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MEMORI A DESCRIPLIVA

El objeto de la presente invencién es la febricacién de
novedosas cépsulas de materis plAstica coloidosolubles en
agua 0 suspendibles o coloidosolubles en medios hidréfobos
de material polimero de buena tolerancia, particularmente

de gel de acrilamida y de N,N'-metilen-bis-acrilamida, o de

_ gel de #4cido acrilico y de éster metilico del 4cido mecrilico,

de un orden de magnitud submicroscépica, predominantemente
micelar, las cuales contienen material bioldgicamente o farme~
codinfmicemente activo, particulermente proteinas, antigenos,
substancias farmacolégicamente o terapéuticamente activas, o
empero insecticidas, fertilizantes, colorantes, formadores de
éblor,‘adhesivos y catalizadores u obtras substancias técnica-

mente activas en forma incluide y/o adsorbida, = - = = = = -

Se conoce bien la fabricscidén y le utilizecién de las mi-
crocépsulas conocidas con un didmetro dentro del margen de por
ejemplo 0,1 = 1 mm que contienen substancias liquidas o sbli-
das para su utilizecién en la medicina y en la técnica, como
por ejemplo para su aplicacién a través de la piel o de la
mucosa, para enmascarar el gusto de medicamentos smargos, para
requbrimiéntcsresistentes al jugo ghstrico, para la proteccidn
de substancies activas contra las influencigs del medio am-

biente o para el encapsulado de adhesivos que pueden ser acti-
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vados por la presidén o por la temperatura, pera la fabrice-
cién de modos de aplicacidén de insecticidas con efecto depot
¥y para el encapsulado de colorantes. El material de pared de
estas microcépsulas consiste generalmenté de material polime-
ro o "polimérico", més o menos insoluble al ague, por ejemplo
gelatina o polimeros sintéticos. El microencapsulado puede
efectuarse en este ceso como recubrimiento estructural en
calderas giratorias, platos, discds, cilindros, etc., asi
como en el lecho de capas fluidizadas o mediente condensacién
de pulverizecién. Un procedimiento corriente en la ectualidad
para la fabricacibén de microcépsulas es la llamada coacerva-
ci6n "simple" o "compleja" (J. Pharm. Se., 59, 1367, (1970))

la cual se efectiia corrientemente en 4 etapas de procedimien-

a) Fabricacidén de una suepensibén o emulsién de la
substancia a encapsular en un liquido portedor adecuado, el

cual contiene ya el material de pared en forma disuelta, - -

b) Fabricacién del material de pared en le forma de
pequeilas gotitas en esta suspensibn o emulsién mediaente sepa=-
racién de fase o adicionamiento de otra fase, formindose en

su caso un sistema de tres fases., = = = =@ o m o - - - - - o

¢) Recubrimiento de la fase a encapsular por las goti-

tas de material de fase de pared separades en b), = = = = = =

d) solidificacifn de la envuelta que gl principio se

encuentra todaviza en estado 1{quido, = = = = = = = = = = - -
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Durante la totalidad del proceso es neceserio ggitar
con el fin de mantener estable el eistema de varias fases.
La formgcién de las microcdpsulas se efectia en este caso
por regla general mediante la coacervacilén de sistemas de
gel, tal como esté descrita por ejemplo en las patentes sui=
zas N2 330.500 y 373.633, en las memorias explicativas
(*Auslegeschriften') alemanas Ne 1.256.194 - 1.256.196, en
las patentes alemanas N2 1.180.347, 1.185.585 y 1.189.050,
en las patentes smericanas N2 2800.457, 2.800.458, 3.155.590
¥ 3.190.837, en la patente briténica N¢ 1.016.839, en las
patentes belgas Ne 699.324, 701.600 y 727.294 y en la memo-
ria de declaracibén ("offenlegungsschrift®) slemena N
1.928.552. El tamefio de las partfculas de las microc4psulas
fabricadas segln estos procedimientos varia entre un minimo

de algunaes micras y varios centenares de micras y llege has-

ta varios milimetros. = = = = = = = @« - - - .- - .-— o

La aplicacién de tales microcépsulas por ejemplo en la
medicina estéd limitada & la administracién oral, cuténes,
epitelial y enteral., Un cometido substancial de la presente
invencién estriba, pueé, en eliminar esta limitacién en lsa
aplicacién medicinal y de crear ademés una forma de cépsula

que posea ventajas substanciales para muchas aplicsciones, =

Con el fin de asegurar una administracién parenterel,
inclusive intravenosa, exenta de peligrosidad, de particu-
las terspéuticemente activas, debe reducirse el difmetro de

sus part{culas en el orden de megnitud entre las micras ¥y
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varios centenares de micras hasta muy pocos centenares de

