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MEMORIA DESCRIPTIVA

Entorno de la_invencién
1. Campo de la invencidén
La presente invencidn se relaciona con vesiculas
lipidas sintédticas y con el método para su fabricacidn,
el encapsulado de materiales biolégicamente activos y

su etmpleo.

2. Breve descripcidn de la técnica anterior P

Antes de la presente invencién, se ha dispuesiqv‘
de varios métodos para producir liposomas sintéticas , ~
con encapsulado de materiales biolégicamente activosﬁii?
Por ejemplo, Nobinson, Trans. Farady Soc., 56 t 1260~
1264 (1960) y Papahadjopoulos y colaboradores (Biochimﬂ
Biophys. Acta, 135, 639, 1967) describfen un método de
formacién de dispersiones fosfolipidas a partir de un
sistema bifdsico acuoso éter-lipido que implicaba la .
evaporacién del éter mediante burbujeo de nitrégenc a 4
través de la mezcla. No se intenté usar este procedi =
miento para atrapar materiales orgénicos ni se investi-
g6 con detalle la eficacia del atrapamiento. Chowhan y
colaboradores describieron en Biochim. Biophys. Acta ,
266 1 320-342 (1972) una técnica de evaporacién similar
o partir de un sistema bifdsico cloroférmico-acuoso, Es
te procedimiento implicaba también el uso de un exceso
de fase acuosa y la lenta separacién de la fase cloro =~
férmica para producir una poblacién uniforme de vesicu-
las fosfolipidas. No se intenté elevar al méximo el maw-
terial acuoso capturado ni se investigd la eficacia de

atrapamiento de este procecdimionto.

Dangham y colaboradores describieron en J.Mol.

C e
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Biol., 13:238-252 (1965) unas vesfculas lfpidas multila
minares que podian caracterizarse por poseer un pequefio
volumen de atrapamiento, una baja eficacia del mismo
(del 10%) y un espacio acuoso confimado (15 e 35 R).

Las pequefias vos{iculas unilaminares producidas
por aplicacién de ultrasonidos, descritas inicialmente
por D. Papahadjopoulos y N. Niller (Biochim. Biophys.
Acta, 135:624-638 (1967)) y por muchos otros desde eﬁ -
tonces, tienen muy poca eficacla de captura y son inAQQ
cuadas para encapsular grandes macromoléculas, cdebido a
su poquefio compartimiento acuoso (250 %). o

.Batzri y Korn (Biochim. Biophys. Acta, 29811015
(1973)) describieron vesficulas lipidas preparadas por
inyeccién de los lipidos en fase orgdnica en una solu -
cién acuosa, usando etanol, y Deamer y Bangham describig
ron lo mismo, pero con el uso de éter. Estos métodos pryg
ducen vesiculas unilaminares o escasamente laminares, pg
ro tampoco consiguen elevadas eficienclas de encapsula-
miento, En el caso de la inyeccién de etanol, esta baja
eficiencla se debes al gran volumen acuoso en que se disw
persa el etanol y al peoqueilo tamafio de las vesiculas prg
ducidas por la técnica. En el caso de la técnica de ine
yeccién de éter, se debe a una combinaclén del gran volu
men de espaclio acuoso en el que Be inyecta el dter, las
pequefias cantidades de lipido empleadas en el método ¥y
la manera en que se forman las vesiculas,

Papahadjopoulos y sus colaboradores describen en
Biochim, Diophys. Acta, 3941483~491 (197%) una prepara-
cién de grancdes vesiculas unilaminares, que ilmplica un

cambio estructural dnico inducido por calcio en la vesi
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3.

cula lfipida, pero esta técnica queda restringida a un
solo fosfolipido (fosfatidilderina) y presenta también
una eficacla de encapsulado relativamente baja debido
debido al método de reconstitucién de las vesiculas,
En la patente alemana n? 2,532.317 se ha descri

to otra preparacién de vesiculas l{pidas que implica

el centrifugado de una emulsién de lipido-agua-&ter a'-

una fase acuosa., La desventaja de esta técnica consifi-.

)

te en que se requiere una centrifugacidén a elevada ve-

p 1::

4.

locidad y una gran cantidad de la emulsién lipido~acug. .

7 ~

sa queda atrapada en la interfase y no entra en ia fax

se acuosa. Lsto reduce el porcentaje de atrapamiento

de material.

la patente estadounidense n® 3, 80& 776 es digﬂa

de destacarse por su exposicidén de un método de produe _

cifn de aminodcidos o polipéptidos encapsulados en

~

aceiles y grasas mediante dispersién de polvos del mé:~‘

terial deseado para su encapsulado en una mezcla fundi
da de la grasa o aceite y el ulterior vertido de esta
mezcla fundida en agua. El material encapsulado qusda
contenido dentro de gotas relativemente grandes de 1{=-
pido, lo cual restringe su uso a una administracién
oral a animales, El método es en cierto modo restricti
vo, en el sentido de que se limita evidentemente al en
capsulado de polves y el lipido no forma una capa do =
ble.

Finalmente, puede hacerse mencién de la patemte
estadounidense n? 4,016.100, que describe el atrapa =
miento de clertos productos farmacéuticos en vesiculas

lipidas mediante congelacién de la dispersiém fosfoli=-
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pida acuosa del producto farmacédutico y del lipido. Los
compuestos farmacéuticos seflalados para su encapsulado
por el método de referencia muestran generalmente un
elevado coeficiente de separacién en una fase orgdnica
a partir de agua. Por consiguiente, cabria esperar que
el material a encapsular penetrase en las capas dobles
fosfolipidas de las vesiculas producto., Teéricamente,
esto proporcionaria un alto grado de encapaulamiento;’
perc subsiste la duda respecto a la bio—disponibilidéd
del material total encapsulado, Cnbria esperar igualmqﬁ
te que no se obtuviesen unos ritmos relativamente elevy
dos de encapsulamiento si se aplicase la técnica al en-
casulado de productos farmacéduticos que sean de natura-
leza mds polar y menos susceptibles de penetrar on las
capas dobles de las vesiculas,

Por el método de la presente invencidn, pueden
construirse vesiculas lipidas oligolaminares (liposomas
aintéticos)‘rdpida y convenientemente, bajo condiciones
suaves, con elevados rendimientos y de tal wmanera que
incorporen un slevado porcentaje de una amplia variedad
de materiales blolégicamente activos procesados con
ellas. Ejemplos raepresentativos de materiales que pue =
den ser encapsulados por el método de la invencién, son
compuestos farmacéuticamente activos y composiciones de
los mismos, hidratos de carbono, nucleétidos, polinucled
tidos (tanto naturales como sintéticos), pesticidas, ip
cluyendo fungicidas, insecticildas, acaticidas, nematocie
das y molusicidas, fertilizantes y nutrientes agricolas
solubles en agua, péptidos, proteinas, enzimas, virus y

similares. Muchos de estos materiales no penetran normal
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mente en la membrana pldsmica de células y pueden ser
inactivados en su circulacién dentro de un organismo vi
vo o por contacto con tejidos y cultivos orgdnicos. En
el caso de pesticidas{y nutrientes agricolas o fertili~
zantes, pueden ser retirados de la zona de aplicacién
por la lliuvia o irrigacién. El encapsulado de tales ma=
teriales les protege contra su inactivacidn o arrast&h&l
es decir, mantiene su biodisponibilidad. Células bacﬁe:l
rianas, tales como C, parvum y E, coli y similares, ;ég'
den ser encapsuladas también por el método de la 1nvé§§1
¢ién para su proteccidén y biodisponibilidad, L
El método de la invencidén puede emplearse tam =
bién para encapsular preparados cosméticos que pueden. ..
usarse fitilmente como se describe en la patente estadeu.

