una emulsién
uniforme de aceite en agua que incorpora al menos un tensioactivo procesado por los métodos de la invencion
contiene < 5 % (por ejemplo, <4 %, <3 %, <2 % y <1 %) del numero de gotas de aceite que caen fuera de un
intervalo preferido de diametros. En algunas realizaciones, una emulsion uniforme de aceite en agua que incorpora
al menos un tensioactivo procesado por los métodos de la invencion se caracteriza porque el nimero de gotitas de
aceite en una poblacion (por ejemplo, preparacion) que tiene un diametro de> 1.2 ym es 5 x 108/ ml o menos, por
ejemplo, 5 x 108/ ml o menos, 5 x 10”/ml o menos, 5 x 108/ ml o menos, y 5 x 105 ml o menos.

Los métodos proporcionados en el presente documento pueden usarse a gran escala, adecuados para la produccion
a escala comercial de una composicién que comprende un tensioactivo que se ha filtrado previamente de acuerdo
con los métodos abarcados en la presente solicitud. Por lo tanto, un método puede implicar la preparacion de una
emulsion final con un volumen superior a 1 litro, por ejemplo,> 5 litros,> 10 litros,> 20 litros,> 50 litros,> 100 litros,>
250 litros, etc.

El proceso es particularmente util para preparar cualquiera de los siguientes ejemplos de emulsiones de aceite en
agua:

Una emulsion que comprende escualeno, polisorbato 80 (Tween® 80), y trioleato de sorbitan (Span® 85):

La composicion de la emulsion en volumen puede ser aproximadamente 5 % de escualeno, aproximadamente 0,5 %
de polisorbato 80 y aproximadamente 0,5 % de trioleato de sorbitan. En términos de peso, estas cantidades se
convierten en 4,3 % de escualeno, 0,5 % de polisorbato 80 y 0,48 % de trioleato de sorbitan. Este adyuvante se
conoce como "MF59". La emulsion MF59 puede incluir ventajosamente iones citrato, por ejemplo, tampon de citrato
sédico 10 mM. En algunas realizaciones, la concentracion final de cada uno de dichos componentes presentes en un
producto puede reducirse a la mitad, por ejemplo, aproximadamente 2,5 % de escualeno, aproximadamente 0,25 %
de polisorbato 80 y aproximadamente 0,25 % de trioleato de sorbitan en volumen (aproximadamente 2,15 % de
escualeno, 0,25 % de polisorbato 80 y 0,24 % de trioleato de sorbitdn en términos de peso). En algunas
realizaciones, la concentracion final de cada uno de dichos componentes presentes en un producto puede dividirse
en un cuarto, por ejemplo, aproximadamente 1.25 % de escualeno, aproximadamente 0,125 % de polisorbato 80 y
aproximadamente 0,125 % de trioleato de sorbitan por volumen (aproximadamente 1.075 % de escualeno, 0,125 %
de polisorbato 80 y 0,12 % de trioleato de sorbitan en términos de peso).

Como se describe en la Referencia 14, MF59 se fabrica a escala comercial mediante la dispersion de Span® 85 en
la fase de escualeno (el componente de aceite) y Tween® 80 en el componente acuoso, seguido de una mezcla de
alta velocidad para formar una emulsion gruesa (es decir, primera emulsion). Esta emulsion gruesa se pasa luego a
través de un microfluidizador para producir una emulsiéon que tiene un tamafio de gotita de aceite uniforme (es decir,
una segunda emulsién). Como se describe en la Referencia 6, la emulsiéon microfluidizada se filtra luego a través de
un filtro de membrana adecuado para eliminar las gotas de aceite de gran tamafio, y el tamafo de gota promedio de
la emulsion uniforme resultante permanece sin cambios durante al menos 3 afios a 4 °C. El contenido de escualeno
de la emulsion final se puede medir como se describe en la Referencia 15.

Una emulsion que contiene escualeno, un a tocoferol (idealmente DL a tocoferol) y polisorbato 80:

La emulsion puede incluir solucion salina tamponada con fosfato. Estas emulsiones pueden tener en volumen de 2 a
10 % de escualeno, de 2 a 10 % de tocoferol y de 0,3 a 3 % de polisorbato 80, por ejemplo, 4,3 % de escualeno, 4,7
% de tocoferol, 1,9 % de polisorbato 80, La proporcidén en peso de escualeno: el tocoferol es preferentemente <1
(por ejemplo, 0,90) ya que esto puede proporcionar una emulsién mas estable. El escualeno y el polisorbato 80
pueden estar presentes en una relacidon en volumen de aproximadamente 5: 2 o en una relaciéon en peso de
aproximadamente 11: 5. Por lo tanto, los tres componentes (escualeno, tocoferol, polisorbato 80) pueden estar
presentes en una proporcion en peso de 1068: 1186: 485 o alrededor de 55:61:25. Una de estas emulsiones ("AS03"
[Referencia 16]) tiene 4,86 mg de polisorbato 80, 10,69 mg de escualeno y 11,86 mg de tocoferol a por dosis (o una
fraccion del mismo, pero manteniendo las relaciones de masa), por ejemplo, en un volumen de 0,5 ml. AS03 se
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puede hacer disolviendo Tween® 80 en PBS para obtener una solucién al 2 %, luego mezclando 90 ml de esta
solucién con una mezcla de (5 g de DL o-tocoferol y 5 ml de escualeno), luego microfluidizando la mezcla. La
emulsion resultante puede tener gotitas de aceite submicrométricas, v.g. con un diametro promedio de entre 100 y
250 nm, preferentemente alrededor de 180 nm. La emulsién también puede incluir un lipido A monofosforilico 3-de-
O-acilado (3d MPL). Otra emulsion util de este tipo puede comprender, por dosis humana, 0,5-10 mg de escualeno,
0,5-11 mg de tocoferol y 0,1-4 mg de polisorbato 80 [Referencia 17], por ejemplo, en las proporciones analizadas
anteriormente.

Una emulsion que comprende escualeno, polisorbato 80, un detergente Triton (por ejemplo, Triton X 100) y o
tocoferol (por ejemplo, un succinato de a-tocoferol):

La emulsion puede incluir estos tres componentes en una proporcion de masa de aproximadamente 75:11:10 (por
ejemplo, 750 pg/ml de polisorbato 80, 110 ug/ml de Triton X-100 y 100 pg/ml de succinato de a-tocoferol), y estas
concentraciones deberian Incluye cualquier aporte de estos componentes a partir de antigenos. La emulsion
también puede incluir un 3d MPL. La emulsiéon también puede incluir una saponina, tal como QS21. El componente
acuoso puede contener un tampén fosfato.

Las composiciones de estas emulsiones, expresadas anteriormente en términos porcentuales, pueden modificarse
por dilucién o concentracion (por ejemplo, por un nimero entero, como 2 o 3 o por una fraccion, como 2/3 o 3/4), en
las que sus Las proporciones se mantienen igual. Por ejemplo, un MF59 concentrado 2 veces tendria
aproximadamente 10 % de escualeno, aproximadamente 1 % de polisorbato 80 y aproximadamente 1 % de trioleato
de sorbitan. Las formas concentradas se pueden diluir (por ejemplo, con una soluciéon de antigeno) para dar una
concentracion final deseada de emulsion.