9

nenémetros (10 -~ metros). Esto representa una reduccién de
100 a 10.000 veces en comparacidén con las céhpsulas conocidas.
Se entiende que para ello se haya tenido que inventar y apli-
car un procedimiento fundamentalmen@e nuevo, con el fin de
que resulten particulas con un difmetro gue se encuentre en
un orden de magnitud inferior a 200 nanémetros predominante-

mente inferior a2 1os8 80 nanbmetros, = = = = = =@ = = = = = - =

se pueden obtener partfculas de polimeros con un didme-

tro entre 10 micras y 2 mm mediente polimerizacidén de suspen~

8i6n segin el procedimiento de la patente slemsna N©

1 .081.228. b g S em - - e - - - ‘~ hand - em dm e o e e e

Las partfculas de materia pléstica mls pequefias conoci-
das hasta shora se obtienen'mediante polimerizacién de enul-
gidén, en donde el.monémero genersalmente insoluble en agua
es emulsionado en fase acuosa, no efectufndose sin embargo
la polimerizacién propismente diclia en las gotites del moné-
mero sinoc en la fase acuosa, obteniéndose al final una dise
persidn acuosa de particulas de polimero de forma esférica
(particulas de latex) con un didmetro de aproximademente
100 hasta varios miles de nanémetros (Fikentscher et al,
Angewandte Chemie 72, péginas 856~864 (1960); Herkins,
Journal of Polymer Science, Vol. ¥, No. 2, péginas 217-251

(1950) )0 = = = ~ = = = m e ;e = e - mmemm e mm -

Las partfculas obtenidas mediente la polimerizacién

de suspensién ni las obtenidas mediante la polimeriz:¢ibn
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de emulsibén son suficientemente pequefias para ser coloido-~
solubles en el agus, mientras que en cembio las microcépsu-
las del orden de magnitud micelar pueden formar en el agus

una solucidn colcidal estable, = = =~ = =@ ~ =@ = = = = = = = -

En virtud de la ciencia y de los descubrimientos de la
polimerizacibén de emulsibn, se ha desarrellado ahora un
nuevo métedo de polimerizacibén dirigido hacia el orden de
magnitud micelar, el cual conduce a las microcépsulas segtin
la invencién, las cuales son de un material polimero, prefe-
rentemente un gel hidréfilo de acrilamida polimerizada, &ci-
ao acriiico y/o sus derivados y que presentan un didmetro
en el orden de magnitud nanométrico de 20 - 200 nm preferen-
temente inferior e los 80 nm y son coloidalmente solubles
en agua y contienen substancias activas en forma ineluids

y/o edsorbide. El polimero posee preferentemente una estruc-

twaporosao-—-—--—-—-----------___

Estas cépsules miceleres pueden fabricerse porgue se
disuelven euténticamente en agua 0 por lo menos coloidal~
mente de menera conjunta moléculas hidrosolubles en condi-
ciones de poderse polimerizer y el materisl que debe in-
cluirse en las mismas, por ejemplo la substancia bioldégica-
mente o farmacodinémicamente activa. Esta solucién acuosa se
distribuye mediante egitecién en wn 1iquido hidréfobo, el
cual forma une fase, dentro de la cual los monémercs de me—
téria pléstica y les substancias activas son diffeilmente

s0lubles o insolubles, con ayuda de substencigs suxiliares
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tensoactivas (agentes tensicactivos). Diminutas micelss, que
contienen los monémeros en condiciones de polimerizecidn, las
substancias actives y eventualmente otras substancias auxi-
liares, se encuentran golubilizedos entdnces en un volumen
relativamente grande de la fase hidr6foba y formen los més
pequefios espacios de reaccibn para la subsiguiente polimeri-
zocién de los monémeros, Le polimerizacién puede inicierse
mediante métodos de por si conocidos, como los dsscritos
por sjemplo en la patente glemana N¢ 1,081.228 o en las
patentes smericanas Ne 2.880.152 y 2,880.153. La polimeri-
zacién se encuentra predominentemente limitada en este caso
a los espacios micelares, debido a que la fase principal
hidréfoba no contiene material polimerizeble, estando tam=
bién smplismente evitada una difusibén de monémeros en esta

fase y a través de la misma, = = = = = = = = = = = = = = =

Para el recubrimiento de substencias que no sean hi-
drosolubles, el sistema puede modificarse de tal menera que
una fase lip6fila es solubilizada con el material disuelto
y monbmeros solubles en aceite dentro de un 1liguido hidréfi-
lo, generalmente agua. En este caso, la difusibén de mondbme=

ros resulta ampliamente evitada por la fase hidréfilag, = =

Al contrario de la polimerigzacién de emulsién, en la
que en la mayoria de los casos se polimerizan en agua moné
meros gue no son hidrosolubles, y en la que las gotitas de
enulsién polimerizentes con contenido de radical pueden