nidense n? 3.957.971. o

Resumen de la invencidn

a A

La invencién comprende un método de encapsula~--.

miento de materiales bioldégicamente activos en vesicu=

las lipidas oligolaminares sintétices, que comprende la

provisién de una mezcla de un compuesto formador de pa=
redes de vesiculas en un disolvente orgdnico y una mez~
cla del material bioldgicamente activo a encapsular,
siendo la relacifin entre la fase orgdmica y la fase acug
sa aquédlla que produzea una emulsién del tipo de agua en
acaite; la formacidén de una emulsién homogénea de la cle
tada mezcla, del cardcter producido por radiacién ultra-
sénica; la separacién del disolvente orgdnico de la emu}
816n, do modo que se obtenga una mezcla dotada de un ca=
rédcter similar a un gel; y la conversién de esta mezcla

similar a un gel en vesiculas olipolaminares sintéticas
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que encapsulen el material biolégicamente activo,

La invencidén comprende tambidén el material in-
termedio similar al gel, el producto vesficulas lipidas
sintéticas, su uso y composiciones de soportes que in -
cluysn las vesfculas sintéticas como sus ingredientes
activos,

El término "material biolégicamente activo", tal
como se emplea a lo largo do la memoria y de las rei -
vindicaciones, significa un compuesto o composicién que
cuande se halla presento en una cantidad efectiva, reag
ciona con células y organismos vivos y/o les afacta,

_E1 término "vesficulas lipidas (liposomas) oligo-
laminares sintéticas", tal como aqui se usa, significa
vesiculas 1i{pidas artificiales, creadas em el laborato~
rio y caracterizadas en parte por unas pocas o una solé
capa lipida bimolecular que forman las paredes de las
vesiculas, .

El método de la invencién es Gtil para producir
vesiculas 1{pidas oligolaminares o unilaminares sintétj
cas que, a su vez, se emplean titilmente en una amplia
vartedad de procesos. Por sjemplo, las vesiculas lipi-
das preparadas por el método de lan invencién pueden
usarse para acentuar la biodisponibilidad de medicamen—
tos, para acentuar la sustitucién enzimdtica, suminise-
tro de drogas orales y tépicas, etc, Las vesiculas lipj
das producidas por el método de la Invencidn puecden em-
plearse tambidn para encapsular preparados cosméticos,
pesticidas, compuestos para una liberacién lenta y man-

tenlda destinados nl desarrollo de plantas, etc,

Descripcidén dotallada de las versiones preferidas de ls
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invencidn.

En un sentido amplio, el método de la invencién
se destina a la formacidn, en primer lugar, de "micelaé
invertidas® en una fase orgdnica y luego la separacién

5 de la fase orgdnica, El sistema revierte entonces espon
t&nemgnete a una estructura blestratificada o en dos cg
pas, con una gran cantidad de fase acuosa oncapsulads .
en grandes vesiculas oligolaminares. La ventaja de eéébi
método consiste en que proporciona elevadas eficienciaéf

10 de captura de fase acuosa y grandes vesiculés es%ables;*
Log fosfolipidos son excelentes moléculas para la foiﬂgz
cibén de las "micelas invertidas" y ulteriormente de la .
subsiguiente capa doble de las vesiculas, Mds especifii

. ana g

camente, el método de la invencién se lleva a cabo del

-
R Ty

15 siguiente modo., LT
la primera operacién del mismo consiste en pfd.-:

pércionar una mezcla de una composicién formadora de;pg:
redes de vesiculas lipidas en un disolvente orgénicoﬁé‘
una mezcla acuosa del material bloldégicamente activo &

R0 encapsular en el vehiculo. Los compuestos formadores de
paredes de vesiculas son generalmente bien conocidos,
como asimismo sus méltodos de preparaciémn. Por ejomplo ,
puede usarse cualquier ndmero de fosfolipidos o com =
puestos lipidos para formar las paredes de las vesicu =

25 las. Ejomplos representativos de tales compuesios forma
dores de paredes son la fosfatidilcolina (en adelante
denominada "PC"), tanto natural como sint&tica, el &ci-
do fosfatfdico (en adelante denominadoe "PA"), la liso=-
fosfatidilcolina, la fosfatidilserina (en adelante deng

30 minada "PS"), la fosfatidiletanolamina (en adelants de-
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nominada "PE"), los esfingolfpidos, el fosfatidilglics
rol (en adelante denominado "PG"), la esfingomielina,
cardiopilina, los glicolipidos, ganglidsidos, cerebri-
sidos y simlilares, usados aisladamente o eniremezcla -
dos, tal como en fosfolipidos de habas de soja (asoleg
tin, Assoclated Concontrates). Ademds, puoden entremez
clarse otros lipicdoa, talsns como ssteroides, colaste~
rol, aminas alifdticas, talos como aminas alifdticas de
cadena larga y dcidos carboxilicos, sulfatos y fosfatos
de cadena larga, fosfato dicetilico, hidroxitolueno buw
tilado, focofenol, retinel y compuestos isoprenoides,
con los componentes fosfolipidos para conferir ciertas
propiedades deaseadas y conocidas a las vesiculas forme-
das, Ademds, pueden emplearse en su lugar fosfolipidos
sintéticos que contengan porciones alifdticas altera -
das, tales como grupos hidroxilos, cadenas de carbono -
ramificadas, cicloderivados, derivados aromdticos, &te
res, amidas, derivados poliinsaturados, derivados halg
genados o porcilones hidrofilicae alteradas que conten~
gan grupos hidratos de carbonoy glicoles, fosfatos,
fosfonatos, aminos cuaternarios, sulfatos, sulfonatos,
carboxilos, aminos, sulfhidrilos, imidazoles y combinga
clones de tales grupos o sntremezclarse con los fosfo~
lipidos antes mencionndos, y utilizarse en el proceso
de la invencidn. Se apreciard por lo que antecede que
la composicidén quimica del componente lipido de las ve
sficulas preparadas por el método de la invencisn puede
variar grandemente sin apreciable disminucién del por «
contaje de captura, aunque el tamafio de la vesicula pug

da ser afectado por la composicién lipida, Una mezcla
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conveniente que hemos usado profusamente y que es re-
presentativa de mezclas lipidas ventajosamente emplep=
das en el método de la invencidn, estd compuesta por