Las emulsiones de la invencion se almacenan idealmente entre 2°C y 8°C. No deben ser congelados. Idealmente,
deben mantenerse fuera de la luz directa. En particular, las composiciones que contienen escualeno, tales como
emulsiones y vacunas de la invencion, deben protegerse para evitar la descomposicion fotoquimica del escualeno.
Si las emulsiones de la invencién se almacenan, entonces esto es preferentemente en una atmésfera inerte, por
ejemplo, N2 o argon.

Componente de aceite

Debido a que las emulsiones que contienen al menos un tensioactivo procesado por los métodos de la invencion
pretenden incluir el uso farmacéutico, en tales realizaciones, el aceite o los aceites en el componente de aceite de la
emulsion tipicamente seran biodegradables (metabolizables) y biocompatibles.

Como se ha tratado anteriormente, la invencion es particularmente adecuada para usar en la preparacion de
emulsiones que incluyen escualeno. El escualeno es un aceite natural (por ejemplo, en el higado de tiburdn) que es
un terpenoide insaturado ramificado (CsoHso; [(CH3).C [= CHCH.CH.C (CH3)l.= CHCH:-]2; 2,6,10,15,19,23-
hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno; CAS RN 7683-64-9). El escualeno se suele purificar de fuentes
animales, como el tiburdn, pero también es posible usar escualeno de fuentes no animales, por ejemplo, levaduras
modificadas genéticamente [Referencia 18] y aceites vegetales como el aceite de oliva [Referencias 19, 20]. Otras
fuentes posibles incluyen aceite de germen de trigo, aceite de palma, semilla de amaranto (por ejemplo, ver
referencia 21) y aceite de salvado de arroz. Se puede purificar por destilacién, por ejemplo, como se describe en la
Referencia 22.

El componente de aceite en una emulsiéon de la invencién puede incluir un solo aceite, o puede comprender una
combinacién de aceites, por ejemplo, que comprende escualeno y al menos un aceite adicional. Por ejemplo, "MF59"
tiene escualeno como su Unico componente de aceite, mientras que "AS03" tiene escualeno y a-tocoferol.

En lugar de (0 ademas de) usar escualeno, una emulsién puede comprender aceite (s), incluidos los de, por ejemplo,
un animal (como el pescado) o una fuente vegetal. Las fuentes de aceites vegetales incluyen nueces, semillas y
granos. El aceite de cacahuete, el aceite de soja, el aceite de coco y el aceite de oliva, los mas cominmente
disponibles, ejemplifican los aceites de nueces. Se puede usar aceite de jojoba, por ejemplo. obtenido de la haba de
jojoba. Los aceites de semillas incluyen aceite de cartamo, aceite de semilla de algoddn, aceite de semilla de girasol,
aceite de semilla de sésamo y similares. En el grupo de granos, el aceite de maiz es el mas facilmente disponible,
pero también se puede usar el aceite de otros granos de cereales como el trigo, la avena, el centeno, el arroz, el teff,
el triticale y similares. Los ésteres de glicerol y 1,2-propanodiol con acido graso al carbono 6-10, aunque no se
producen naturalmente en los aceites de semillas, pueden prepararse por hidrdlisis, separacion y esterificacion de
los materiales apropiados a partir de los aceites de nueces y semillas. Las grasas y aceites de la leche de mamiferos
son metabolizables y, por lo tanto, pueden utilizarse. Los procedimientos para la separacién, purificacion,
saponificacion y otros medios necesarios para obtener aceites puros de fuentes animales son bien conocidos en la
técnica.

La mayoria de los peces contienen aceites metabolizables que pueden recuperarse facilmente. Por ejemplo, el
aceite de higado de bacalao, los aceites de higado de tiburén y el aceite de ballena, como el espermaceti,
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ejemplifican varios de los aceites de pescado que se pueden usar en el presente documento. Un ndmero de aceites
de cadena ramificada se sintetizan bioquimicamente en unidades de isopreno de 5 carbonos y generalmente se
denominan terpenoides. El escualano, el analogo saturado del escualeno, también se puede usar. Los aceites de
pescado, incluidos el escualeno y el escualano, estan faciimente disponibles a partir de fuentes comerciales o
pueden obtenerse por métodos conocidos en la técnica.

Otros aceites Utiles son los tocoferoles, particularmente en combinacién con escualeno. Cuando el componente de
aceite de una emulsién incluye un tocoferol, se puede usar cualquiera de los tocoferoles a, B, y, 0, € o &, pero se
prefieren los tocoferoles a. D a tocoferol y DL a tocoferol pueden ser utilizados. Un a tocoferol preferido es DL a
tocoferol. El tocoferol puede tomar varias formas, por ej. Diferentes sales y/o isbmeros. Las sales incluyen sales
organicas, como succinato, acetato, nicotinato, etc. Si se va a usar una sal de este tocoferol, la sal preferida es el
succinato. Una combinacion de aceite que comprende escualeno y un tocoferol (por ejemplo, DL a-tocoferol) es
particularmente util con la invencion.

Cuando la invencioén utiliza escualeno derivado de tiburdn, se puede usar cualquier especie de tiburéon adecuada,
como el pez corral espinoso (Squalus acanthias). Otras especies adecuadas incluyen Centrophorus atromarginatus,
Cetorhinus maximus, Echinorhinus brucus, Scymnodon squamulosus, Centrophorus atromarginatus, Etmopterus
frontimaculatus, Deania eglantina y Scymnodon foliaceus.

Como se discutio en la Referencia 23, cuando se usa escualeno derivado de tiburén, se prefiere que los bifenilos
policlorados (PCB) estén presentes a un nivel de menos de 661 pg de PCB por g de escualeno (TEQ). Este limite de
661 pg/g se puede aplicar al escualeno usado para hacer una emulsion, a la emulsion final ya una vacuna preparada
usando la emulsion. Por lo general, se aplica al escualeno utilizado para hacer una emulsion. Los detalles completos
de como alcanzar un nivel de PCB dentro de este umbral se encuentran en la Referencia 23. Se pueden alcanzar
niveles mucho mas bajos que 661 pg/g, incluso tan bajos como p2 pg/g.

Los PCB son una familia de compuestos quimicos formados por la adiciéon de cloro a las 10 posiciones disponibles
para la sustitucion de cloro en un anillo de bifenilo. Cualquier compuesto quimico individual en la categoria de PCB
se llama "congéneres". Los niveles de congéneres individuales se convierten en un equivalente toxico (TEQ) que
permite que la toxicidad de una mezcla de PCB se represente como un solo nimero. La toxicidad de cada PCB se
expresa como una fraccion (el factor de equivalencia téxico, TEF) de la toxicidad de 2,3,7,8-TCDD dioxina (que tiene
un valor de referencia de 1). Para calcular el TEQ total de una mezcla, la masa de cada PCB se multiplica por su
TEF y luego el TEQ es la suma de estos valores.

En algunas realizaciones, el escualeno no tiene cantidades detectables de uno o mas de: PCB # 126; PCB # 169;
PCB # 77; PCB # 81; PCB # 123; PCB # 170; y/o PCB # 180, Estos PCB estan definidos por la nomenclatura
IUPAC, p. Ej. PCB # 126 es 3,3 ', 4,4', 5-pentaclorobifenilo.

Ademas de tener un bajo contenido de PCB, es util para asegurar niveles bajos de dioxinas. Por lo tanto, cada uno
de los siguientes puede tener un bajo contenido de dioxinas: escualeno utilizado para formar emulsiones; la
emulsion farmacéutica final; y una vacuna elaborada utilizando la emulsiéon. Un bajo contenido de dioxinas es menor
que 1 ng por gramo de escualeno, y preferentemente menor que 1 pg/g (TEQ).