hincharse hasta aslcanzar un miltiple de su temeifio original
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- debido a la difusibén de monbmeros almacenados;en las goti=
tas de emulgién presentes en las particulas ereéientes de
polimero-mondmero (perticulas de latex) - la "polimerizacidn
micelar" segin la invencidén estd limiteda estrictamente g
los monémeros contenidos en las micelas, Por este motivo,
las particulas permsnecen extremadsmente pequefias. Mediante
la variascién de monbémeros y reticulantes, cuya concentracidn
corresponde a la clase de polimerizacidn y cstalizadores en
proporcién a la fase hidréfoba respecto a la fase acuosa, ¥
mediante la eleccibn de los agentes tensioactivos como fore
madores de micelas, puede consSeguirse dentro de las micelas
una reticulacién controlada, unae estructura variable de po=-
limero y con ello un infliujo sobre el encapsulado especifi-

co del materisl 8CtiVO, = - = = = = = = = = = « = = = = -

Después de haberse terminado ls polimerizacildn se di=-
luye el residuo s6lido mediante un disolvente adecuado
~ generalmente con un alcohol acuoso, por ejemplo metanol -
por la eliminacién o la condensacién de la fase externa,
por ejemplo mediante destilacién, ultrafiltraje o centrifu-
gacién, precipiténdose debido a ello por lo general las par-
ticulas de polimerizado formadas, las cuales se seperaen y
se obtienen a continuacibén mediante filtredo o centrifuga-

cién de las substancias acompafiantes solubles y del emulgen=

te.-—‘---------—--u----——--—-—-m

Alternativauente, después de ajustar la solucién sepe-
rada por polimerizacién a un contenido adecuado de disolven-

te, la suspersifn que se ha producido puede ultrafiltrarse
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también directamente y aislarse el polimerizédo. ELl producto
obtenido muestra en los dos casos en disolventes adecuados
nuevamente un comportamiento coloidel, Consgiste, tal como

se desprende de imbgenes obtenidas mediante Optica electrd-
nica y de ensayos de liberacibén con globulina gamma como
material de trabajo, marcada radisctivamente e introducida
por polimerizacidén, de bolitas de polimero con unas dimen=
siones inferiores a los 200 nandmetros, preferentemente in=-
feriores a los 80 nanémetros, en donde el material activo es

incluido y/0 adsorbi@o, = = = = = = = = = = = = - - = - -~

El nuevo procedimiento para la fabricacién de las mi~-
crocipsulas dentro del orden de magnitud nanométrico, las
cuales contienen substancias biolbégicamente o farmacodiné-
micamente activas o técnicemente utilizables, estd caracte~
rizado segln la inveneién por las sigulentes etapas de pro-

codimiento; = = = = m = = - - - - - - .- .- _,—- - - -

1. ILas substancias auxiliares tensiosctivas con accién emul
gente, las cuales posibiliten la solubilizacibn de ague
y de soluciones acuoszs o de mgterial 1lip6filo - en di-
solventes adecuados, en su caso - en un liquido hidréfo-
bo, 0 en un 1liquido hidréfilo, respectivamente, se di=
suelven en el liguido correspondiente que debe formar

la fgse hidré6foba 0 hidrdfila, = = = = w w w - - - -

2. A la solucién obtenide se adiciona mediante agitacién
agua y el materiel activo a incluir o la solucién =zcuosa

del material activo o el material lipéfilo activo, y a
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continuacién se introducen los monémeros del polimero
polimerizador. En este caso se ubtilizan para su empleo
en la terapia monémeros de los que resulta un polimeroc
de buena tolerancia. Como mondémeros hidrosolubles pue-
den utilizarse particularmente acrilemida y N,N'-meti—~
len-big-acrilamida y como monémeros liposolubles pre~
ferentemente 4cido acrilico 4 éster metilico del Acido
acrilico. En esta etapa del procedimiento puede proce-
derse también, en su caso, de manera gue se introduce
primero mediante agitacidén solamente agua y monémeros
en el liquido hidrdéfobo con contenido de emulgénte 0
se introduce un disolvente lip6filo y monémeros lipdfi-
los en el liquido hidréfilo con contenido de emulgen-

te, y solo después se afiade a la solucibén obtenida la

solucién concentrada, coloidal, acuosa u oleosa, en su

caso, del material activo que se desea incluir, = - =

Los mondmeros disueltos en las micelas solubilizadas
con contenido acuoso w oleoso se polimerizan a conti-~
nuacibén de modo de por si conocido - segn la técnica
de polimerizacidn e emplear =, pudiendo controlarse el
curso de la polimerizacién mediante el titraje del con~

tenido de monbmerQ, = = = = = = = = =@ = = = - -« -

Terminada la polimerizacién, el polimerizedo obtenido
con el material activo encerrado y adsorbido es aislge-
do, en su caso despubés de eliminar la parte principsl

del lighido de la fase exterior, es decir, de la fase
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continua, por ejemplo mediante separacidén por destilacién en
vacio, medisnte ultrafiltraje o centrifugacién. Mediante el
adicionamiento de disolventes adecuados, preferentemente de
alcohol acuoso, o por precipitacién medisnte sales, también