PS y PC 6 por PG y PC, tal como anteriormente qdédan
identificados (ventajosamente en una relacién molar de
1t4 en cada caso). E1l PC, PG, PA y PE pueden derivar

de yema de huevo purificada. También pueden usarse PG -

~

vy PG sintéticos saturados, tales como el dipalmitoilb.“,

Otros lipidos anfipfticos que pueden usarse, ventajosi ~

-

mente también en relaciones molares 1l:4 con PC, son -
los ganglibésidos, globésidos, dcidos grasos, esteariié?é.:f‘
mina, alcoholes de cadena larga y similares,

la composicidn formadora de paredes de los 1%ng;
somas puede proporcionarse inicialmenté disuelta en . ‘;
cualgquier disolvente inerte que pueda separarse sust&é’ 
ciolmente del compuesto lipido o fosfolipido cuando‘éé‘l
desee., Ejemplos representativos de tales disolventeé{{:l
son una amplia variedad de éteres, &steres, alcoholes,
cetonas, hidrocarburos (aromdticos y alifdticos, inclu
yenco fluorocarburos) y siliconas en los que una fase
acuosa no tenga una solubilidad apreciable. Los disole-
ventes pueden usarse solos o en mezcla. Sin embargo,
para cada disolvente o mezcla de ellos, la relacifn 6p
tima de lipido, espacio acuoso y disolvente es diferen
te y ha de determinarse en cada caso mediante técnicas
de tanteo, como compronderdn los exportas en la mate =
ria. El término "disolvente inerte", tal como aqui se
usa, significa un disolvente para el li{pido o fosfoli-

pido que no interfiera o afecte adversamente de otra

manera el curso deseado del método de la invencién,
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El fosfolipido o lipido, Junto con cualesquiera
aditivos solubles en aquéllos, son ventajosamente evapg
rados de su disolvente hacia los lados de un adecuado
reciplente de reaccidén, La fase orgdnics, en la que =se
formardn las "vesiculas de evaporacién de fase invertiw-
da“.de la invencién, se aflade luego al recipientej es
decir, un disolvente orgdnico inerte para los lipidos ¥y
fosfolipidos, como se describe anteriormente, Con el
mezclado, se obtiene la disolucién del componente lipiQ

do de las vesiculas a formar, previamente depositado sp

bre las paredes del recipiente. Son preferibles una se—;

rie de disolventes orgdnicos inertes para formar la fa-
se orgdnica de acuerdo con el método de la invencién ,

dependiendo do las sigulentes condiciones del método em
pleado. Para unas condicionos de bajas temperaturas, es
dacir, subsiguiente retirada de la fase orgdnica a femu
peraturas relativamente bajas, encontramos muy ventajoe
s0 al éter dietilico, aungque también puoden usarsoc ven-
ta josamente cloroformo o tetirahidrofurano. Para un pro-
cesamiento a superiores temperaturas, el éter isopropi-
lico es un preferido cdisolvente orgédnico inerte, parti-
cularmento para preparar vesfculas lipidas que conten -
gah fosfolipidos saturados como componente li{pido. Des-
pués de la disolucién del fosfolipido o lipido para for
mar la fase orgdnica, se afiade una fase acuosa para obe
tener una mezcla bifdsica heterogénea. La fase acuosa

contiene en disolucién/auspensién los compuestos o com-
posiciones a encapsular en las vesiculas lipidas sinté-
ticas producidas por el método de la invencién. Preferji

blemente, la fane acuosa se neutraliza a un pH adecurdo
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para mantener la estabilidad del material a encapsular,
lLa concentracién iénica de la fase acuosa influye sobre
la eficiencia de encapsulado obtenida en el método de
la invencién. Por regla genseral, cuanto mavor sea la
concentracién iénica de la fase acuosa, menor serd al
porcentaje de atrapamiento. Por ejemplo, con la presen=

cia de 15 mM de cloruro sédico, puede encapsularse aprg

“
“

.
ximadamente un 60% de la fase acuosa, mientras que con-.

la presencia de 500 mM de dicho cloruro, sélo puede en<.:

capsularse aproximadamente un 20% de la fase acuosa,

-

Asf, para elevar al méximo el encapsulado de macromolé~ -

culas, se emplea preferiblemente un neutralizador de ba

ja concentracién iénica (inferior a 0,3). La eficacia

. de encapsulado depende también en clerto. grado de la'“f:

-

concentracién de lipido o fosfolipido presente en elf.{j
sistema bifdsico. Preferiblemente, la proporcién de com
ponente lipido o fosfolipido es del orden de 0,5 a 50 ;:
mg/ml del disolvente orgdnico inerte, aproximadament;}"‘
Preferiblemente, la relacién entre fase orgdnica y fa-
se acuosa es del orden de 2:1 a 20:1 aproximadamente,
en volumen, y mds preferiblemente de 4:1, para formar
una emulsién del tipo de agua en aceite.

la mezcla bifdsica heterogéneam obtenida como anw
teriormente se describe se emulsiona luego para obtener
una emulsidén del cardcter producido por radiacién ultrg
sénica, Preferiblemente esto se consigue con el uso de
un aplicador de ondas sénicas (o "sonicador") del tipo
de bafio o, para preparados de gran volumen, en un cmul
G

sionador de tamafio industrial, Generalmente, la mezclqv

bifdsice se trata sénicamente durante unos 3 a 5 minu =
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tos 0 hasta que se forma una mezcla monofdsica clara o
una emulsidén homogénea, Esto sa oonaigua-golocando aim
plemente el reciplente en el bailo sonicador a un nivel
Sptimo. La emulsificacidén puede ofectuarse a una amplia
gama de temperaturas, concretamente daade.rlo a +50°C
aproximadamente, y mejor aln a una temperatura de 0 a
20°C. Las condiciones éptimas bajo las cuales se reali
za la emulsificacidén dependon del disolvente, del fosfg
lipido y del volumen de fase acuosa usados en la prepaw
racién. Se comprenderd que pueden emplearse técnicas da
tanteo para determinar las condiciones éptimas para 2a
emulsificacién. Luocgo se trata la mezcla en emulsién pa
ra separar una porcién sustancial del disolvente orgdni
co inorte, Esto puede efectuarse convenientemente me -
diante usao de un evaporador rotatorio, a una temperatu=~
ra de 20 a 60°C aproximadamente y bajo una presifn redy
cida, es decir, on vacfo (10 a 50 mm lig). La temperatu=-
ra empleada para la ovaporacién del disolvente orgdnico
de la omulsién depende del punto de ebullicién dol par=
ticulnr disolvente orpgdnico usado en la emulsidn y de
la estabilidad del material blolégicamente activo a en-
capsular, Durante la evaporacién, la emulsién se torna
primernmente on un gol viscoso, que és un producto in -
termecdio. El gel es estable vy puede almacenarse en este
estado durante cortos periodos de tiempo, hasta una se=-
mana (por lo menos), a 4°C, bajo una atmésfera inerte,
tel como de gas nltrdgeno. Luego puede afladirse una pe-
quefla cantidad de agua o neutralizador al gel y evapo =
rarse la mezcla resultante durante un periodo adicional

(15 minutos aproximadamente) para facilitar la separa=-
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cién de vestiglos del disolvente orgdnico y para ace-
lerar la conversidn del gel en una suspensién de vesi
culas lipidas oligolaminares de aspecto homogéneo, El
gel puede convertirse por agitacién o por dispersiémn

en un medio acuoso, tal como una solucién neutraliza-
dora, Las vesficulas obtenidas varian en sﬁ didnmetro

entre 2,000 y 4,000 angstroms (promedio). Una notable, -

-

~

proporcién de las drogas, productos quimicos, macromg, - )

-

toA

léculas y otros compuestos y materiales bioldgicos AR
encapsular contenidos en el neutralizador acuoso es T
capturada dentro de las vesfculas lfipidas (hasta el
60% aproximadamente, dependiendo de la cantidad de 1%
pido, del volumen de la fase acuosa, de la relacién

-a. .

entre las fases orgdnica y acuosa en ei lipido, del ..
tipo de disolvente o disolventes orgdnicos y del tipdi*'
de lipido o lipidos usados en el proceso). El ma terial
acuoso no incorporado puede separarse en caso necesaﬁi‘f
rio mediante técnicas adecuadas y conocidas, tales co-
mo por centrifugaciones repetidas, cromatografia on cg
lumna, cromatografia por cambio idénico, didlisis y pro
cedimientos andlogos. Las vesfculas lipidas con su con
tenido encapsulado pueden susponderse luego en cual -
quier ncutralizador isoténico para su uso. Las vesficuw
las pueden esterilizarse mediante paso a travéds do un
filtro de 0,4 micra (niéclooporo) cuando se desee una
esterilizacidén.