Del mismo modo es util para garantizar niveles bajos de furano. Por lo tanto, cada uno de los siguientes puede tener
un bajo contenido de furano: escualeno utilizado para formar las emulsiones de la invencion; la emulsion
farmacéutica final; y una vacuna preparada utilizando la emulsién de la invenciéon. Un bajo contenido de furano es
menor que 1 ng por gramo de escualeno, y preferentemente <1 pg/g (TEQ).

Vacunas

Aunque es posible administrar adyuvantes de emulsién de aceite en agua por si mismos a los pacientes (por
ejemplo, para proporcionar un efecto adyuvante para un antigeno que se ha administrado por separado al paciente),
es mas habitual mezclar el adyuvante con un antigeno antes de administracion, para formar una composicion
inmunogénica, por ejemplo, una vacuna. La mezcla de la emulsidon y el antigeno puede tener lugar de forma
extemporanea, en el momento de su uso, o puede tener lugar durante la fabricacion de la vacuna, antes del llenado.
Los métodos de la invencion se pueden aplicar en ambas situaciones.

Por lo tanto, un proceso de la invencion puede incluir una etapa adicional del proceso de mezclar la emulsién con un
componente de antigeno. Como alternativa, puede incluir una etapa adicional de empaquetar el adyuvante en un kit
como un componente del kit junto con un componente de antigeno.

En general, por lo tanto, la invencion se puede usar cuando se preparan vacunas mixtas o cuando se preparan kits
que incluyen antigeno y adyuvante listos para mezclar. Donde la mezcla tiene lugar durante la fabricacion, entonces
los volumenes de antigeno a granel y emulsion que se mezclan seran tipicamente mayores que 1 litro, por ejemplo,>
5 litros,> 10 litros,> 20 litros,> 50 litros,> 100 litros,> 250 litros , etc. Cuando la mezcla tiene lugar en el punto de uso,
los volumenes que se mezclan seran tipicamente mas pequefios que 1 mililitro, por ejemplo, <0,6ml, <0,5ml, <0,4ml,
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<0,3ml, <0,2ml, etc. En ambos casos, es habitual que se mezclen volimenes sustancialmente iguales de solucion de
emulsién y antigeno, es decir, sustancialmente 1:1 (por ejemplo, entre 1.1: 1y 1: 1.1, preferentemente entre 1.05: 1
y 1:1,05, y mas preferentemente entre 1.025):1 y 1:1,025). En algunas realizaciones, sin embargo, se puede usar un
exceso de emulsion o un exceso de antigeno [Referencia 24]. Cuando se usa un exceso de volumen de un
componente, el exceso generalmente sera de al menos 1.5: 1, por ejemplo,> 2: 1,>2.5:1,>3:1,>4:1,>5: 1, etc.

Cuando el antigeno y el adyuvante se presentan como componentes separados dentro de un kit, estan fisicamente
separados entre si dentro del kit, y esta separacion se puede lograr de varias maneras. Por ejemplo, los
componentes pueden estar en recipientes separados, como viales. El contenido de dos viales se puede mezclar
cuando sea necesario, por ejemplo, eliminando el contenido de un vial y agregandolos al otro vial, o eliminando por
separado el contenido de ambos viales y mezclandolos en un tercer recipiente.

En otra disposicién, uno de los componentes del kit esta en una jeringa y el otro en un recipiente como un vial. La
jeringa se puede usar (por ejemplo, con una aguja) para insertar su contenido en el vial para mezclar, y la mezcla se
puede retirar en la jeringa. Los contenidos mezclados de la jeringa se pueden administrar a un paciente,
generalmente a través de una nueva aguja estéril. Empaquetar un componente en una jeringa elimina la necesidad
de usar una jeringa separada para la administracion al paciente.

En otra disposicion preferida, los dos componentes del kit se mantienen juntos pero por separado en la misma
jeringa, por ejemplo, una jeringa de doble camara. Cuando se acciona la jeringa (por ejemplo, durante la
administracion a un paciente), se mezclan los contenidos de las dos camaras. Esta disposicion evita la necesidad de
un paso de mezcla separado en el momento del uso.

El contenido de los diversos componentes del kit generalmente estara en forma liquida. En algunas disposiciones,
un componente (tipicamente el componente de antigeno en lugar del componente de emulsion) esta en forma seca
(por ejemplo, en forma liofilizada), con el otro componente en forma liquida. Los dos componentes pueden
mezclarse para reactivar el componente seco y dar una composicion liquida para su administracion a un paciente.
Normalmente, un componente liofilizado estara ubicado dentro de un vial en lugar de una jeringa. Los componentes
secos pueden incluir estabilizadores como lactosa, sacarosa o manitol, asi como mezclas de los mismos, por
ejemplo, mezclas de lactosa/sacarosa, mezclas de sacarosa/manitol, etc. Una posible disposicion utiliza un
componente de emulsién liquida en una jeringa precargada y un componente antigénico liofilizado en un vial.

Si las vacunas contienen componentes ademas de la emulsion y el antigeno, estos componentes adicionales
pueden incluirse en uno de estos dos componentes del kit, 0 pueden ser parte de un tercer componente del kit.

Los recipientes adecuados para vacunas mixtas de la invencion, o para componentes de kits individuales, incluyen
viales y jeringas desechables. Estos recipientes deben ser estériles.

Cuando una composicién/componente esta ubicado en un vial, el vial esta hecho preferentemente de un material de
vidrio o plastico. El vial se esteriliza preferentemente antes de que se le afiada la composicion. Para evitar
problemas con los pacientes sensibles al latex, los viales se sellan preferentemente con un tapon sin latex, y se
prefiere la ausencia de latex en todo el material de embalaje. En una realizacién, un vial tiene un tapon de caucho
butilico. El vial puede incluir una dosis Unica de vacuna/componente, o puede incluir mas de una dosis (un vial
"multidosis"), por ejemplo, 10 dosis. En una realizacion, un vial incluye 10 x 0,25 ml de dosis de emulsién. Los viales
preferidos estan hechos de vidrio incoloro.

Un vial puede tener una tapa (por ejemplo, un bloqueo Luer) adaptado de tal manera que se pueda insertar una
jeringa precargada en la tapa, el contenido de la jeringa se pueda expulsar hacia el vial (por ejemplo, Para
reconstituir material liofilizado en la misma), y el contenido del vial se puede retirar de nuevo en la jeringa. Después
de retirar la jeringa del vial, se puede conectar una aguja y se puede administrar la composiciéon a un paciente. La
tapa se ubica preferentemente dentro de un sello o cubierta, de modo que la junta o cubierta debe retirarse antes de
poder acceder a la tapa.

Cuando una composicién/componente estd empaquetado en una jeringa, normalmente la jeringa no tendra una
aguja unida, aunque se puede suministrar una jeringa por separado con la jeringa para su montaje y uso. Se
prefieren agujas de seguridad. Son tipicas las agujas de 1 pulgada, calibre 23, 1 pulgada, calibre 25 y 5/8 pulgada.
Calibre 25. Para facilitar el mantenimiento de registros, se pueden proporcionar jeringas con etiquetas desprendibles
en las que se pueden imprimir el nimero de lote, la temporada de influenza y la fecha de vencimiento de los
contenidos. EI émbolo en la jeringa tiene preferentemente un tapén para evitar que el émbolo se retire
accidentalmente durante la aspiracion. Las jeringas pueden tener una tapa de goma de latex y/o émbolo. Las
jeringas desechables contienen una sola dosis de vacuna. La jeringa generalmente tendra una tapa de la punta para
sellar la punta antes de la unién de una aguja, y la tapa de la punta esta hecha de goma de buitilo. Si la jeringa y la
aguja se envasan por separado, la aguja se equipara preferentemente con un protector de goma de buitilo.