5e puede separarse el producto por el método de precipitacién.-

Se ha observado que como liguidos para la fase hidrdfoba

los m4s adecuados son n-zlcanos de cadens relativamente corta.
son pricticamente insolubles en agua, Optimos para la solubili=-
zacibén del agua y no representan por si mismos ningfin disolvente
10. para los monémeros elegidos y las substancias biolégicamente
activas en cuestién, como farmacos o el otro material activo,
que hay que incluir. Son ademas inertes! atbéxicos y pueden vol-

ver a separarse fécilmente del producto obtenido, = = = = « = =

son particularmente adecumdos los n-glcanos que presenten
15, bajo vacio un punto de ebullicién inferior a 02C; son sobre todc

N=-hexano y n=heptano, = = = = = = = = = = = = = = = - . - ===

Punto de ebullicién en 2(¢ a:

10 Torr 40 Torr 100 Torr
n=-nexano - 25 - 2,3 15,8
20. n-heptano - 241 4 22,3 41,8
aguea + 11,3 34,1 51,6

Se ha observedo, odemis, que la combinacién de un emul-
gente adecuado no iondgeno con un emulgente ionégené conduce g
ung solubilizacién substancialmente mejor de la fase acucsa.

25, con ayuda de la combinacibén puede solubilizarse una cantidad



5

10.

15.

20.

25.

- 12 =

"‘:‘E:"J
C,%)

substancialmente mayor de agua con un contenido total infe-

rior de emulgente en la fase hidréfoba orghnica. — = - - -

Como emulgentes no ionbgenos se han acreditado los
poliglicoléteres de alcoholes grasos, por ejemplo polieti-
lenlauriléter con un promedio de 4 etilenéxido en la cade-
na, y como emulgente ionbgeno las sales alcslinas de los
€steres bis-alquilos altos del 4cido sulfosuccinico, por
ejemplo la sal s6dica del éster bis-2-etilhexilo del &cido

sulfosuecinico, = = = = = = = = = = = = - - - .- —-—-- -

Para incluir substancias activas lipéfilas se ha
acreditado una mezcla solubilizeda de Tween 80, es decir,
polioxietilensorbitanmqnooleato, en por ejemplo etiloleato,
parafina, acelte de ricino u otros ésteres de fcidos grasos
con derivados del &4cido acrilico como mondmeros, preferen-
temente 4cido acrilico o éster metflico del &Scido acrilico,

asi como, en su caso, por ejemplo derivados de vinilo en

agua.-—-------———-----——--- ——————

La polimerizacidn de los mondmeros se lleva a ¢ebo me-
diante métodos de por sf conocidos, después del adiciona~
miento de catalizadores o de iniciadores de polimerizacibn
0 mediante radiacién o mediante la combinacibn de métodos
fisicos con métodos qﬁimicos, como los descritos por ejem—
plo en.las patentes americanas Ne 2,875.047, 2.880.152 y
2,880.153 y en la patente alemana N2 1.081,228, = = = = =

En la eleccibén del procedimiento de polimerizacién

¥ particularmente en la dosificacién de las medidas corres-
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pondientes hay que tener en cuenta, sin embargo, el material
que se desea incluir. Este material no debe resultar perju-
dicado en una extensidén notable por el procedimiento em-
pleado. Para este fin hay que efectuar determinadas adapta-
ciones del procedimiento en casos individuales. asf hay que
tener en cuenta que el material biolbégico, por ejemplo anti-
genos, consiste de proteinas sensibles, las cuales pueden
ser destruidas al calentarlas por encima de los 552C, a un
pH inferior al 2,5 o por la accidn de oxidantes de que con-

sisten los catalizadores corrientes de polimerizacibn, - - -

ée ha observado, ademfs, que en estos casos las pro-
tefnas solamente resultan dafladas de manera minima si la
polimerizacién se efectda potestativamente seglin uno de los
procedimientos que se indicén a continuacibén., Un método ade=

cuado es la radiacitn X’ por ejemplo medisnte una fuente de

000, siendo suficientes por regla general 0,3 grados. En
este caso, sl se trata de material no sensible a la oxida=~
cibn, se puede utilizar tembién un formador de radical hi=-
drosoluble, por ejemplo un persulfato, como catalizador de
bolimerizacibn, rntonces, la radiaciébén con luz visible con-
duce a la polimerizacibén, siendo adecuada, por ejemplo, una
bombilla incandescente de 300 watlos durante 7 horas aproxi-
madamente y adicionamiento de riboflavina (0,014 sproximeda-
mente) como sensibilizador y en su caso el adicionamiento de
persulfato sbédico. IEn el caso de tolerancia a los rayos ul-
travioletas también puede polimerizarse con luz ultraviole=-
ta; en este caso la proteina solubilizada hasta actfia como