Ejemplos representativos de materiales ¥y compues
tos que pueden encapsularse por el método de la inven-
cién incluyen, pero sin cardcter limitativo, drogas ta=

les como el arabindsido de citosina y sus derivados fog
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forilados; productos quimicos tales como el monofosfa-
to de 3',5'-adenosina ciclico, sacarosa, antibidticos
tales como la penicilina y estreptomicina, hormonas pgo
lipéptidas tales como insulina, oxitocina y vasopresi-
na, macromoldculas tales como dexirano, proteinas ta -
los como albdmina, ferritina e inmunoglobulina G; onzi
mas tales como fosfatasa nlcalina; dcidos nucleicos ta
les como ol dcido poliadenilico (poli A), dcidos ribo-
nucleicos, dcidos deoxirribonucleicos, virus y bacte -
rias tales como la C, parvum, y materiales andlogos.

Venta josamente, el método de la invencién se
lleva a cabo bajo una atmésfera inerte. Ll término "at
mésfera inerte", tal como aquf se usa, se refiere a
una atmésfera no oxidante, tal como una de gas nitrége
no, argon y gasos lnertes similares.

Se observard por lo que antecede que el método
de nuestra invencién difieroe de los de la técnica antg
rior en divérsos aspectos, Por ejemplo, de acuerdo con
nuestro método, el material a encapsular se ajiade a la
fase orgdnica con ¢l lipido en el que queda totalmente
encapsulado, Ademis, la fase orgdnica es sustancial -
mente separada antes de que se afiada un exceso de una
fase acuosa. La emulsificacién de la fase acuose ini-
cial en la fase orgdnica y la separacidén de este fase
orgénica antes de la adicién de cualquier exceso de fa
se acuosa son osencinles para un clevado porcentaje de
captura en esto método y constituye una diferencia cri
tica entro el proceso de nuestra invencién y todos los
métodos anteriores hasta mhora descritos, El método de

la invencidn produce grandes vesfculas oligolaminaras
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de muchos lipidos diferentes, tanto solos como en com=
binaciones, Una ventaja del método de la invencién es
la de que la evaporacién de la fase orgdnica se realim
za bajo temperaturas suaves y vacio para evitar el po=
tencial necesario para la inactivacién de moléculas

sensibles.,

Los siguientes ejemplos describen la manera y . .

. 4

el proceso de produccién y uso de la invencién y repra "

sentan el mejor modo considerado por los inventores, -~°°

-

-

A

-

pero no deberdn considerarse como limitativos. En to o--

dos los procedimientos descritos a continuvacién, puedé:::

incluirse de 0,5 a 1 mol de un andlogo fosfolfipildo

fluorescente, tal como NBD-PE (Avanti Biochemicals) ,

R

con el componente lipido o fosfolipido; a fin de poder

seguir visualmente la separacidén de las vesficulas en -

una columna.

Ejemplo 1. Encapsulado de enzimas

LY

Se aplica a un matraz de fondo redondo de 50 ml
dotado de un cuello de gran extensién, un racor 2L /40
para su conveniente acoplamiento a un evaporador ing-
tantdnco. El matraz estd dotado también de medios para

una purga continua con gas nitrégeno. Se carga con 10

- p-moles de fosfatidilglicerol, ko p-moles de fosfati=

dilcolina y 50 p-moles de colesterol disueltos en clo-
roformo, Con evaporaclén rotaloria, se evapora el di=
solvente, quedando una delgada capa lipida sobre las
paredes internas del matraz. Se purga entonces éste
con gas nitrégeno y se afiaden 5 ml de éter dietilico
con agitacidén para disolver los lipidos. Luego se afin-

den al matraz 1,5 ml de una mezcla acuosa de 10 mM de
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cloruro sddico neutralizada a un pH de 7,4 con 4 mM

de histidina/dcido 2=-((tris(hidroximetil)metil)amino)
etanosulfénico (en adelante denominado "TES") y 10
mg/ml de fosfalasn alcalina, para formar una mozcla bi
fdsica heterogénea. Scguidamente se emulsiona la mez=
cla mediante tratamiento sénico durante 5 minutos a 0°
C en depurador ultrasénico del tipo de baflo (modelo T~
80~80~1RkS, Laboratory Supplies, Hicksville, Nueva York)
Se evapora luego ln emulsidn rosultante en un evapora=-
dor rotatorio (Buchii) a una tomporatura de 25°C y bajo
presién reducida (10 a 50 mm Hg aproximadamente), usan
do un aspirador de agua, hasta que se forma un gel vis
cos0, Liste gel es un precursor intermedio de los lipo-~
somas sintéticos a preparar, El gel es astable y puede
almacenarse durante perfddos de una semana por lo me-
nos, 8 una temperatura de hoc aproximadamente, bajo
una atmésfora inerte.

Al gél anteriormente obtenido se afladen 1,5 ml
del neutralizador de cloruro sédico/histidina/TES an =
tes descrito y se gira suavomente el matraz para obtew
ner una suspensién acuosa del gel. La resultante mez =
cla se avapora a 30°C bajo una presidén de 10 a 50 mm
Hg aproximadamente durante 15 minutos adiclonales, pa-
ra obtener una suspensién opaca de vesiculas fosfolipi
das (liposomas sintéticas) de didmetros medlos de 0,2
a 0,6 micra, Unn evaporacldén prolongada sin adicidén de
neutralizador extra tendrd por resultado unas suspen =
siones similares. Un cxamen con microscopio electrémi-
co muestra que las vesiculas son sustancialmente oligo

laminares.
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La suspensién opaca de vesiculas se pasa a trae
vés de una columna de agarosa Bio-gel A 1,5 para sepae
rar las vesfculas oligolaminares de la mezcla de fosfg
tasa alcalina sin encapsular. El porcentaje de encapsg
lamiento se calcula en um 34%. Las vesf{culas separadas
pueden suspenderse en cualquier neutralizador ilsoténi-

co v emplearse como material inicial para un reactivo. .

"
-~
P '

enzimdtico. S

-

Andlogamente, repitiendo elanterior procedimiqé7 -
to del Ejemplo 1, pero sustituyendo la fosfatasa alcam;~
lina usada en aquél por 10 mg/ml de L-asparaginasa, s%::Z;J
obtienen vesfculas sintéticas que encapsulan ésta dlti ‘
ma. Las vesfculas son dtiles para inhibir ciertos des=—
arrollos tumorales en mamiferos; véase Chang, T., Nafﬁﬁi”
re 229, 117-118 (1971), para la técnica de empleo. -

Andlogamente, repitiemdo el anterior procedi -~
miento del Ejemplo 1, pero sustituyendo la fosfatasa - ' -
alcalina usada en el mismo por 10 mg/ml de varias gli-
cosidasas, se obtienenm vesiculas sintéticas que encap;
sulan las enzimas. Tales vesiculas producto son dtiles
en la terapia de sustitucidén enzimdticaj; véase "Enzyme
Therapy in Lysosomal Storage Discases", Tager, Hoogh-
winkel y Daemsj North-llullang Publ, Co., (1974) para
la tdcnica de empleo.

