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MEMORIA DESCRIPTIVA
Entorno de la invención

1. Campo de la invención
La presente invención se relaciona con vesículas 

lipidas sintéticas y con el método para su fabricación, 
el encapsulado de materiales biológicamente activos y 
su empleo.
2. Breve descripción de la técnica anterior

Antes de la presente invención, se ha dispuesto 
de varios métodos para producir liposomas sintéticas 
con encapsulado de materiales biológicamente activos. /; 
Por ejemplo, Robinson, Trans. Farady Soc., ^6 ; 1260- 
1264 (1960) y Papahadjopoulos y colaboradores (Biochlm. 
Biophys. Acta, 1TS. 639. 1967) describían un método de 
formación de dispersiones fosfolípidas a partir de un 
sistema bifásico acuoso éter-lipido que implicaba la 
evaporación del éter mediante burbujeo de nitrógeno a : 
través de la mezcla. No se intentó usar este procedí - 
miento para atrapar materiales orgánicos ni se investi­
gó con detalle la eficacia del atrapamiento. Chowhan y 
colaboradores describieron en Biochim. Biophys. Acta , 
266 ! 320-342 (1972) una técnica do evaporación similar 
a partir de un sistema bifásico clorofórmico-acuoso, 
te procedimiento implicaba también el uso de un exceso 
de fase acuosa y la lenta separación de la fase cloro - 
fórmica para producir una población uniforme de vesícu­
las fosfolípidas. No se intentó elevar al máximo el ma­
terial acuoso capturado ni se investigó la eficacia de 
atrapamiento de este procedimiento.

Dangham y colaboradores describieron en J.Mol.
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Biol.t j¡2!238-232 (1965) unas vesículas lípidaa multila 
minares que podían caracterizarse por poseer un pequeño 
volumen de atrapamiento, una baja eficacia del mismo 
(del 10%) y un espacio acuoso confinado (13 a 33 X).

3 Las pequeñas vesículas unilaminarea producidas
por aplicación de ultrasonidos, descritas inicialmente 
por D. Papahadjopoulos y N. Niller (Biochim. Biophys. 
Acta, 135tó24-638 (1967)) y por muchos otros desde en - 
toncos, tienen muy poca eficacia de captura y son inadê  

10 cuadas para encapsular grandes macromoléculas, debido a
su pequeño compartimiento acuoso (25O X).

Batzri y Korn (Biochim. Biophys. Acta, 298!1015 
(1973)) describieron vesículas lípidas preparadas por 
inyección de los lípidos en fase orgánica en una solu - 

13 ción acuosa, usando etanol, y Peamer y Bangham describid
ron lo mismo, pero con el uso de óter. Estos mótodos prg< 
ducen vesículas unilaminares o escasamente laminares, pe 
ro tampoco consiguen elevadas eficiencias de encapsula- 
miento. En el caso de la inyección de etanol, esta baja 

20 eficiencia se debe al gran volumen acuoso en que se dis­
persa el etanol y al poquoño tamaño de las vesículas pr& 
ducidas por la técnica. En el caso de la técnica de in­
yección de éter, se debe a una combinación del gran volu 
men de espacio acuoso en el que se Inyecta el éter, las 

25 pequeñas cantidades de lípldo empleadas en el método y
la manera en que se forman las vesículas.

Papahadjopoulos y sus colaboradores describen en 
Biochim. Biophys. Acta, 3941483-491 (1973) uno prepara­
ción de grandes vesículas unilaminares, que implica un 

30 cambio estructural único inducido por calcio en la vea¿
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cula lipida, pero esta técnica queda restringida a un 
solo fosfolipido (fosfatidilderina) y presenta también 
una eficacia de encapsulado relativamente baja debido 
debido al método de reconstitución de las vesículas.

^ En la patente alemana nS 2.332.317 se ha descri
to otra preparación de vesículas lipidas que implica 
el centrifugado de una emulsión de lípido-agua—éter a - , 
una fase acuosa. La desventaja de esta técnica consis- J 
te en que se requiere una centrifugación a elevada ve—

3.0 locidad y una gran cantidad de la emulsión lipido-acu¡¿ 
sa queda atrapada en la interfase y no entra en la fa­
se acuosa. Esto reduce el porcentaje de atrapamiento 
de material.