La emulsion se puede diluir con un tampon antes de envasarla en un vial o una jeringa. Los tampones tipicos
incluyen: un tampén de fosfato; un tampén Tris; un tampén borato; un tampdn de succinato; un tampén de histidina;
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o0 un tampén de citrato. La dilucién puede reducir la concentracién de los componentes del adyuvante mientras
retiene sus proporciones relativas, por ejemplo, para proporcionar un adyuvante de "media resistencia".

Los recipientes pueden marcarse para mostrar un volumen de media dosis, por ejemplo, para facilitar el suministro a
los nifios. Por ejemplo, una jeringa que contiene una dosis de 0,5 ml puede tener una marca que muestre un
volumen de 0,25 ml.

Cuando se usa un recipiente de vidrio (por ejemplo, una jeringa o un vial), entonces se prefiere usar un recipiente
hecho de vidrio de borosilicato en lugar de un vidrio de cal sodada.

Se pueden usar varios antigenos con emulsiones de aceite en agua, que incluyen, entre otros: antigenos virales,
como las proteinas de superficie viral; antigenos bacterianos, tales como antigenos de proteinas y/o sacaridos;
antigenos fungicos; antigenos parasitos; y antigenos tumorales. La invencion es particularmente util para vacunas
contra el virus de la influenza, VIH, anquilostoma, virus de la hepatitis B, virus del herpes simple, rabia, virus sincitial
respiratorio, cifomegalovirus, Staphylococcus aureus, clamidia, SARS coronavirus, virus de la varicela zoster,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Mycobacterium tuberculosis, Bacillus anthracis, virus de Epstein
Barr, virus del papiloma humano, etc. Preferentemente, el antigeno es un antigeno del virus de la influenza. A
continuacioén se proporcionan ejemplos no limitantes de antigenos adecuados.

Antigenos del virus de la gripe: Estos pueden tomar la forma de un virus vivo o un virus inactivado. Cuando se usa
un virus inactivado, la vacuna puede comprender viriones completos, viriones divididos o antigenos de superficie
purificados (incluida la hemaglutinina y, por lo general, también la neuraminidasa). Los antigenos de la influenza
también pueden presentarse en forma de virosomas. Los antigenos pueden tener cualquier subtipo de
hemaglutinina, seleccionado de H1, H2, H3, H4, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y/o H16. La vacuna
puede incluir antigeno (s) de una o mas cepas del virus de la influenza (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas), incluido el
virus de la influenza A y/o el virus de la influenza B, por ejemplo, un A/H5N1 o A/H1N1 monovalentes vacuna, o una
vacuna trivalente A/H1N1 + A/H3N2 + B. El virus de la influenza puede ser una cepa reordena, y puede haberse
obtenido mediante técnicas de genética inversa [por ejemplo, Referencias 25-29]. Por lo tanto, el virus puede incluir
uno o mas segmentos de ARN de un virus A/PR/8/34 (tipicamente 6 segmentos de A/PR/8/34, con los segmentos
HA y N de una cepa de vacuna, es decir, un 6: 2 reordenes). Los virus utilizados como fuente de los antigenos
pueden crecer en huevos (por ejemplo, huevos de gallina embrionados) o en cultivos celulares. Donde se usa el
cultivo celular, tales células huésped seran tipicamente un huésped/célula eucariético, por ejemplo, células de
mamiferos, células aviares, células de insectos, células vegetales y células de levadura. En algunas realizaciones,
las células huésped adecuadas son células madre embrionarias. En algunas realizaciones, las células huésped
adecuadas son de origen epitelial. En algunas realizaciones, las células hospedadoras adecuadas son células
renales. Las lineas celulares de mamiferos adecuadas incluyen, pero no se limitan a: MDCK; CHO; 293T; BHK; Vero
MRC 5; PER.C6; WI-38; etc. Las lineas celulares aviares adecuadas incluyen, pero no se limitan a: células EB66®.
Las lineas celulares de mamiferos preferidas para los virus de influenza en crecimiento incluyen: células MDCK
[Referencias 30-33], derivadas de rifién canino de Madin Darby; Células Vero [Referencias 34-36], derivadas de
rifdn de mono verde africano; o células PER.C6 [Referencia 37], derivadas de retinoblastos embrionarios humanos.
Cuando el virus haya crecido en una linea celular de mamifero, la composicion estara ventajosamente libre de
proteinas de huevo (por ejemplo, ovoalbumina y ovomucoide) y de ADN de pollo, reduciendo asi la alergenicidad.
Las dosis unitarias de la vacuna se suelen estandarizar por referencia al contenido de hemaglutinina (HA), que
generalmente se mide por SRID. Las vacunas existentes tipicamente contienen aproximadamente 15 ug de HA por
cepa, aunque se pueden usar dosis mas bajas, particularmente cuando se usa un adyuvante. Se han usado dosis
fraccionarias como %z (es decir, 7,5 ug de HA por cepa), 1/4 y 1/8 [Referencias 38, 39], ya que tienen dosis mas altas
(por ejemplo, dosis 3x o 9x [Referencias 40, 41]) . Por lo tanto, las vacunas pueden incluir entre 0,1 y 150 yg de HA
por cepa de influenza, preferentemente entre 0,1 y 50 ug, por ejemplo, 0,1-20 ug, 0,1 15 pg, 0,1 10 ug, 0,1 7,5 ug,
0,5-5 ug, etc. Las dosis particulares incluyen , por ejemplo, aproximadamente 15, aproximadamente 10,
aproximadamente 7,5, aproximadamente 5, aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,75, aproximadamente 1,9,
aproximadamente 1,5 ug de HA, etc. por cepa.

Virus de inmunodeficiencia humana: Los antigenos adecuados incluyen los derivados de VIH 1 y VIH 2. El antigeno
tipicamente sera un antigeno de envoltura.

Antigenos de la superficie del virus de la hepatitis B: Este antigeno se obtiene preferentemente por métodos de ADN
recombinante, por ejemplo, después de la expresion en un Saccharomyces cerevisiae levadura. A diferencia del
HBsAg viral nativo, el antigeno recombinante expresado en levadura no esta glicosilado. Puede estar en forma de
particulas sustancialmente esféricas (diametro promedio de aproximadamente 20 nm), incluida una matriz lipidica
que comprende fosfolipidos. A diferencia de las particulas nativas de HBsAg, las particulas expresadas en levadura
pueden incluir fosfatidilinositol. El HBsAg puede ser de cualquiera de los subtipos ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr,
adw2, adw4, adrg- y adrq +.

Anguilostoma: Los antigenos de anquilostoma adecuados incluyen aquellos particularmente vistos en caninos
(Ancylostoma caninum). Dicho antigeno puede ser Ac-MTP-1 recombinante (metaloproteasa tipo astacina) y/o una
hemoglobinasa aspartica (Ac APR 1), que puede expresarse en un sistema de expresion del huésped adecuado,
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como el sistema de células baculovirus/insecto como una proteina secretada [Referencias 42, 43].