Andlogamente, repitiendo el anterior.procedi -
miento del Ejemplo 1, pero sustituyendo la fosfatasa
alcalina usada en ol mismo por 84 mg/ml de 1-j-D-arabi
nofuranosilcitosina, se obtienen vesiculas sintéticas
que encapsulan la arabinofuranosilcitosina a emplear

en la inhibicién de clertos desarrollos tumorales en
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mamiferos; vdase Mayhew y colaboradores, "Cancer Re-
search®, 361 4406-4411, diciembre de 1976, para la tég
nica de empleo, De modo similar, pueden ancapsularse
antlogos nucleésidos de ara-C, metotrexato o similarea
antimetabolitos, para su uso en la inhibicidén de cier-
tos desarrollos tumorales on mamiferos,

Similarmente, ropitiendo el mnterior procedi =
miento del Ejemplo 1, poro sustituyondo la fosfatnsn
alcalina usada en el mismo por 0,6 mg/ml de actinomi.
cina, se encapsula oste compuasto. La actinomicina D
sencapsulada por el procedimionto anteriormonto dasorlie
to puede administrarse a pacientes due suf'ron o cdncg
res que responden a aquélla, siguiendo ol método de
Gregoriadis y colaboradores, Lancet, junio 29 de 1974,
péginas 131~1316; véase también D, Papahadjopoulos y

colaboradores, "Cancer Research", 363 2988-2994, so .

tiembre de 1976.

Andlogamente, repitiendo el anterior procodi =~
miento del Ejemplo 1, pero sustiiuyendo la fosfatasa
usada en el mismo por la sal sédica de heparina cisuel
ta en saiina neutralizada con fosfato, se obtienen ve-
sfculas sintétlicas que encapsuian la heparina. lLas ve-
eiéulas pueden suspeiderse en solucién neutralizadora
y administrarse intravenosamente a un mamifero como an
ticoagulante de liberacién sostenida, para tratar afeg
ciones que respondan a aquéllas,

Similarmente, pueden encapsularse drogas talas
como antimoniato de meglumina por el mismo proccdimien
to del Ejemplo 1. El antimoniato de meglumina encapsuw

lado por el procedimiento anteriormente descrito puede
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usarse en mamiferos contra organismos pardsitos tales
como la Léishmaniasis, Andlogamente, repitiendo el an=
terior procedimiento del Ejemplo 1, pero snstitdyendo
la fosfatasa usada en el mismo por compuestos queladge
res metdlicos tales como dcido etilenodiaminotetraancé-
tice (EDTA), penicilamina y'siﬁilares, se obtienen ve~
sfculas sintéticas que pueden usarse en el tratamiento
de pacientes que sufren de intoxicaciones metélicasl}:f.'
problemas de almacenamiento de metales o ciertas ane“ﬁ
mias; véase la patente estadounidense n? 4,016,290,
Yjemplo 2. Encapsulado de Acidos nucleicos :,
Se carga el matraz de fondo redondo descrito en
el anterior Ejemplo 1 con 10 u-moles de fosfatidilg;@€
corol, 4O u~moles de fosfatidilcelina y 50 p-moles de .
colesterol disueltos en cloroformo. Se evapora la car—
ga en un evaporador rotatorio para depoasitar una delég
da capa lipida sobre las paredes internas del matraz‘{
Se purga &ste con gas nitrdgeno y se le afinden 5 ml de
éier dictflico con agitacién para redisolver los lipi;
dos,. Luego se agregan 1,5 ml de una mezcla acuosa de
10 mM de cloruro sédico neutralizado a un pH de 7,4
con 4 m¥ de histidina/TES y 1 mg/ml de dcido ribonuclei
co (RNA) (dcido poliadenflico 6 255 tetrahimena riboqg
mal RNA). Se emulsiona la resultante mezcle por trata-
miento sénico durante 5 minutos a una temperatura de
0°c en‘el depurador ultrasénico del tipo de bafic {Labo=
ratory Supplies, antes indicados). Luego se evepora la |
emulsidén a una temperatura de OOC y bajo una presidn de
10 a 50 wm Hg en el evaporador instantdneo, hasta que

se forma un gel. A este gel se afiladen 1,5 ml de la solu
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cién neutralizadora de cloruro sédico/histidina/TES an
tas descrita y se continda la evaporacidén durante 15
minutos més., La resultante suspensién opaca es de vesl
culas sintéticas que encapsulan el dcido ribonucleico.
Despuéds de reposar a una temperatura de 20% durante
unos 30 minutos, se contrifuga la suspensidén a 100,000
XG durante 30 minutos, lLuego se mepara cl material so-
branadante, quedando como sedimento las vasiculas one
capsuladoras sintdticas, So calcula el porcontajoe e
encapsulamiento de RNA en un 40 a un 43%. Llas vosfcu -
las son dtiles para insertar al RNA a travds de membry
nas celulares,

Andlogamente, pueden omplearse otros polirribo-
nucledtidos, tales como ol dcido polinosinicopolicito-
sinico, u otros polinuclebdtidos sintéticos, en lugar
del dcido ribonucleico en el procedimiento dol Ejomplo,
2, parn formar vesiculas lipidas sintéticas, que on-
capsulen esfoa compuestos para su empleo como agentes
antivirales, las técnicas de uso de tales vesiculas
son bien conocidas,

Ejemplo 3. Encapsulado de insulina

Se carga el matraz de fondo redondo descrito en
el anterior Ejemplo 1 con 50 p-~-moles de fosfatidilcoli
na de dipalmitoflo y 50Ap~moles de colesterol en clo =~
roformo, Se evapora la carga en un evaporador rotatorio
para depositar la mezcla lipida en las paredes intore
nas del matraz. Luego so purga éste con gas nitrégeno
y se afiaden 7,5 ml de éter isopropilico y 7,5 ml de
cloroformo con agitacién para redisolver los lipidos.

Se afiaden o la solucién 1,5 ml de una mezcla acuosa de
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insulina (bovina, 20 mg/ml en 7 M de urea) en neutrali-
zador mcuoso (10 mM de hidrocloruro de trietilamina, pH
7,9). Luego se emuilsiona la mezcla resultante mediante
tratamiento sénico durante 5 minutos a una temperatura
de hsoc en un bafic sonicador (Laboratory Supplies, an-
tes indicado). Seguidamente se ovapora la emulsién a
una temperatura de 4500 y bajo una presién de 10 a 50
mm Hg en un evaporador instantdneo, hasta que se formnt
un gel, Se afiaden a éste 1,5 ml del neutralizador de .
cloruro sédico/TES antes descrito, con agitacién. Lue~ - -

o se continfa la ovaporacidén durante 15 minutos mds.!ﬂx;
Se deja reposar la rosultante suspensidén opaca durante
20 minutos a una temperatura de h5°C. Luego se pasa la
suspensién a través de una columna do Sephadex G=7§ d"i
temparatura ambiente (aproximadamente 2600) para sepa~  
rar vesficulas lipidas sintéticas, que encapsulan la égp:
lucién de insulina. Se calcula el porcentaje de encape
sulamiento de insulina en un 34%. las vesfculas puedenr
suspenderse en salinn neutralizada con fosfato y admie
nistrarse oralmente o intramuscularmente a niveles- de
dosificacién comnvencionales a paclentes que sufran de
dianbetes controlada por insulina, Puede repetirse el
anterior procedimiento a temperaturas inferiores duran
te la somicacién y evaporacién (0 a 20°C) si se usan
fosfolipidos fldidos para la formacidén de vesiculas.,
en lugar de dipalmitoilfosfatidilcolina,