acelerador respecto al tiempo de polimerizacién. ILa durae
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cién de la radiacién ultraviolets con lémpars de inmersién
de 70 watios con una longitud de onda predominante de 366
nanbémetros es de 45 minutos aproximadamente en la presencia
de proteina, en caso contrario 3 horas sproximadamente. To=
das estas clases de polimerizacibn exigen una atmésfera de

nitrégeno y pusden efectuarse a 302 £ 52 y con pH a elegir.

Cuando se ha efectuado la polimerizacidn, el liquido
de la fase hidréfoba puede eliminarse mediante destilacidn
bajo vacio, en el caso de que la presencia de la misma re-
presentase un inconveniente en la ulterior elaboracién. Se
forma un azeotropo del lfquido hidréZobo wtilizado, por
ejemplo de n-hexano y agua, el cual permite wna destilacibn
muy cuidadosa a la temperatura ambiente interior o segin
el vaclo ya a 02C. La obtencién de las cépsulas de micelgs
con material activo incluido en las mismas se efectfia en
los casos de substancias activas no sensibles generalmente
de manera directa mediante separacién por precipitacién con
disolventes orgénicos, mezclgbles con agua, como por ejemplo
metanol, y a continuacidén ultrafiltraje o filtraje a través
de filtros de membrana y, en caso deseado, secado bajo va-
cio del residuo filtrado. Alternativamente tambidn es posi-

ble la separacién del producto mediante centrifugacién, = -

En la presencia de por ejemplo proteinas inestables se
efectéia la separacibn en frio con metanol acuoso (40 % V/V)
} a continuacién se efectiia mediante un filtro de membrana
un ultrafiltraje bajo sobrepresibn, Hacia el final del fil-

traje — después de la eliminacibén completa de los enulgen=
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tes, de la fase hidréfoba y de la mayor parte de la solu=-
¢ibn metandélica - se diluye el residuo filtradc con agua a
un contenido de metanol del 5% aproximadamente y a continua

cibn se efectia la liofilizacibn, = = = = = = = = w = - =<

Las ventajas del procedimiento segin la invencifn es-
triban sobre todo en que en comparacién con los procedimien-
tos conocidos se obtiene un producto que przsenta céhpsulas
con un tvamaiio de particulas 100 a 10.000 veces menor., El
producto muestra la mfs estrecha distribucién de didmetros
de les particulas y presenta bajo el microscopio electrbdni-
co la imagen de una acumulacibn de particulss de materia
pléstica homogéneas, de forume esférica, de unas dimensiones
aproximadamente iguales. E1l difmetro de las particulas po-
limeras (vaporizados con ofo para el procedimiento Elec-
tron-Scanning) sé encuentra por término medio en los 800
z (80 nm) tal como muestran las fotografias del scamning,
El limite inferior del didmetro de las particulas es de
350 - 200 X (30 = 20 nm) tal como ha mostrado un filtraje
de prueba mediante filtros de membrena del tipo Sartorius
SM 11530, Membranfilter GmbH, 34 GUttingen, con un diZmetro
medio de poros de 350 - 200 Q. Las’particulas consisten de
la estructura del polimero, la cual rodea mecénicamente lags
substancias activas y/o las retiene por adsorcibn, en cuyo
Caso - geglin la polaridad, constante dieléectrica ¥ circuns=
tanclas estéricas de los elementos de reaccidén - se obtiene
una estructura més o menos en forma de envoltura del poll-

mero o empero también particulas llenadas pero porosas. De-
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bido a las dimensiones extremadsmente pequefias de las par—
ti¢ulas, las cépsulas de micelas obtenidas con el material
activo incluido y adsorbido son coloidosolubles en agua.
Esto abre perspectivas completamente nuevas en la aplica~
cidn de substencias terapbuticemente sctives. Este método
permite particularmente una edministracién parenteral exen~
ta de peligro, inclusive bajo las circunstancias de la in-
yeccidn intravenosa, de material biol6gicamente y farmaco-
dinfmicemente activo, en cuyo caso, segfin la eleccién de las
proporciones de las cantidades entre la substancie portadors
y el material activo, una parte mis o menos grande del mgte=
rial activo es incluido y adsorbido con mayor o menor inten-
sidad en la estructura reticular de las micelas polimeriza-
das, o puede encontrarse también pasrcislmente libre y por