La patente estadounidense nB 3.304.776 ea digna 
13 de destacarse por su exposición de un método de produe

ción de aminoácidos o polipóptidos encapsulados en 
aceites y grasas mediante dispersión de polvos del ma­
terial deseado para su encapsulado en una mezcla fundjL 
da de la grasa o aceite y el ulterior vertido de esta 

20 mezcla fundida en agua. El material encapsulado queda 
contenido dentro de gotas relativamente grandes de li- 
pido, lo cual restringe su uso a una administración 
oral a animales. El método es en cierto modo restricta 
vo, en el sentido de que se limita evidentemente al eg 

23 capsulado de polvos y el llpido no forma una capa do - 
ble.

Finalmente, puede hacerse mención de la patente 
estadounidense nS 4.016.100, que describe el atrapa - 
miento de ciertos productos farmacéuticos en vesículas 

30 lipidas mediante congelación de la dispersión fosfoli-
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pida acuosa del producto farmacéutico y del lipldo. Los 
compuestos farmacéuticos seHalados para su encapsulado 
por el método de referencia muestran generalmente un 
elevado coeficiente de separación en una fase orgánica 
a partir de agua. Por consiguiente, cabria esperar que 
el material a encapsular penetrase en las capas dobles 
fosfolipidas de las vesículas producto. Teóricamente, 
oato proporcionaría un alto grado de encapsulamiento, 
pero subsiste la duda respecto a la bio-disponibilidad 
del material total encapsulado. Cnbría esperar igualmq& 
te que no se obtuviesen unos ritmos relativamente eleva 
dos de encapsulamionto si so aplicase la técnica al en- 
casulado de productos farmacéuticos que sean de natura­
leza más polar y monos susceptibles do penetrar on las 
capas dobles de las vosículas.

Por ol método de la presente invención, pueden 
construirse vesículas lipidas oligolaminares (liposomas 
sintéticos) rápida y convenientemente, bajo condiciones 
suavos, con elevados rendimientos y de tal manera que 
incorporen un elevado porcentaje de una amplia variedad 
de materiales biológicamente activos procesados con 
ellas. Ejemplos representativos de materiales que pue - 
den ser encapsulados por el método do la Invención, son 
compuestos farmacéuticamente actives y composiciones de 
los mismos, hidratos de carbono, nucleótidos, polinuoleó 
tidos (tanto naturales como sintéticos), pesticidas, i& 
cluyendo fungicidas, insecticidas, acaRicidas, nematoci- 
daa y molusicidas, fertilizantes y nutrientes agrícolas 
solubles en agua, péptidos, proteínas, enzimas, virus y 
similares. Muchos de estos materiales no penetran norma¿
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mente en la membrana plásmica de células y pueden ser 
inactivados en su circulación dentro de un organismo vi 
vo o por contacto con tejidos y cultivos orgánicos. En 
el caso de pesticidas y nutrientes agrícolas o fertili­
zantes, pueden ser retirados de la zona de aplicación 
por la lluvia o irrigación. El encapsulado de tales ma­
teriales les protege contra su inactivación o arrastre,' 
es decir, mantiene su biodisponibilidad. Células bacte-J 
rianas, tales como C. parvum y E. coli y similares, pus 
den ser encapsuladas también por el método de la inven*-, 
ción para su protección y biodisponibilidad.

El método de la invención puede emplearse tam - 
blán para encapsular preparados cosméticos que pueden..*, 
usarse útilmente como se describe en la patente estadcü 
nidense nS 3.957.971.