Andlogamente, repitiendo elvranterior procedi -
miento, pero sustituyendo la insulins por otras hormo=-
nags péptidas solubles en agua, tales como vasopresina,

somatostatina o sus derivados y dndlogos sintédicos, se
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obtienen vesiculas lipidas sintéticas que encapsulan
dicho material, para su empleo en aplicaciones tera-
pbuticas a mamiforos que sufren de enfermedades que
respondan a aquédl,

Como se indica anteriormente, la concentracién
iénica de la mezcla acuosa a oncapsular es un factor
determinante doel grado de encapsulamionto obtenido en
el método de la invencién, Al aumentar ln concontra -
cién idénica do 1ln mozcla acuosa a oncapsulor, Jdisminu
yon lanto ol porcontajo de encapsulamiento come ol vg
lumen de aespacio ncuoso encapsulado por p-mol (o fose
folipido., Unas elevadas concentraciones e sacarosa ,
glicerol, urea y similarces no ejercen ¢l mismo efacto
que el incremento de la concentracién de especics idai

cas en la mezcla a encapsular., Este efocto se muestra
en el siguientoe Ejemplo 5.
Flomplo 5.

Se ropite ¢l anterior EjJemplo 1 seis veces, pe-
ro en cada caso la fosfatasa alcalina usada en dicho

ejemplo se sustituye por 0,84 mg/ml de 1—ﬁ-arabinofur5

" nosilcitosina (ara-C) y se varia la proporcién de clo-

ruro sfdico en cada repeticién para variar la concen -
tracién idénica de la mezcla de ara~C a encapsular. lLa
proporcién de cloruro sédico presente y el rosultante
grado de encapsulamionto obtonido se muestran en la sj

gulentea Tabla 1,
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TABLA 1
Prueba n? Meoles de ClNa goggegﬁi o dgo
1 0,50 15,0
2 0,15 3745
3 0,10 b2,5
4 0,04 k7,5
5 0,02 62,3
6 0,00 62,5

la concentracidén lipida en la mezcla bifdsica
a emulsionar tiene también influencia sobre el porcen;’;
taje de cncapsulamiento obtenido por el método de la
invencién. Por ejemplo, el porcentaje de encapsulamien
to de ara~C disminuye al reduclrse las concentraciones.
de lfpidos totales. Sin cmbargo, el voiumen acuoso enw
capsulado por mol de fosfolipido aumenta, ﬂ~

Se encapsula un volumen acuoso de 11,2 litroq .
aproximadamente por mol de fosfolipido cuande el 1fpi~
do totaliza aproximadamente 100 u~moles por 5 ml de di
gsolventoe y numoenta a unos 22,5 litros por wmol de fosfg
1ipido cunndo se reduce el 1lipido total a 20 P—molos.
Ls preferible el nivel de 20 a 100 pM/5 ml, producien-
do mds de 100 uM unos mimeros incrementados de vesicu=-
las multilaminares. El siguiente Ejemplo 6 1llustra el
porcentaje de encapsulamientb de ara-C obtenido bajo
varias concentraciones lipidas.
Ejemplo 6

Se repite el procedimiento del Ejemplo 1 ante-
rior cinco veces, pero en cada caso la fosfatasa alca~

lina usada en aquél se sustituye por 84 mg/ml de 1'7'
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D-arabinofuranosilcitosina (ara-C) y se varia la con-
centracién lipida total por cada repeticién (miemtras
se mantiene la misma relacién de PGsPCicolesterol). En
la siguiente Tabla 2 se muestran la proporcidén total
de 1ipido usada en cada ropeticién y el porcentaje de
encapsulamiento obtanido,

TALLA 2

Pruaba nt Lipido totnl Porcentrn je de
(pp moles) encapsulamienty
1 20 15
2 40 25
3 6o 30
Y 80 31,2
5 100 37,5

La naturaleza del lipldo o lipidos empleados an
ol método de la invencidén no parece ser cxitica; con
la excupcién de lipidos negativamente cargados, cuando
se usan solos, tales como PS5, PG, cardiolipina o dcide
fosfatidico, unas diferentes composiciones lipidas en
proporciones similaraes de lipido/disolvente/noutralia&
dor ejercen sélo un ofecto moderado sobre el grado de
encapsulamiento obtenido., El sigulente Ejemplo 7 ilus-~
tra osta conclusién.
Ejemplo 7

Se repite ol procedimiento del anterior Ljemplo
1 varias vaces, con la excepcién de que la fosfatasa al
calina que sc¢ usa en el mismo es sustitufda por 0,84
mg/ml de ara-C 6 0,01 M de cloruro sédico en 1/10 de sa

lina noutralizada con fosfato de Dulbecco, en lugar de
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TES, y se varia el componente lipido en cada repeticidn,
En la prueba n? 4 se emplearon 3,5 ml de &ter dietflice
¥ 1,05 ml de salina de Dulbecco (PBS); en la prueba n?
5, se emplearon 7,5 ml de éter isoprop{lico con 7,5 ml
de clorof'ormo en lugar del éter dietflico vy se realizé
la segunda evaporacidn a 4500; en la prueba n? & se usé

una mezcla de 7,35 ml de éter isopropilice y 7,5 ml de . ~-

etanol, en lugar del éter dietilico; en las pruebas Nos.-

T e

7 v B8 se usé una mezcla de 5 ml de éter dietilico con$_

1 ml de metanol, en lugar del éter dietflico solo. Lo;:'

1f{pidos usados, la concentracién de los mismos empleg=- _

-

da y el porcentaje de encapsulamlento conseguido en ca-

da caso, se muestran en la siguiente Tabla 3.

TABLA 3 3
Prueba Compesicidn Lipido total Porcentaje
n? lipida (p~moles) encapsulam.
: ara=C sodio . -
1 PG/PC/Chol™ (1:4:5) 100 62 47,5
2  PG/pc (1:4) 50 — 34,3
3  PS/PC/Chol (lik:5) 100 61 ———
4  Stam /PC/Chol (11413) 56 - L4, 6
5 DPPC 50 —— ko,6 -
6 Esfingomielina 66 24 ——
7 PG 50 - 18,6
8 PS 50 —— 22
* Chol representa colesterol |
bt 3

Stam representa estearilamina
Las vesiculas preparadas por el método de la in-
vencidn funcionan como vehfculos para el material blolg

gicamente activo emcapsulado que permanoce biodisponible.
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Las paredes de las vesiculas son impermeables a los mg
teriales sncapsularlos, como se muestra en el Ejemplo 8,
Ejemplo 8

Se separan tros porciones de 10 ml de las vosi~
culas proparacdas en ol Ejemplo 5, prueba n¥ 5, y se
dializaron durante toda la noche para retirar el matew
rial sin encapsular presente en la asuspensién de vesf-
culas encapsuladas con ara-C. Luego s6 colocé cada por
¢lén dinlizada on una bolsa dianlitica y se dializdé con
tra tros porclones conseacutivas do 10 ml de salina de
Dulbaceo noutralizada con fosfuto, durante 1 hora cada
unn, a varias tompornturas. Luego se obsorvé el porcen
taje de ara-C que so difundia a través de la bolsa dia
litica por hora., lois observaciones, temperaturas empes
das y duracidén de la didlisis sc muestran en la siguien

te Tabla 4.