lo tanto con actividad inmediats. Con ello se posibilita una
terapia controlada de larga durascién medisnte una sola apli-
cacioén, en cuyo caso el organismo se carga siempre solo con
un minimo de producto biolégicemente o farmacodinémicsemente
activo, Ademés, bajo determinadas condiciones, el material
recubierto de forma reticular puede actusr también directge
mente; esto rige particularmente para los antigenos. De este
modo puede conseguirse muy particularmente en vacunas un
efecto adyuvante éptimo. Al orgenismo se le ofrece durante
un tlempo muy largo una centidaed extremadsmente peguena de
gntigenbs, mediante lo cual el sistems reticuloendotelial

es estimulado confinuamente vara la formacibn de anticuere
pos. De ello resulia una titracibén estable eleVada de enti-

cuerpos y como efecto finel una inmunidad de larga duracidn.
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No todos los materiales activos diserecionales - pro-
teina, férmacos, insecticidas, fertilizantes, colormntes -
gon adecuados del mismo modo para su inclusién en las es-
tructuras reticulares de micelas obtenidas segin la inven-
cién. son condicidn previa para ello wun determinado tamafio
molecular y especislmente la capacidsd de poder formar so-
luciones por lo menos coloidales? acuosas u oleosas, debido
a que en la fabricacién la inclusibén se efectla en las mi-
crocépsulas cuando las substancias activas se encuentran en
las micelas. Son bien adecuadas substancias que sean toda=
via por lo menos coloidalmente hidrosolubles u oleosolubles

con pesos moleculeres hasta 150.000 aproximademente, = = =

In vitro pudo observarse para el caso de globulina
gamma humena en cépsulas micelares durante una duracidn de
50 dias en una solucién tampbn de fosfato agitada a 372C una
liberacién invariable desde el comienzo de la medicién de
solamente el 20% aproximadamente de la globuling gamma, lo
cual demuestra que la mayor parte de la substancia activa

estaba bien encapsulada, = = = = =« = - e o w e -

Por otra parte, los resultados obtenidos con globulins
gamma en el ensayo de inmunizacidén in vivo con cobayos de-~
muestran que se obtienen muy pronto titraciones de anticuer-

ros miy elevadas y de duracibén relativamente larga, = = = -

En les tablas que siguen a continuacibn, se muestran
los resultados de ensayos comparativos con adyuvante corrien

te de 6xido de aluminio (Tabla 1) y con adyuvante completo
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de Freund (Tabla 2) mediente la utilizecidén de globulina
gamne humang, La Tebla 3 muestre titraciones de antitoxina
como las conseguidas después de la inmunizacién de cobayos

con Giferentes preparsdos de toxoide de tétanos. = = = = =
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A continuacién se explica més detalladambnte le invencibn

mediante algunos. ejemplos de ejecucibn; los mismos estén di=-

vididos en las 3 operaciones siguientes: a) Solubilizacibn,

b) polimerizacibén y c¢) aislamiento y purificecibn, = - = - -
Ejemplo 1
a) 12,0 g de bisg-2=-éster etilhexilico del 4cido sulfosucci-

b)

nico como sel sbédicg (Aerosol OIN-) y 6,0 g de polioxie-
tilen(4)lauriléter con un promedio de 4 etilenbéxido en
la cadena (tensioactivo La=-55=4, de ls empresa Hefti.AG,
Zurich) se disuelven en 20,0 g de n-hexano; la soluciln
sé somete a un filtraje conitre gérmenes; bajo agitacién
ge adicioﬁa - g continuacién bajo condiciones estériles =
10,0 g de solucidn acuose de toxoide (toxoide de difteria
0o de tétanos con 100 Lf/ml) cuidando de gue con un adi-
cionamiento lento y una agitacibén constante quede conser—
vada una solucién clara, Después de introducir 20,0 g
m&s de n-hexano, los wonbmeros se introducen medisnte
agitacibn, a szber: 0,250 g de N,N'-metilen-bis-agcrilemi-
da ¥ 2,000 g de ecrilaemida. Cuando los componentes crise
talinos estén completemente disueltos, se completa enton~

ces con n~hexano hasta un peso total de 110,0 go = = = =

La solucidén se recubre con nitrégeno, se cierrs herméti-
camerite y se somete a unos 20 -~ 3020 de manera continua
a las radiaciones de una fuente de cobalto 60. Para la
polimerizacidn es suficiente una dosis de 0,3 Mrad., El
final de la polimerizacién, es decir, la desaparicién

de los monbmeros, puede comprobarse mediante un método
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de titracidén de color acidimétrica para le determina-
cién de compuestos no saturados de u,/3 mediante
reaccién con morfolina (F.E. Critchfield, G.L. Funk,