Resumen de la invención
La invención comprende un método de encapsula-" 

miento de materiales biológicamente activos en vesícu­
las lipidas oligolaminares sintéticas, que comprende la 
provisión de una mezcla de un compuesto formador de pa­
redes de vesículas en un disolvente orgánico y una mez­
cla del material biológicamente activo a encapsular, 
siendo la relación entre la fase orgánica y la fase acug 
sa aquélla que produzca una emulsión del tipo de agua en 
aceite; la formación de una emulsión homogénea de la ci­
tada mezcla, del carácter producido por radiación ultra­
sónica; la separación del disolvente orgánico de la emu¿ 
sión, de modo que se obtenga una mezcla dotada de un ca­
rácter similar a un gel; y la conversión de esta mezcla 
similar a un gel en vesículas oligolaminares sintéticas
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que encapaulen el material biológicamente activo.
La invención comprende también el material in­

termedio aimilar al gel, el producto veeiculaa lipidaa 
sintéticas, au uao y compoaicionea de aoporte que in - 
cluyen laa veaiculaa aintéticaa como aua ingredientea 
activos.

El término "material biológicamente activo", tal 
como ae emplea a lo largo do la memoria y de las rei - 
vindicaciones, significa un compuesto o composición que 
cuando ae halla presento en una cantidad efectiva, rea^ 
ciona con células y organismos vivos y/o les afecta.

El término "vesículas lipidas (liposomas) oligo- 
laminaree sintéticas", tal como aquí ae usa, significa 
vesículas lipidas artificiales, creadas en el laborato­
rio y caracterizadas en parte por unas pocas o una sola, 
capa lípida bimolecular que forman laa paredes de las 
vesículas.

El método de la invención es útil para producir 
vesículas lipidas oligolaminares o unilaminarea sintétJL 
cas que, a su vez, se emplean útilmente en una amplia 
variedad de procesos. Por ejemplo, laa vesículas lipi­
das preparadas por el método de la invención pueden 
usarse para acentuar la biodisponlbilidad de medicamen­
tos, para acentuar la sustitución enzimática, suminis­
tro de drogas orales y tópicas, etc. Las vesículas lip¿ 
das producidas por el método de la invención pueden em­
plearse también para encapsular preparados cosméticos, 
pesticidas, compuestos para una liberación lenta y man­
tenida destinados al desarrollo de plantas, etc. 
Descripción dotallada de las versiones preferidas de la
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En un sentido amplio, el método de la invención 

se destina a la formación, en primer lugar, de "micelaa 
invertidas" en una fase orgánica y luego la separación 
de la fase orgánica. El sistema revierte entonces espon 
tánemanete a una estructura biestratificada o en dos ca 
pas, con una gran cantidad de fase acuosa encapsulad^ . 
en grandes vesículas oligolaminares. La ventaja de eáte 
método consiste en que proporciona elevadas eficiencias' 
de captura de fase acuosa y grandes vesículas establasy 
Los fosfolipidos son excelentes moléculas para la formad 
clÓn de las "micelas invertidas" y ulteriormente de la 
subsiguiente capa doble de las vesículas. Más específi­
camente, el método de la invención se lleva a cabo del 
siguiente modo.

La primera operación del mismo consiste en pro- - 
pórcionar una mezcla de una composición formadora dê  pa­
redes de vesículas lípidas en un disolvente orgánico y 
una mezcla acuosa del material biológicamente activo a 
encapsular en el vehículo. Los compuestos formadores de 
paredes de vesículas son generalmente bien conocidos, 
como asimismo sus métodos de preparación. Por ejemplo , 
puede usarse cualquier número de fosfolipidos o com - 
puestos lipidos para formar las paredes de las vesicu — 
las. Ejemplos representativos de tales compuestos forma 
dores do paredes son la fosfatidilcolina (en adelante 
denominada "PC"), tanto natural como sintética, el áci­
do fosfatidico (en adelante denominado "PA"), la liso- 
fosfatidilcolina, la fosfatidilserina (en adelante deno 
minada "PS"), la fosfatidiletañolamina (en adelante de-30
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nominada "PE"), loo eafingolípldos, al foefatldilglice 
rol (en adelanta denominado *PG"), la aafingomialina, 
cardiopilina, loa glicolipidos, ganglióeidos, cerebré- 
aidoa y aimilarea, usados aialadamanta o entremezcla - 