Antigenos del virus del herpes simple (VHS): Un antigeno de HSV preferido para uso con la invencién es la
glicoproteina de membrana gD. Se prefiere usar gD de una cepa HSV 2 (antigeno "gD2"). La composicion puede
usar una forma de gD en la que la region de anclaje de la membrana C terminal se ha eliminado [Referencia 44], por
ejemplo, una gD truncada que comprende los aminoacidos 1 306 de la proteina natural con la adicion de aparagina y
glutamina en el extremo C-terminal. . Esta forma de la proteina incluye el péptido sefal que se escinde para producir
una proteina madura de 283 aminoacidos. La eliminacion del anclaje permite que la proteina se prepare en forma
soluble.

Antigenos del virus del papiloma humano (VPH): Los antigenos de HPV preferidos para uso con la invencién son
proteinas de la capside L1, que pueden ensamblarse para formar estructuras conocidas como particulas similares a
virus (VLP). Las VLP pueden producirse por expresion recombinante de L1 en células de levadura (por ejemplo, en
S.cerevisiae) o en células de insecto (por ejemplo, en Spodoptera células, tales como S. frugiperda, o en Drosophila
Células). Para las células de levadura, los vectores plasmidicos pueden portar el gen o genes L1; para las células de
insecto, los vectores de baculovirus pueden portar los genes L1. Mas preferentemente, la composicion incluye VLP
de L1 tanto de las cepas de HPV-16 como de HPV-18. Esta combinacion bivalente ha demostrado ser muy efectiva
[Referencia 45]. Ademas de las cepas HPV 16 y HPV 18, también es posible incluir VLP de L1 de las cepas HPV 6 y
HPV 11. El uso de cepas oncogénicas de HPV también es posible. Una vacuna puede incluir entre 20 y 60 ug/ml
(por ejemplo, aproximadamente 40 ug/ml) de L1 por cepa de HPV.

Antigenos del antrax: El antrax es causado por Bacillus Anthracis. Adecuado B.anthracis los antigenos incluyen
componentes A (factor letal (LF) y factor de edema (EF)), los cuales pueden compartir un componente B comun
conocido como antigeno protector (PA). Los antigenos se pueden desintoxicar opcionalmente. Se pueden encontrar
mas detalles en la literatura, por ejemplo, [Referencias 46-48].

Antigenos de S. aureus: Una variedad de S. aureus Los antigenos son conocidos. Los antigenos adecuados
incluyen sacaridos capsulares (por ejemplo, de una cepa de tipo 5 y/o tipo 8) y proteinas (por ejemplo, IsdB, Hla,
etc.). Los antigenos de sacaridos capsulares se conjugan idealmente con una proteina transportadora.

Antigenos de S. pneumoniae: Una variedad de S. pneumoniae Los antigenos son conocidos. Los antigenos
adecuados incluyen sacaridos capsulares (por ejemplo, de uno o mas de los serotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19F y/o 23F) y proteinas (por ejemplo, neumolisina, neumolisina detoxificada, proteina triada de polihistidina). D
(PhtD), etc.). Los antigenos de sacaridos capsulares se conjugan idealmente con una proteina transportadora.

Una solucion del antigeno se mezclara normalmente con la emulsion, por ejemplo, en una relacion de volumen de 1:
1. Esta mezcla puede ser realizada por un fabricante de vacunas, antes del llenado, o puede ser realizada en el
punto de uso por un trabajador de la salud.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones hechas usando un tensioactivo procesado por los métodos de la invencion incluyen
composiciones farmacéuticas, nutracéuticas y cosméticas. La invencion no esta limitada por un tipo particular de
productos, siempre que sea deseable usar uno o mas tensioactivos preparados de acuerdo con los métodos
proporcionados en el presente documento para formular dichos productos. En algunas realizaciones, dichos
productos exhiben una calidad mas alta (por ejemplo, pureza, estabilidad, vida util o cualquier combinacion de los
mismos), en comparacion con una contraparte de referencia (control), que contiene componentes o ingredientes
equivalentes, con la excepcidon de uno o mas tensioactivos. no sometido a los métodos descritos en el presente
documento (por ejemplo, prefiltracion). Por lo tanto, en algunas realizaciones, las composiciones que comprenden
uno o mas tensioactivos preparados de acuerdo con la invencion contienen niveles mas bajos de impurezas de
carbonilo, en comparacion con la contraparte de referencia (control).

En algunas realizaciones, tales composiciones de la presente invencion son farmacéuticamente aceptables. En
relaciéon con las vacunas para la inmunizacién, una composicién puede incluir uno o mas componentes adicionales,
como un antigeno. En algunas realizaciones, dicha inmunizacion se lleva a cabo junto con el uso de un adyuvante,
por ejemplo, adyuvantes de aceite en agua. Por lo tanto, dichas vacunas pueden contener un adyuvante basado en
emulsién, que puede incluir al menos un agente tensioactivo procesado de acuerdo con los métodos descritos en el
presente documento, y un antigeno opcional.

La composiciéon puede incluir un conservante tal como tiomersal o 2-fenoxietanol. Sin embargo, se prefiere que tal
composicion esté sustancialmente libre de (es decir, menos de 5 pg/ml) de material mercurial, por ejemplo, libre de
tiomersal [Referencias 49, 50]. Las composiciones y componentes que no contienen mercurio son los mas
preferidos. Por ejemplo, las vacunas sin conservantes también son Uutiles.

El pH de una composicion estara generalmente entre 5,0 y 8,1, y mas tipicamente entre 6,0 y 8,0, por ejemplo, entre
6,5y 7,5. Por lo tanto, un proceso de la invencién puede incluir una etapa de ajuste del pH de la composicién antes
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del envasado.

La composicion es preferentemente estéril. La composicion es preferentemente no pirogénica, por ejemplo, que
contiene <1 UE (unidad de endotoxinas, una medida estandar) por dosis, y preferentemente <0,1 UE por dosis. La
composicion esta preferentemente libre de gluten.

La invencion incluye kits y composiciones preparadas usando los métodos de la invencién. En algunas realizaciones,
tales composiciones son composiciones profilacticas, tales como vacunas. En cualquiera de las realizaciones, las
composiciones farmacéuticas que comprenden un tensioactivo procesado por los métodos proporcionados en el
presente documento pueden proporcionar una estabilidad mejorada (por ejemplo, una vida util mas larga) en
comparacién con composiciones equivalentes que comprenden el mismo tensioactivo pero no se procesan de
acuerdo con la invencion.

La composicion puede incluir material para una inmunizaciéon de administraciéon unica, o puede incluir material para
inmunizaciones de multiples administraciones (es decir, un kit "multidosis"). Cuando la composicién es una vacuna
para la inmunizacién, la vacuna puede incluir material para una Unica inmunizaciéon o puede incluir material para
multiples inmunizaciones (es decir, un kit "multidosis"). En algunas realizaciones, la inclusién de un conservante
puede ser preferible en disposiciones multidosis.

Las composiciones que contienen uno o mas agentes tensioactivos procesados por los métodos descritos en el
presente documento pueden rellenarse en sistemas cerrados estériles. Los sistemas cerrados estériles adecuados
incluyen, entre otros, viales, jeringas (como jeringas desechables), recipientes de vidrio y plastico, incluidos
recipientes rigidos o flexibles (por ejemplo, bolsas). En algunas realizaciones, un sistema cerrado estéril adecuado
para uso en la presente divulgacion esta recubierto para la superficie modificada, por ejemplo, siliconizado.

Métodos de tratamiento y administracion de la composicion farmacéutica.