J.B. Johnsonj analyt. Chem. 28, 76=79, 1956). = = -~ ~

Despubs de haberse efectuado la polimerizecibén, la fe-
se¢ hidréfoba, es decir el n-hexsno, se elimina mediante
destilacién efectuads con cuidado a la temperaturs am-
bviente interior y bajo vacio de chorro de asgua. Le solu=
¢ién acuwosa concentrads remanente del producto y de la
substancis tensiometiva se purifica mediente ultrafil-
traje con agua destilade (membrana: amicon PM 30) y so=-
brepresién de nitrbgeno (2 ~ 4 atmbsferass, aproximade-
mente) pera eliminar las substancies tensicactivas. Se
obtiene una solucibn acuose coloidel del producto, la

cual se 1i0filiza, = = = = = = & = w0 = @ = ” =-=- - -~

Ejemplo 2

a) 12,0 g de Aerosol OT<:> y 640 g de LA=55=-4 se disuel=-

b)

ven de manera clara en 80,0 g de n-hexano, se sgolubi-
lizan gota a gota en esta solucibn 5,0 g de égua des-
tilada y se disuelven en ella los nonémeros cristali-
nos de 0,250 g de N,N'=-metilen~big~gerilemida y 2,000
g de gcrilemidae., Ia solucién se somete & un filtraje
contra gérmenes. Gota a gota se mfiaden bajo condiciones

estériles 5,0 g de toxoide de tétanos con 3.100 Lf/ml.

La polimerizacidn se efectud con radiaciébn X y tal

cono se hg descrito en el ejemplo 1, = = = = = = = -
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¢) Después de haberse efectuado la polimerizacién, el pro-

ducto polimero con el antigeno incluido en el mismo pue-
de precipitarse cuidadosamente @ -52C con metanol acuoso
al 40%. La centrifugaciétn o el ultrafiliraje a =52¢C

5e que sigue a continuacién produce la separacibén de las
substancias tensioactivas, La liofilizecién (el conte-
nido de metanol ajustado preferentemente con agua por
debajo del 54) o el ultrafiltraje con agua elimina otros

disolventes y proporciona el producto deseado.

10. Ejemplo 3

a) 45,0 g de aerosol OT<:> ¥ 25,0 g de LA~55~4 se disuelven
en 215,0 g de n~hexano., En el siguiente orden se contintden
introduciendo y se diéuelven de menera clara: 2,5 g de
etanol, 2,5 g de metanol, 40,0 g de agua destilada, 1.000

15. g de N,N-metilen~bis~acrilamide y 8.000 g de acrilamida.
La solucibén solubilizeda es sometida a un filtraje contra
los gérmenes, y el peso se lleva mediante n-hexano hasta
340,0 g. Mediente agitacién y a continuacién bajo condi-
cilones estériles se solubilizen entonces gota a gota 10,0

20. g de una solucibén de globulina gemme humana (exenta de
compuestos en Tris-HCLl + NaCl 0,100 g; aproximadamente
T94% Co Human IgG)e = = = = = = = m = = = = = = = = - = =

b) Ia polimerizacién se efectfia medisnte radiacibn y o tal

como se ha descrito en 6l ejemplo fe = = = = = = = = = ~ —

25, ¢) EL aislemiento de las cépsulas micelares puede efectuarse

segln el ejemplo 1 0 el eJemplo 2, = = = = = = = = m = - =
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Ejemplo 4

12,0 g de aerosol OT vy 6,0 g de La=55=4 se disuelven
en 80,0 g de n-hexsno, bajo agitacidﬁ se solubiliz=n
lentsmente 35,0 g de agua destilada y en la solucién se
disuelven los monémeros cristalinos 0,500 g de N,N'-meti-
len~bis-acrilamida y 4.000 g de acrilemida. La solucién
se somete a un filtraje contra los gérmenes y se disuel-
ven 0,300 g de ureasa (producto liofilizedo, hidrosolu-

ble, "Merck") de modo micelar, = = = = = = = = = o = « «

Te solucidén obtenida se somete en el recipiente de
reaccidén cilindrico mediante agiﬁacidn ¥y con uneg tempe-~
ratura constante de 35 * 520 y una corriente de nitrégeno
gque burbujea constantemente a través de la solucién, =z
una radiacién- desde el interior medisnte une lémpara de
inmersién de rayos ultravioletas (quemador de cuarzo,

70 W) durente 45 minutos hasta que desaperecen los moné=

MET O, = ™ e st me = = = pu == = o e w E w m ae e m w ae

Después de haberse efectusdo la polimerizaciébn, la solu-
cidn se mezcla en exceso con metancl con un contenido de
alcohol no inferior al 80¢. ELl procducto se precipita y

puede separarse por centrifugacién o puede separarse me-

diante filtraje bajo presibn y purificarse, = = = = = =

Ejemplo 5

4 una solucidn de 5,0 g de tolueno, 50 mg de dietil-p-
nitrofenil=monotiofosfato y 10,0 g de polioxisetilen-sor~

bitaen-mono-oleato (Tween 80) se adicionaron mediente agi-
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tacién 50 g de agua. En esta solucibn se iﬁ%rodujeron
mediante egitacién 1,5 g de éster metilico del &cido