3 doa, tal como en foafolipidoa da habaa de aoja (aaola^ 
tin, Aaaociated Concontrates). Además, puodan entrame^ 
claree otros lipidoa, talos como eateroidea, eoleste- 
rol, aminas alifáticas, talos como aminas alifáticas de 
cadena larga y ácidos carboxilicos, sulfatos y fosfatos 

10 de cadena larga, fosfato dicotilico, hidroxitolueno bu- 
tilado, tocofonol, rotinol y compuestos isoprenoides^ 
con los componentes fosfolipidos para conferir ciertas 
propiedades deseadas y conocidas a las vesículas forma­
das. Además, pueden emplearse en su lugar foafolipidoa 

13 sintéticos que contengan porciones alifáticas altera - 
daa, talea como grupos hidroxilos, cadenas de carbono 
ramificadas, ciclodorivados, derivados aromáticos, áte; 
res, amidas, derivados poliinsaturados, derivados halo, 
genadoa o porciones hidrofílicas alteradas que conten- 

20 gan grupos hidratos de carbono, elicolea, fosfatos,
fosfonatos, aminos cuaternarios, sulfatos, sulfonatos, 
carboxilos, aminos, aulfhidrilos, imidazoles y combina 
cionos do tales grupos o entremezclarse con los fosfo­
lipidos antes mencionados, y utilizarse en el proceso 

23 de la invención. So apreciará por lo que antecedo que 
la composición química del componente lípido de las v& 
sículas preparadas por el método de la invención puede 
variar grandemente sin apreciable disminución del por - 
centaje de captura, aunque el tamaño de la vesícula pu& 

30 da ser afectado por la composición 1ipida. Una mezcla
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conveniente que hemos usado profusamente y que es re­
presentativa de mezclas lipidas ventajosamente emplea­
das en el método de la invención, está compuesta por 
PS y PC ó por PG y PC, tal como anteriormente quedan 

3 identificados (ventajosamente en una relación molar de
1:4 en cada caso). El PC, PG, PA y PE pueden derivar 
de yema de huevo purificada. También pueden usarse P5^ 
y PG sintéticos saturados, tales como el dipalmitollo. . 
Otros lípidos anfipáticos que pueden usarse, ventajosa 

10 mente también en relaciones molares 1:4 con PC, son ^
los gangliósidos, globósidos, ácidos grasos, estearina' ' . 
mina, alcoholes de cadena larga y similares.

La composición formadora de paredes de los lipg , 
somas puede proporcionarse inicialmente disuelta e n , ^

13 cualquier disolvente inerte que pueda separarse sustan
cialmente del compuesto lipido o fosfolipido cuando se' 
desee. Ejemplos representativos de tales disolventes\o I 
son una amplia variedad de éteres, ásteres, alcoholes, 
cotonas, hidrocarburos (aromáticos y alifáticos, inclu 

20 yendo fluorocarburos) y siliconas en los que una fase
acuosa no tenga una solubilidad apreciable. Los disol­
ventes pueden usarse solos o en mezcla. Sin embargo, 
para cada disolvente o mezcla de ellos, la relación ój) 
tima de lipido, espacio acuoso y disolvente es diferen 

23 te y ha de determinarse en cada caso mediante tócnicas
de tanteo, como comprenderán los expertos en la mate - 
ria. El término "disolvente inerte", tal como aquí se 
usa, significa un disolvente para el lipido o fosfoli­
pido que no interfiera o afecte adversamente de otra 

30 manera el curso deseado del método de la invención.
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E1 fosfolípido o lipido, junto con cualesquiera 
aditivos solubles en aquéllos, son ventajosamente evapg 
rados de su disolvente hacia los lados de un adecuado 
recipiente de reacción. La fase orgánica, en la que se 

3 formarán las "vesículas de evaporación de fase inverti­
da" de la invención, se añade luego al recipiente; es 
decir, un disolvente orgánico inerte para los lipidoe y 
fosfolipidos, como se describo anteriormente. Con el 
mezclado, se obtiene la disolución del componente lipi- 

10 do de las vesículas a formar, previamente depositado s&
bre las paredes del recipiente. Son preferibles una se­
rie de disolventes orgánicos inertes para formar la fa­
se orgánica de acuerdo con el método de la invención , 
dependiendo da las siguientes condiciones del método em 