TABLA 4
Porcoentaje de material atrapando gue se libera por hora.
Tiempo Temperatura °c
0 20 iz
) hora 0,376 0,097 1,97
2 horas 0,221 0,613 1,69
3 horas 0,145 0,649 1,54

Edemplo 9, Encapsulacdo de bacterias

Se carga el matraz de fondo redondo descrito en
ol antorior Ejemplo 1 con 50 p-moles de PGIPC (1:4) y
50 moles de colesterol disueltos em cloroformo. Con
evaporacidén rotatoria, se evapora el disolventae, que =~
dando una pelfcula de la mezcla lfpida sobre las pare-

des internas del matraz., Luego se purga éste con gas
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nitrégeno y se afiaden 5 ml de &ter dietilico con agita
cién para redisolver los lipidos. Se afiaden a la solu-
cién 1,5 ml de una suspensidén acuosa de la bacteria
termodestruible C, parvum en salina de Dulbecco! neus
tralizade con fosfato., Se emulsiona la resultante mez=-
cla mediante tratamiento sénico durante 5 minutos a

o 2
0 C en un sonicador {Laboratory Supplies, antes indica -

a

A

do). Seguidamente se evapora la emulsién a una tempeﬁ;;é

tura de 20°C vy bajo una presién reducida de 10 a 50 mm_

-

Ilg en un evaporador instantdneo, hasta que se forma un --

gel. A éste se afiaden 1,5 ml de salina de Dulbecco ney
tralizada con fosfato y se coumtinia’ la evaporacién du-
rante 15 minutos mds. El C. parvum encapsulado se sep&’
ra del no encapsulado mediante centrifugacién en un - i
gradiente de sacarosa. $e encapsula un 30% del C.par.=-
vum presentado., Las vesiculas asi obienidas pueden em=
plearse como coadyuvante en la inmunoierapia contra :
ciertos cdnceres, tal como se detalla en Seminars On -
col. 1:367=-378, 1974,

Andlogamente, repitiendo el anterior procedi «
miento del Ejemplo 9, pero sustituyendo el C,parvum
usado en el mismo por otros inmunocestimulantes tales

como BCG, células cancerosas intactas, o fracciones de

. purificacién de las mismas, se obtienen vesfculas sine

téticas que encapsulan dicho material. Estas vesiculas

NOTA: * Salina de Dulbecco neutralizada con fosfato

(CiNa, 0,137 M; PO INa, 8,2 x 1073 M
Cl1K, 2,7 x 10”3 M; PO,ILK, 1,9 x 10'3M;

3 3

Cl,Mg, 1,1 x 10

Mj cl,Ca, 0,9 x 10 ° M).

-
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deberdn ser dtiles en inmunoterapisa al administrarae
a un mamifero que sufra una afeccién que responda a
aquéllas,

El ejemplo 9 demuestra también una particular
ventaja del método de la invencién, en el sentido o
que proporcioena un medio mo sélo para encapsular matpg
riales en solucidn, sino tambidn materinles en suspen '
sién on un modio acuoso. Ll material a oncapsular pug
tla dlsolvorso on la fusoe acuoasn sl os soluble. Como
varinnto, ol materinl pucde dividirse finamente y sus
pendorse en cl medio acuonso o blen puede consistiir en
macromoléculns oen susponsidn, tal como en el caso de
virus o materiales celulares. Parece ser que si hay es
paclio para el material suspendide en la vesicula pro«
tducto, puvde encapsularse por el método de la inven ~
¢ién, tsto constiiuye una ventaja de este método, pues,
to que mucbos de los métodos de la técnica antoerior de
encapsulamientio no resultan factibles para ol encapsau-
lado de materiales que no estén disueltos,

las vesiculas producto preparadas por el método
de la invencién han demostrado encapsular grandes vold
mencs y materinleos relativamente grandes dotados de ag
tividad biolégica, Seglina sea la naturaleza de 1os ma=
toriales encapsulados, las vesiculas presentan una ga-
ma muy amplia de utilizacibén. Por ejemplo, com antibié
ticos encapsulados; pucden usarse in vivo e in vitro
para tratar elemontos patégenos resistentes a los antji
biélicos, incluyendo el P. aeruginosa, H, influenzae,
E, coli gram-negativos y similares., Se ha expuesto la

teoria de que la resistemcia a las drogas desarrollada
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por organismos bacterianos es resultado de la creacidn
de impermeabilidad em la pared de las células. El sumi
nistro de un adecuado antibiético al organismo se faci
lita cuando se efectia a través de vesiculas lipidas,

puesto que éstas pérecen penetrar fdcilmente en la pa~

red de las células bacterianas, liberando el antibiéti

-

co encapsulado dentro del elemento patégeno. ;:

A

Andlogamente, tal como se describe antes breve} - n

b LY

ménte, medianite el encapsulado de compuestios antiparaw-

L.

.

sitarios, puede suministrarse el material encapsulado‘:
al sistema reticuloendotelial de un huésped mamifero;":
La wvesicula lipida puede suministrar el medicamento iu:
eficientemente para neutralizar el pardsito, com un -
efecto téxico minimo sobre el citado huésped.

L1l encapsulamiento de agentes virales y bacte -‘
rianos, Ltales como virus de polio inaciivados 6 P. Be=
ruginosa, proporciona una vacuna qgue puedo administraé
se a un mamifero para darle inmunizacién contra la ene
fermedad causada por el agente, con una reduccidm de
potencial de toxicidad asociadeo a tales vacunas no en-
capsuladas por el método de la invencién.

la forma en que estd redactada esta memoria, dg

be tomarse en semitido amplio, no limitativo.
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REIVINDICACIONES

Se roivindica como de propia y nueva invencién
a favor de DEMETRIOS P, PAPANADJOPOULOS, y FRANCIS
CHARLES SZOKA Jr,, domiciliados en Estados Unidos, 1lo
especificado en las siguientes reivindicaciones:

1%,~ Procedimiento de fabricacldén de cdpsulas 1i
pidicas que contienen uno o varios materiales bilolégica
mente activos, caracterizado pofquez

se prepara una mezcla en un disolvente orgdnico
de un compuesto formador de paredes de cédpsulas y una
mezcla acuosa del material bloléglcamente activo desti-
nado a encapsularse, siendo la relaciém entre la faso
orgdnica y la fase acuosa de un valor adecuado para prg
porcionar una emulsién del tipo de agua en aceite,

se forma una emulsién homogénea de la citada mez
cla, del tipo de la producida por exposicién a ondas ul
trasonoras,

se extrae el disolvente orgdnico de la emulsién
con lo que se obtlene una mezcla del cardcter de un gel
y

se transforma la mezcla andloga a un gel en una
suspensién de cdpsulas oligolaminares sintéticas que
contienen el material blolégicamente activo, ya sea agi
tando dicha mezcla con caracter de gel, ya sea disper -
sando la mism&a en un medio acuoso,

2%,~ Procedimiento de fabricacién de cdpsulas 1i
pidicas que contienen uno o varios materiales biolégilca
mente activos, segin la reivindicacidén 1%, caractefizam
do en que los compuestos formadores de paredes estdn
constituidos por un fosfolipido.