8CT115iC0., = = = = = = = - - =~ = .o o~ -

En le solucién se disuelven en un recipiente de reaccién
de forma cili{ndrica, termostatizeble, de doble pared, de
vidrio Pyrex (didmetro interior 6 cm) bajo agitacién

0,42 mg de 5'-sulfato sbédico de riboflavina y 0,2 ng de
KoSo0ge Mediente agitacién continua y una temperatura
constante de 35 i 52C y con una corriente de nitrbgeno
que burbujee constantemente a través de la solucibn, la
solucién es sometida g rediaciones desde fuera a la altu-
ra media de la columna del liquido a una distancia de

15 cm mediante una bombilla Osram (300 W) durante 7 ho=

ras haste que desaparecen 1os monémeros, = = = = « = = =

Bl aislemiento de las cépsulas micelares con la substan—

ecig insecticidse activa se efectud seglin el ejemplo 4, = =

N O T A

Se declaran de novedad y propieded pars Espafia, sus

territorios y plazas de soberania, las siguientes: = = - =

REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento de fabricacién de microcépsulas de me-

teriel polimérico, con substancias activas incluidas y/o

adsorhidas, caracterizado porgue

a) se disuelven substancias auxiliares tensioactivas con

accién de emulgente en un ligquido hidréfobo o hidréfilo,
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b)

d)

con el fin de formar cémiras interiores micslarss de

reaCCién, luego e - e = o . - -

se afizde bajo agitacibn a lz solucidn de substanciszs
auxiliares en el caso de la utilizacidén de un liquido
hidréfobo como fase externa agua y la substancia activa
a incluir o una solucibn scuosa de la substancia zctiva,
respectivamente, 0 en el caso del liquido hidréfilo como
fase exterior un disolvente hidrbfobo y la substancia
activa o la solucibén de la substancia activa, respecti-

vamente, y se solubiliza, a continuacién de lo cual

se introducen bajo agitecién los monbmeros solubles en

el interior de las micelag, = = = = = = = = = - = = = - =

ge polimerizan de modo de por s{ conocido los wondmeros
disueltos de manera micelar, en su caso con wyuda de ini-

cliadores o de catulizadores, y 1Ueg0, = = = = = = = = =

s¢ alslan mediante ultrafiltraje o centrifugacién las
microcipsulas obtenidas con la substancia activa inclufda
¥y adsorbida, después de que, en su caso, se ha eliminado
por destilacién bajo vaclo la parte principal del lfquido
hidréfobo y/o las microcépsulas se haysn precipitado me-

diante el adicionamiento de disolventes orgénicos o de

sales’-------—_.. ________ - e - e - .

actuéndose de manera que las cépsulas tengan un difZmetro del

orden de magnitud micelar de 20 - 200 nanémetros'y sean co=-

loiddlmente solubles en SR8y = = = = = = o o e m oa oa ow o— —
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2.- Procedimiento segin la reivindicacié®1, caracteri-
zado porque se introducen priméro solamente monbmercs con
disolvente en la solucibn de substancias auxiliasres del
1{quido hidréfilo o hidréfobo y se afiade entonces a esta
solucién solubilizada una solucién de la substancis activa,
a continuacién de lo cual se efectdéie la polimerizacibén y se

alslan las microcipsulas, = = = = = = = = = = = = = - -

3.= Procedimiento seglin la reivindicacién 1 6 2, carac-
terizado porque se utilizan como monbémeros acrilamida,
N,N'-petilen-bis—acrilamida, &cido acrilico o éster met{lico

del Acido erflicO, - = = = = = = = = = = = =~ = = “-=a-

4.~ Procedimiento segfin la reivindicacidén 1 a 3, carac-
terizado porque se utilizan como liguido hidréfobo N-alcanos
con un punto de ebullicién inferior a 02C bajo vacio, prefe~

rentemente N-hexano o N-heptano, = = = = = = = = = - - e - -

Se= Procedimiento segin la reivindicacién 1 a 3, carace-

terizado porque se utilizan como 1l{quido hidr6fobo etilolea—

' %0 de parafine, aceite de ricino u otros asceites vegetales, -

6.~ "PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE MICROCAPSULAS DE
MATERIAL POLIMERICO", = = = = = = « = = = =

Todo ello conrorme se describe y reivindica en la

presente memoria que consta de veintinueve hojas, folig-
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N

das y mecanografiadas por una sola de sus eara%‘:"

wADRID, 2 & HOV. 1973
P. A M. CURELL SUROL :

Wan. | .
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