13 pleado. Para unas condiciones de bajas temperaturas, es
decir, subsiguiente retirada de la fase orgánica a tem­
peraturas relativamente bajas, encontramos muy ventajo­
so al éter diotílico, aunque también pueden usarse ven­
tajosamente cloroformo o tetrahidrofurano. Para un pro- 

20 cesamiento a superiores temperaturas, el éter isopropí-
lico es un preferido disolvente orgánico inerte, parti­
cularmente para preparar vesículas lípidas que conten - 
gan fosfolipidos saturados como componente lipido. Des­
pués de la disolución del fosfolípido o lipido para fo^ 

23 mar la fase orgánica, se añade una fase acuosa para ob­
tener una mezcla bifásica heterogénea. La fase acuosa 
contiene en disolucién/suspensión los compuestos o com­
posiciones a encapsular en las vesículas lípidas sinté­
ticas producidas por el método de la invención. Prefer¿ 

30 blemente, la fase acuosa se neutraliza a un pH adecuado
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para mantener la estabilidad del material a encapsular. 
La concentración iónica de la fase acuosa influye cobre 
la eficiencia de encapsulado obtenida en el método de 
la Invención. Por regla general, cuanto mayor sea la 
concentración iónica de la fase acuosa, menor será el 
porcentaje de atrapamiento. Por ejemplo, con la presen­
cia de 15 mM de cloruro sódico, puede encapsularse apro 
Rimadamente un 60% de la fase acuosa, mientras que con', 
la presencia de 500 mM de dicho cloruro, sólo puede en-?.* 
capsularse aproximadamente un 20% de la fase acuosa. ,J 
Asi, para elevar al máximo el encapsulado de macromolá^ 
culas, se emplea preferiblemente un neutralizador de ba 
ja concentración iónica (inferior a 0,3). La eficacia 
de encapsulado depende también en cierto grado de la " 
concentración de lípido o fosfolipido presente en el ' * 
sistema bifásico. Preferiblemente, la proporción de com 
ponente lípido o fosfolipido es del orden de 0,5 a 59 
mg/ml del disolvente orgánico inerte, aproximadamente." 
Preferiblemente, la relación entre fase orgánica y fa­
se acuosa es del orden de 2:1 a 20:1 aproximadamente, 
en volumen, y más preferiblemente de 4:1, para formar 
una emulsión del tipo de agua en aceite.

La mezcla bifásica heterogénea obtenida como an­
teriormente se describe se emulsiona luego para obtener 
una emulsión del carácter producido por radiación ultra 
sónica. Preferiblemente esto se consigue con el uso de 
un aplicador de ondas sónicas (o "sonicador") del tipo 
de baño o, para preparados de gran volumen, en un emu¿, 
sionador de tamaño industrial. Generalmente, la mezcla 
bifásica se trata sónicamente durante unos 3 & 5 minu -
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toa o hasta que ae forma una mazóla monofásica clara o 
una emulsión homogénea. Bato aa oonaigua oolocando sijg 
píamente el recipiente en el baño aonicador a un nivel 
óptimo. La emulsificación puede efectuarse a una amplia 
gama de temperaturas, concretamente desde r-10 a +$0°C 
aproximadamente, y mejor aún a una temperatura de 0 a 
20°C. Las condiciones óptimas bajo las cuales se real! 
za la emulsificación dependon del disolvente, del foef& 
lipldo y del volumen de fase acuosa usados en la prepa­
ración. Se comprenderá que pueden emplearse técnicas ds 
tanteo para determinar las condiciones óptimas para la 
emulsificación. Luego se trata la mezcla en emulsión p^ 
ra separar una porción sustancial del disolvente orgán^ 
co inorte. Esto puedo efectuarse convenientemente me - 
diante uso de un evaporador rotatorio, a una temperatu­
ra de 20 a 60^0 aproximadamente y bajo una presión redjgt 
cida, es decir, en vacio (10 a 50 mm Hg). La temperatu­
ra empleada para la evaporación del disolvente orgánico 
de la omulslón dependo del punto de ebullición dol par­
ticular disolvente orgánico usado en la emulsión y de 
la estabilidad del material biológicamente activo a en­
capsular. Durante la evaporación, la emulsión se torna 
primeramente en un gol viscoso, que es un producto in - 
termedio. El gel es estable y puede almacenarse en este 
estado durante cortos periodos de tiempo, hasta una se­
mana (por lo menos), a 4°C, bajo una atmósfera inerte, 
tal como de gas nitrógono. Luego puede añadirse una pe­
queña cantidad do 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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ción de vestigios del disolvente orgánico y para ace­
lerar la conversión del gel en una suspensión de vesî  
culas 1ipidas oligo laminares de aspecto homogéneo. El 
gel puede convertirse por agitación o por dispersión 