Las composiciones preparadas de acuerdo con los métodos de la invencién son adecuadas para la administracion a
sujetos, incluyendo pacientes humanos. Las composiciones farmacéuticas que comprenden un tensioactivo
procesado por los métodos proporcionados en el presente documento son adecuadas para la administracion a un
sujeto que lo necesite. En algunas realizaciones, dicha composicion es una composicion terapéutica que se
administra a un sujeto para el tratamiento de una enfermedad o trastorno, en el que la composicion comprende un
ingrediente activo adecuado destinado al tratamiento. En algunas realizaciones, la respuesta inmune se provoca con
el fin de proporcionar efectos terapéuticos, efectos profilacticos, o ambos. En algunas realizaciones, la respuesta
inmune se provoca con el fin de proporcionar efectos terapéuticos. En algunas realizaciones, la respuesta inmune se
provoca para proporcionar efectos profilacticos, por ejemplo, como una vacuna. En algunas realizaciones, dicha
respuesta inmune se ve aumentada por la presencia de al menos un adyuvante. El alcance de la invencion esta
definido por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los
compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para uso en un método para el
tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para diagndstico).

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un método para generar una respuesta inmune en un paciente,
que comprende la etapa de administrar al paciente una composicion de la invencion que incluye un inmundgeno,
para potenciar una respuesta inmune.

Las composiciones farmacéuticas preparadas de acuerdo con la invencion se pueden usar para tratar a un sujeto
(por ejemplo, pacientes) que lo necesiten, incluidos nifios y adultos, que cumplan ciertos criterios, como criterios
clinicos, criterios genéticos, factores de riesgo, grupos de edad, etc. el paciente puede tener menos de 1 afio, 1-5
afios, 5-15 afios, 15-55 afios, o al menos 55 afos. El paciente puede ser anciano (por ejemplo,> 50 afios,
preferentemente> 65 afos), los jovenes (por ejemplo, <5 afos), pacientes hospitalizados, trabajadores de la salud,
personal militar y militar, mujeres embarazadas, personas con enfermedades cronicas, inmunodeficientes o
pacientes inmunocomprometidos, y personas que viajan al extranjero. Sin embargo, cuando las composiciones
farmacéuticas son vacunas profilacticas para la inmunizacion, tales vacunas son adecuadas no solo para estos
grupos, sino que pueden usarse mas generalmente en una poblacién, por ejemplo, en sujetos sanos.

Las vacunas de la invencion pueden administrarse a pacientes sustancialmente al mismo tiempo que (por ejemplo,
durante la misma consulta médica o visita a un profesional de la salud) otras vacunas.

Las composiciones pueden administrarse de cualquier forma adecuada, que incluye, entre otras: inyeccion
intramuscular (por ejemplo, en el brazo o la pierna), inyeccién subcutanea, intranasal [Referencias 51-53], oral
[Referencia 54], intradérmica [Referencias 55 , 56], transcutanea, transdérmica [Referencia 57], etc.

Las composiciones farmacéuticas, incluidas las vacunas, se administran tipicamente en un volumen de dosificacion
de aproximadamente 0,5 ml, aunque se puede administrar a los nifios media dosis (por ejemplo, aproximadamente
0,25 ml). Sin embargo, los volimenes de administracion son facilmente ajustados por el experto en la técnica para
adaptarse al uso o propésito particular.
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La invencion también proporciona estos kits y composiciones para uso como medicamentos.

La invencion también proporciona el uso de: (i) una preparacion acuosa de un antigeno o una proteina o péptido
terapéutico; y (ii) una emulsion de aceite en agua que comprende un agente tensioactivo preparado segun la
invencion, en la fabricacién de un medicamento para administrar a un paciente.

La respuesta inmune provocada por estos métodos y usos generalmente incluira una respuesta de anticuerpos,
preferentemente una respuesta de anticuerpos protectora.

Aspectos generales

A lo largo de la especificacion, incluidas las reivindicaciones, cuando el contexto lo permita, el término "que
comprende" y sus variantes, como "comprende”, debe interpretarse como que incluye el elemento declarado (por
ejemplo, un numero entero) o elementos (por ejemplo, niumeros enteros) sin excluir necesariamente Cualquier otro
elemento (por ejemplo, enteros). Por lo tanto, una composicion "que comprende” X puede consistir exclusivamente
en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X +Y.

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente”, por ejemplo, una composicién que esta "sustancialmente
libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra "sustancialmente" puede
omitirse de la definiciéon de la invencion. En algunas realizaciones, "una composicion que esta sustancialmente libre
de un componente" puede incluir una composicion de este tipo con una cantidad residual del componente, en donde
la cantidad residual esta (i) por debajo de niveles de deteccion confiables por medios de medicion adecuados o
aceptados en la técnica; y/o (ii) la cantidad residual no afecta adversamente a un proposito previsto de la
composicion.

El término "aproximadamente" en relacion con un valor numérico x es opcional y significa, por ejemplo, x + 10 %.

A menos que se indique especificamente, un proceso que comprende un paso de mezclar dos 0 mas componentes
no requiere ningun orden especifico de mezclado. Asi los componentes se pueden mezclar en cualquier orden.
Cuando hay tres componentes, entonces dos componentes pueden combinarse entre si, y luego la combinacion
puede combinarse con el tercer componente, etc.

Cuando se utilicen materiales animales (y particularmente bovinos) en el cultivo de células, deben obtenerse de
fuentes que no tengan encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) y, en particular, que estén libres de
encefalopatia espongiforme bovina (EEB). En general, se prefiere cultivar células en ausencia total de materiales
derivados de animales.

Por consiguiente, las siguientes realizaciones son concebibles a partir de lo anterior y los ejemplos:

A1. Una preparacion en masa de un tensioactivo, caracterizada porque el tensioactivo contiene menos agregados
que el tensioactivo no sometido a prefiltracion con un filtro que tiene un tamafio de poro de entre 5y 50 ym;

en el que el tensioactivo es un tensioactivo no iénico; vy,

en la que la preparacion a granel tiene un volumen de al menos 10 litros.

A2. La preparacion a granel de la realizacion A1, en la que el tensioactivo es un tensioactivo anhidro.

A3. La preparacion a granel de cualquiera de las realizaciones anteriores, que tiene un volumen de al menos 20
litros, 50 litros, al menos 100 litros, al menos 125 litros, al menos 150 litros, al menos 175 litros, al menos 200 litros,
al menos 250 litros, o al menos 300 litros.

A4. La preparacioén en masa de una cualquiera de las realizaciones anteriores, caracterizada porque la preparacion
en masa de un agente tensioactivo contiene un nivel de carbonilo que es inferior al del agente tensioactivo no

sometido a la prefiltracion.

Ab. La preparacion en masa de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que el tensioactivo no iénico se
selecciona del grupo que consiste en:

Tween®20 (polisorbato 20), Tween®40 (polisorbato 40), Tween®60 (polisorbato 60), Tween®80 (polisorbato 80),
Triton ™ X-100, IGEPAL CA-630, Nonidet P-40, Pluronic® F-68, Pluronic® F-88 y Pluronic® F-127 (poloxameros), y
Brij 35 (polioxietilenalquiléter).

A6. Una composicion liquida que comprende un componente acuoso y un tensioactivo prefiltrado,
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en el que el tensioactivo prefiltrado se obtiene a partir de la preparaciéon en masa de una cualquiera de las
realizaciones anteriores.

A7. La composicion liquida de la realizacion A6, que comprende ademas un componente de aceite.
A8. La composicion liquida de la realizaciéon A6 o A7, en la que la composicion liquida es una emulsion.