3%,~- Procedimiento de fabricacién de cdpsulas liw
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pidicas que contienen uno o varios materiales biolégi
camente activos, seglin la reivindicacién 2%, caracte-
rizado en que el fosfolipido comprende fosfatidilcoli
na en mezcla con un segundo fosfolipido y colesterol._

48 .~ Procedimiento de fabricacién de cédpsulas
lipfdicas que contienen uno o varios materiales biol$
gicamente activos, segin la reivindicacién 3%, carac-:
terizado en que la proporcidn de fosfatidilcolina esv}
t4 en una relacidén de Uil respecto al segundo fosfoLg.
pido,

2,« Procedimiento de fabricacién de cdpsulas
lipidicas que contienen uno o varios materiales biolg
glcamente activos, segin la reivindicacién 1%, c:s@i,'zt’ao::-_-_‘~
terizado en que el compuesto formador de paredes se
dispéne inicialmente en un disoclvente inerte y luego
se deposita sobre la pared lateral de un recipiente
da rsaccidén por evaporacién del disolvente inerte,

6% .- Procedimiento de fabricacién de cdpsulas
lipfdicas que contienen uno o varios materiales bio;é
sicamente activos, segin la reivindicacién 1%, carac-
terizado en que el disolvente orgdnico es selecciona-
do enttre el grupo consistente en éter dietflico, clo-
roformo, tetrahidrofurano y éter isopropilico.

7% ,~ Procedimiento de fabricacidn de Eépsulas
lipfdicas que contienen uno o varios materiales biol$
gicamente activos, segin la reivindicacién 12, carac~
torizado en que la mezcla acuosa es neutralizada a un
pil adecuado para mantener la estabilidad del material
biclbgicamente activo.

82, Procedimiento de fabricacién de cépsulas
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lipfdicas que contienen uno o varios materiales biol§
gicamente activos, segin la reivindicacién 7¢, carac-
terizado en que el nmeutralizador es un compuesto idni
¢o de una concentracién inferior a 0,3,

98,«~ Procedimiento de fabricacidn de cdpsulas
lipidicas que contienen uno o varios matoriales biold
glcamente actilvos, septin lo reivindicacidn 1%, carace
tarizado en que la proporcidén el compuesto formador
Jde paredes es do! orden e 0,5 a 50 myg por ml Joi Ji-
solvente orgdnico, aproximadamente.

10¢,~ j'rocedimiento de fabricacidén de cipsulas
lipfdicas que contienen uno o varios matorinles biold
glcamente activos, segin la reivindicacién 1%, caracw
terdizado en que se cfectiia ¢l emulsionado con radia =
cién ultrasénica a una temperatura de 10 a SOOC apro-
ximadamente,

1l8.-~ Procedimiento de fabricacidén de cdpsulas
lipfdicas ﬁua contienen unoc o varios materiales biold
glcamente activos, segin la reivindicacién 1%, carac-
terizado en que la separacidén del disolvente orydnico
se lleva a cabo por evaporacién do uni porciédn de Lal
disolvente de la emulsidén hasta que se obtiene una
mezcla del tipo gel, aiadiéndose luego agua a esta
mezcla en una proporcidén suficiente para convertlir el
gel y evapordndose seguildamente el resto del disolven
te.,

12¢,~ Procedimiento de fabricacidn de cdpsulas
lipidicas que contienen uno o varios materiales biolg
glcamente activos, sepin la reivindicacién 11%, carag

terizado en que 8l agua anadida a la mezcla de tipo
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gel es neutralizada a un pH adecuado para mantener la
estabilidad del material bioldégicamente activo.

13%,- Procedimiento de fabricacién de cdpsulas
lipidicas que contienen unoc o varios materiales biol§
gicamente activos, segin la reivindicacién 12, carace
torizado en que se realiza bajo una atmésfera inerte.

148 .~ Procedimiento de fabricaciém de cdpsulas

lipidicas que contienen unc o varios materiales bio;éf_;

gicamente activos, segin la reivindicacidén 1%, carac- -
terizado en que la dispersién se efectia en agua neu- -
tralizada a un pH adecuado para mantener la estabilli -
dad del material bioldgicamente activo.

158, Procedimiento de fabricacién de cédpsulan -
lipidicas que contienen uno o varios materiales bio;g,~
glecamente activos, seglin la reivindicacién 1%, carac=
terizado en que se separan luego vesiculas oligolamie
nares de materiales biolégicamente activos no encapsg:
lados,

16% .~ Procedimiento de fabricacién de cdpsulas
lipidicas que contienen uno o varios materiales biold
glcamente activos, segin la reivindicacién 1%, carace
terizado en que el material bioldgicamente activo es
una enzima.

178 .~ Procedimiento de fabricacién de cdpsulas
lipidicas que contienen uno o varios materiales biold
gicamente activos, segin la reivindicacién 12, carac-
terivado en que el materinl biolbégicamente activo es
un antibibtico,

182 .~ Procedimiento de fabricacién de cdpsulas

lipfdicas que contienen uno o varios materiales biol§.
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. &lcamente activos, segin la reivindicaciém 1%, carac-

terizado en que el material bioldgicamente activo es
un dcido nucleico.

198 .~ Procedimiento de fabricacién de cdpsulas
lipfdicas que contionen uno o varios materialos biold
gicamente activos, segin la reivindicacién 18%, carag
terizado en que el dcido nucleico es un dcido deoxi - |
rribonucleico.

20%,~ Procedimionto Je fabricaciédn do cdpuulas
lipidicas que contienen uno o varios mnterinles biolg
glcamento activos, segin la relvindicacién 1%, carsc—
terizado en que el material bioldgicamente activo cs
un pesticida.

21%,~ Procedimiento de fabricacién de cdpsulas
lipidicas que contienen uno o varios materiales biolg
gicamente actives, segdn la reivindicacién 1¢, carac-
terizado en que ol material blolégicamente activo es
un polipéptido,

228 ,- Procedimiento de fabricacidén de cdpsulns
lipidicas que contienen uno o varios materiales biold
gicamente activos, segin la reivindicacién 21% y carag
terizado en quo el polipéptido es insulina.

23%,~ Procedimiento de fabricacién de cdpsulas
lipfdicas que contienen uno o varios materiales biold
glcamenie activos, segin la roivindicacién 1%, carace-
terizado en que el material bloléglcamente activo es
un organismo boctieriano,

248 ,« Procedimiento de fabricacién de cépsulas
lipidicas que contienen unoc o varios wmateriales biol$

cicamente activos, segin la reivindicacién 1%, carace
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terizado en que el material biolégicamente activo es un
virus.

252 -~ Procedimiento de fabricacién de cédpsulas
lipidicas que contienen uno o varios materiéles biold-
gicamente activos, segin le reivindicacién 12, carac =
terizado en que él compuesto formador de paredes eos uqa
mezcla de colesterol, fosfatidiglicerol vy fosfatidilco;i:
lina en una relacidn en peso de 5:l:l, f“.:

262 ,- "PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE CAPSULAS =
LIPIDICAS QUE CONTIENEN UNO O VARIOS MATERIALES BIOLO- :u
GICAMENTE ACTIVOS", e

Tal y como se deja descrito en la memoria precee
dente que consta de treinta y cinco hojas foliadas y ma--
canografiadas por una sola de sus caras.

Madrid, 24 de febrero de 1979

P.A, de DEMETRIOS P.PAP
FRANCIS CHARLES

Victor &?}\Vega
—

IALJOPOULOS, v
SZOKA Jr.
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