3 en un medio acuoso, tal como una solución neutraliza­
dos. Las vesículas obtenidas varían en su diámetro 
entre 2.000 y 4.000 angstroms (promedio). Una notable^ , 
proporción de las drogas, productos químicos, macrom¿ \ 
lóculas y otros compuestos y materiales biológicos a ''

10 encapsular contenidos en el neutralizador acuoso es * 1'
capturada dentro de las vesículas lipidas (hasta el ** 
60^ aproximadamente, dependiendo de la cantidad de li 
pido, del volumen de la fase acuosa, de la relación 
entre las fases orgánica y acuosa en el lipido, del ,

15 tipo de disolvente o disolventes orgánicos y del tipo '
de lipido o lipidos usados en el proceso). El material 
acuoso no incorporado puede separarse en caso necesal— 
rio mediante técnicas adecuadas y conocidas, tales co­
mo por centrifugaciones repetidas, cromatografía en co 

20 lumna, cromatografía por cambio iónico, diálisis y pro,
cedimicntos análogos. Las vesículas lipidas con su cogt 
tenido encapsulado pueden susponderse luego en cual - 
quier ncutralizador isotónico para su uso. Las vesícu­
las pueden esterilizarse mediante paso a través de un 

25 filtro do 0,4 miera (núclooporo) cuando se desee una 
es terilización.

Ejemplos representativos de materiales y compueg 
tos que pueden eneapsularse por el método de la inven­
ción incluyen, pero sin carácter limitativo, drogas ta­
les como el arabinÓsido de citosina y sus derivados fos30



forilados; productos químicos tales como el monofosfa- 
to do 3',5'-adenosina cíclico, sacarosa, antibióticos 
tales como la penicilina y estreptomicina, hormonas p̂ o 
lipéptldas tales como insulina, oxitoeina y vasopresi- 
na, macromolóculas tales como dextrano, proteínas ta - 
les como albúmina, ferritina o inmunoglobullna G; onzjL 
mas tales como fosfatase alcalina; ácidos nucleicos ta 
les como ol ácido poliadonílico (poli A), ácidos ribo­
nucleicos, ácidos deoxirribonucloicos, virus y bacte - 
rias talos como la C. parvum, y materiales análogos.

Ventajosamente, el método de la invención se 
lleva a cabo bajo una atmósfera inerte. El término "a,t 
mósfora inerte", tal como aquí se usa, se refiere a 
una atmósfera no oxidante, tal como una de gas nitróge 
no, argón y gasos inertes similares.

Se observará por lo que antecode que el método 
de nuostra invención difiero do los de la técnica antjo 
rior en diversos aspectos. Por ejemplo, de acuerdo con 
nuestro método, el material a encapsular se añade a la 
fase orgánica con ol lípido en el que queda totalmente 
encapsulado. Además, la fase orgánica es sustancial - 
mente separada antes de que se añada un exceso de una 
fase acuosa. La emulsificación de la fase acuosa ini­
cial en la fase orgánica y la separación de este fase 
orgánica antes do la adición do cualquier exceso de fa 
se acuosa son esenciales para un elevado porcentaje de 
captura en esto método y constituye una diferencia crí 
tica entro el proceso de nuestra invención y todos los 
métodos anteriores hasta ahora descritos. El método de 
la invención produce grandes vesículas oligolaminaros
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de muchos lípidos diferentes, tanto solos como en com­
binaciones. Una ventaja del método de la invención es 
la de que la evaporación de la fase orgánica se reali­
za bajo temperaturas suaves y vacio para evitar el po­
tencial necesario para la inactivación de moléculas 
senaibles.