A9. La composicion liquida de la realizacion A8, en la que la composicion liquida es una emulsion de aceite en agua
0 una emulsion de agua en aceite.

A10, La composicion liquida de la realizacion A7, en la que el componente de aceite se selecciona del grupo que
consiste en:

acidos grasos saturados, acidos grasos insaturados, acidos grasos de cadena corta, acidos grasos de cadena
media, acidos grasos de cadena larga, acidos grasos de cadena muy larga y precursores de esterol.

A11. La composicion liquida de la realizacién de la realizacion A10, en la que el componente de aceite es o
comprende escualeno.

A12. La composicion liquida de la realizacién A6, en la que la composicién liquida comprende un tensioactivo
seleccionado del grupo que consiste en polisorbatos.

A13. La composicion liquida de la realizacion A12, en la que el tensioactivo es polisorbato 80,
A14. Un método para preparar la composicion liquida, el método que comprende los pasos de:

prefiltrando un tensioactivo con un filtro que tiene un tamano de poro promedio de 5-50 micras a temperatura
ambiente para formar un tensioactivo prefiltrado; v,

combinando el tensioactivo prefiltrado con un componente acuoso para formar la composicion liquida de una
cualquiera de las realizaciones A6-A13.

A15. Un método para preparar la composicion liquida, el método que comprende los pasos de:
proporcionar un tensioactivo prefiltrado de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones A1-A5; y,

combinando el tensioactivo prefiltrado con un componente acuoso para formar la composicion liquida de una
cualquiera de las realizaciones A6-A13.

A16. El método de la realizacion A14 o A15, en el que la composicion liquida es una composicion farmacéutica que
comprende al menos un API.

A17. El método de la realizacion A16, en el que la composicién liquida comprende ademas un componente de
aceite.

A18. El método de la realizacion A16 o A17, que comprende ademas los pasos de:

emulsionando la composicion liquida para formar una primera emulsion;

someter la primera emulsion a una alta fuerza de cizallamiento y alta presion para formar una segunda emulsion; y,
filtrando la segunda emulsién, para formar una emulsion uniforme.

A19. El método de la realizacién A18, en el que la primera emulsién se caracteriza porque un primer tamafio
promedio de gotas de aceite es de 5000 nm o menos, y en el que el numero de gotitas de aceite que tiene un
tamario de> 1,2 ym en la primera emulsion es de 5 x 10'"/ml o menos.

A20, El método de la realizacion A18 o A19, en el que la segunda emulsion se caracteriza porque un segundo
tamafio de gota de aceite promedio es de 500 nm o menos, y en el que el nimero de gotas de aceite que tienen un
tamario de> 1,2 um en la segunda emulsion es de 5 x 10'%ml o menos.

A21. El método de una cualquiera de las realizaciones A18-A20, en el que la emulsién uniforme se caracteriza

porque un tercer tamafio promedio de gotas de aceite esta entre aproximadamente 80 y 220 nm, y en el que el
numero de gotas de aceite tiene un tamarfio de> 1,2 um en el uniforme La emulsion es de 5 x 10,8/ml o menos.
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A22. El método de la realizacion A21, en el que la emulsién uniforme comprende escualeno, polisorbato 80 y
trioleato de sorbitan.

A23. El método de la realizacion A22, en el que la emulsion uniforme comprende aproximadamente 4,3 % de
escualeno, aproximadamente 0,5 % de polisorbato 80 y aproximadamente 0,48 % de trioleato de sorbitan en peso.

Especificamente, la presente invencion se refiere a las siguientes realizaciones:

B1. Un proceso para preparar una emulsion de aceite en agua que comprende las etapas de: (a) filtrar el polisorbato
80 a través de un filtro que tiene un tamafo de poro entre 5-50 um, para proporcionar el polisorbato 80 purificado; y
(b) combinar el polisorbato 80 purificado con un componente de aceite para proporcionar la emulsion.

B2. El proceso de la realizacion B1, en el que la etapa (a) comprende: filtrar polisorbato no acuoso 80 a través de un
filtro de polipropileno que tiene un tamafio de poro entre 5-50 pm.

B3. El proceso de cualquier realizacion anterior, en el que el polisorbato 80 purificado se combina con un material
acuoso entre las etapas (a) y (b).

B4. El proceso de cualquier realizacion precedente, en el que la etapa (b) comprende homogeneizacion para formar
una emulsién homogeneizada.

B5. El proceso de cualquier realizacion precedente, en el que la etapa (b) comprende microfluidizacion para formar
una emulsiéon microfluidizada.

B6. El proceso de la realizacion B4 o la realizacion B5, en donde la etapa (b) comprende la filtracion estéril de la
emulsiéon homogeneizada o microfluidizada.

B7. El proceso de cualquier realizacion precedente, en el que la emulsién de aceite en agua es un adyuvante de
vacuna que incluye escualeno.

B8. El proceso de la realizacion B7, en el que la emulsidon de aceite en agua comprende escualeno, el polisorbato 80
y trioleato de sorbitan, v.g. 5 % de escualeno, 0,5 % de polisorbato 80 y 0,5 % de trioleato de sorbitan (en volumen).

B9. El proceso de cualquier realizacion anterior, en el que la emulsion de aceite en agua tiene menos de 0,85 ppm
de acetaldehido.

B10, El proceso de cualquier realizacion anterior, en el que la emulsion de aceite en agua comprende escualeno y la
emulsion tiene menos de 661 picogramos de bifenilos policlorados (PCB) por gramo de escualeno (equivalente
toxico TEQ).

B11. Un método para preparar (i) una composicion de vacuna, que comprende preparar una emulsion de aceite en
agua de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones B1 a B10 y combinar la emulsiéon con un antigeno, o (ii) un
kit de vacuna que comprende preparar un aceite en - emulsiéon acuosa segun una cualquiera de las reivindicaciones
1a 10, y envasado de la emulsién en un kit como un componente del kit junto con un componente antigénico.

B12. El método de la realizacion B11, en el que el antigeno es un antigeno del virus de la gripe; por ejemplo, en
donde la combinacién de la emulsién y el antigeno forma una composicién de vacuna y en donde la composicion de
vacuna incluye aproximadamente 15 pg, aproximadamente 10 ug, aproximadamente 7.5 ug, aproximadamente 5 pug,
aproximadamente 3.8 ug, aproximadamente 1.9 ug, aproximadamente 1.5 ug de Hemaglutinina por cepa del virus
de la influenza.

Esta invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS

El adyuvante de emulsién MF59 con escualeno, polisorbato 80, trioleato de sorbitan y tampon de citrato se preparé
utilizando los métodos descritos en las Referencias 10 a 12, con: preparacion de una mezcla de escualeno/sorbitan
triolato y una solucién de polisorbato 80 en tampdn de citrato; formacion de una primera emulsién por
homogeneizacion de estos componentes utilizando la circulacion de "tipo 1" y luego de "tipo II"; formacién de una
segunda emulsion mediante microfluidizacion (nuevamente utilizando la circulacion de "tipo II") con una disposicion
de canal Z IXC-APM, para reducir el diametro de las gotitas de aceite con respecto a la primera emulsion; y filtracion
de la emulsion microfluidizada a través de una membrana de PES de doble capa hidréfila. Para la circulacién "tipo
II", la emulsion se paso6 entre dos recipientes, pero después de la homogeneizacion o microfluidizacion final se
recolectod en un tercer recipiente (nuevo). Los tamarios de los lotes fueron de 50 o 250 litros.

Se utilizaron dos tipos diferentes de polisorbato 80 no acuoso. Con referencia a la tabla 1 a continuacion, los
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numeros de lote 2111-2118 utilizaron polisorbato 80 que no se filtré antes de ser utilizado, mientras que los nimeros
de lote 2119 en adelante usaron polisorbato 80 que se prefiltrd a través de una capsula de filtro de velléon de
polipropileno de 20 uym (Sartopure ™ PP 2 MidiCap ™ , 20 uym) a temperatura ambiente con una bomba peristaltica,
antes de mezclarse con tampoén de citrato. Cuando se utiliza un nuevo filtro Sartopure ™ PP 2 MidiCap ™ de 20 um,
los primeros 200 ml se descartaron.

La Tabla 1 muestra el efecto de esta prefiltracion sobre la cantidad (ppm) de acetona, acetaldehido y formaldehido
en los lotes de adyuvante de emulsiéon MF59 final que se produjeron. La linea gruesa en la tabla 1, debajo de la fila
2118, indica el lote en el que se inici6 la prefiltracion del polisorbato 80 anhidro. Todos los lotes debajo de esta linea
se fabricaron utilizando un método en el que el polisorbato 80 anhidro se prefiltréd. Los niveles de acetaldehido por
encima de la linea estan todos por encima de 0,85 ppm, mientras que los niveles por debajo de la linea son todos
menores de 0,70 ppm.

La Figura 1 muestra una representacion grafica de los datos en la tabla 1 (incluidos los lotes adicionales). Esta figura
muestra en términos visuales claros que los lotes anteriores al numero de lote 2119 (es decir, aquellos sin un paso
de prefiltracion) tienen un mayor contenido de acetaldehido que los producidos después del nimero de lote 2119 (es
decir, aquellos para los cuales se incluyo el paso de prefiltracion). Aunque los resultados muestran una variabilidad
de lote a lote, el inventor cree que la prefiltracion contribuye a la reduccion de los niveles de carbonilo, y que el
proceso es mas robusto al usar material prefiltrado.

Tabla 1:

: : Tamafo medio Numero de "

5:;:%:0 Escualeno Trslg:'i?ttznde Polls;[r)bato, de particula p;:li:]::is Acetona |Acetaldehido| Formaldehido

[36;42] [4,1:5,3] [4,1:5,3] [135,175] 1x107 =15 2.6 20,2

2111 40,1 4.4 4,41 164 594890 0,22 0,89 0,03

2112 38,7 4 5 4.5 175 464840 0,22 0,87 0,03

2113 34 4 4 4 4 171 444140 0,18 0,86 0,03

2114 38,5 4.3 4.3 162 358150 0,22 0,86] 0.03

2115 35 4 6 45 160 537910 .24 0,88| 0,03

2116 39,1 4.4 4.4 166 314300] 321 0,85| 0,03

2117 38,71 4.7 4.5 161 GO0830 0,28 0,86 0,03
211§ 39.8 47| 4 5 166 880760] 0,12 .85 0,03|

2119 38.3 4.6 4.4 166 6955301 0,06 2,67 0,03

2120 39,5 4.6 45 170) 482050 0,06 0,39 0,04]

2121 39,9 4.1 4.2 161 7428601 1,08 1.4 0,04

2122 38.9] 4.3 4,2 172 500950 0JJB| 0,39 0,04

2123 39,4 4.8 4.7 162 5119460, 0;0~6| 0.4 0,04

2124 39,3 4 6 4 41 163 518690 0,29 0,45 0,05

2125 38,6 4 8 4,5} 168 1092500 0,36 0, 44| (.05

2126 38,3 45 4 4 167 409460 0,22 0,43 0,05

2127| 37.6 4.4 441 169 1196670 0,21 0,43 0, 05

2128 38,3 4.5 4 4] 167 334780] 1}, 18 0,44 0,05

2129 382 4 5 4.4 168 5345930 0.2 .43 0,06

2130 38.1 4.4 4 5 168 434100 8,12 0,42 .05

2131 383 4.4 4.4 174 321950 0,11 (0,42 03,05

2132 387 4.6 4.5 172 418630] 11 0,43 0,85

2133 39,5 4.5 4.5 175 524520 1,06 0,45 0,05

2134 39,6 4.5 4.5 165 431680 0,06 (47| 0, 06

2135 39,51 4 5 4.6 1641 428420 0,07 (.49 0,06”
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Las diversas caracteristicas y realizaciones de la presente invencion, mencionadas en las secciones individuales
anteriores, se aplican, segun sea apropiado, a ofras secciones, mutatis mutandis. En consecuencia, las
caracteristicas especificadas en una seccién pueden combinarse con las caracteristicas especificadas en otras
secciones, segun corresponda.
Los expertos en la materia reconoceran, o podran determinar utilizando no mas que la experimentaciéon de rutina,

muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descritas en el presente documento . Dichos
equivalentes estan destinados a incluirse en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar una emulsion de aceite en agua que comprende las etapas de: (a) filtrar el polisorbato
80 a través de un filtro que tiene un tamafio de poro entre 5-50 ym, para proporcionar el polisorbato 80 purificado; y
(b) combinar el polisorbato 80 purificado con un componente de aceite para proporcionar la emulsion.

2. El proceso de la reivindicacion 1, en el que la etapa (a) comprende: filtrar polisorbato no acuoso 80 a través de un
filtro de polipropileno que tiene un tamafo de poro entre 5 - 50 um.

3. El proceso de cualquier reivindicacién precedente, en el que el polisorbato 80 purificado se combina con un
material acuoso entre las etapas (a) y (b).

4. El proceso de cualquier reivindicacion precedente, en el que la etapa (b) comprende homogeneizacion para
formar una emulsién homogeneizada.

5. El proceso de cualquier reivindicacion precedente, en el que la etapa (b) comprende microfluidizacion para formar
una emulsién microfluidizada.

6. El proceso de la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, en el que la etapa (b) comprende la filtracion estéril de la
emulsiéon homogeneizada o microfluidizada.

7. El proceso de cualquier reivindicacion precedente, en el que la emulsion de aceite en agua es un adyuvante de
vacuna que incluye escualeno.

8. El proceso de la reivindicacion 7, en el que la emulsién de aceite en agua comprende escualeno, el polisorbato 80
y trioleato de sorbitan.

9. El proceso de cualquier reivindicacion precedente, en el que la emulsiéon de aceite en agua tiene menos de 0,85
ppm de acetaldehido.

10. El proceso de cualquier reivindicacion precedente, en el que la emulsién de aceite en agua comprende
escualeno y la emulsion tiene menos de 661 picogramos de bifenilos policlorados por gramo de escualeno
(equivalente toxico TEQ).

11. Un método para preparar (i) una composicion de vacuna, que comprende preparar una emulsion de aceite en
agua de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y combinar la emulsién con un antigeno, o (ii) un
kit de vacuna que comprende preparar un aceite en - emulsién acuosa segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10, y envasado de la emulsién en un kit como un componente del kit junto con un componente antigénico.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que el antigeno es un antigeno del virus de la gripe; por ejemplo, en
donde la combinacién de la emulsiéon y el antigeno forma una composicion de vacuna y en donde la composicion de
vacuna incluye aproximadamente 15 g, aproximadamente 10 ug, aproximadamente 7,5 ug, aproximadamente 5 ug,
aproximadamente 3,8 ug, aproximadamente 1,9 ug, aproximadamente 1,5 ug de Hemaglutinina por cepa del virus
de la gripe.
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