Los siguientes ejemplos describen la manera y .. ,
el proceso de producción y uso de la invención y reprb ' 
sentan el mejor modo considerado por los inventores, 
pero no deberán considerarse como limitativos. En to * 
dos los procedimientos descritos a continuación, pued¿e - ̂ 
incluirse de 0,5 a 1 mol de un análogo fosfolipido 
fluorescente, tal como NBD-PE (Avanti Biochemicals) , 
con el componente lipido o fosfolipido, a fin de poder 
seguir visualmente la separación de las vesículas en 
una columna.
Ejemplo 1. Encapsulado de enzimas

Se aplica a un matraz de fondo redondo de 50 mi 
dotado de un cuello de gran extensión, un racor 24/40 
para su conveniente acoplamiento a un evaporador ins­
tantáneo. El matraz está dotado también do medios para 
una purga continua con gas nitrógeno. Se carga con 10 
^i-moles de fosfatidilglicerol, 40 ^t-moles de fosfati- 
dilcolina y 50 yi-moles de coles terol disueltos en clo­
roformo. Con evaporación rotatoria, se evapora el di­
solvente, quedando una delgada capa lipida sobre las 
paredes internas del matraz. Se purga entonces éste 
con gas nitrógeno y se añaden 5 mi de éter dietilico 
con agitación para disolver los lipidos. Luego se aña­
den al matraz 1,5 mi de una mezcla acuosa de 10 mM de
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cloruro sódico neutralizada a un pH de 7,4 con 4 mM 
de histldina/ácido 2-((tria(hidroxlmetil)metil)amino) 
etanosulfónico (en adelante denominado "TES") y 10 
mg/ml de fosfatase alcalina, para formar una mozcla bjL 
fásica heterogénea. Seguidamente ae emulsiona la mez­
cla mediante tratamiento sónico durante 3 minutos a 0° 
C en depurador ultrasónico del tipo de baño (modelo T- 
80-80-ms, Labora tory Supplies, Hicksville, Nueva York) 
So evapora luego la emulsión rosultanto en un ovapora­
dor rotatorio (Hueñi) a una tomporatura do 23°C y bajo 
presión reducida (10 a 30 mm Hg aproximadamente), usan 
do un aspirador de agua, hasta que se forma un gol vija 
coso. Este gel es un precursor intermedio de los lipo- 
somas sintéticos a preparar. El gel es estable y puede 
almacenarse durante porlddos de una semana por lo me­
nos, a una temperatura do 4^C aproximadamente, bajo 
una atmósfera inerte.

Al gel anteriormente obtenido se añaden 1,5 mi 
del neutralizador de cloruro sódico/histidina/TKS an - 
toa descrito y se gira suavomente el matraz para obte­
ner una suspensión acuosa del gel. La resultante mez - 
cía se evapora a 30°C bajo una presión de 10 a 50 mm 
Hg aproximadamente durante 15 minutos adicionales, pa­
ra obtener una suspensión opaca de vesículas fosfolípí 
das (liposomas sintéticas) de diámetros medios de 0,2 
a 0,6 miera. Una evaporación prolongada sin adición de 
neutralizador extra tendrá por resultado unas suspen - 
siones similares. Un examen con microscopio electróni­
co muestra que las vesículas son sustancialmente oligo 
laminares.



5

10

15

20

25

17

La suspensión opaca de vesículas se pasa a tra­
vés de una columna de agarosa Bio-gel A 1,5 para sepa­
rar las vesículas oligolaminares de la mezcla de fosfa, 
tasa alcalina sin encapsular. El porcentaje de encapa^ 
lamiento se calcula en un 34%. Las vesículas separadas 
pueden suspenderse en cualquier neutralizador isotóni- 
co y emplearse como material inicial para un reactivo^,  ̂
enzimátíco. ' '

Análogamente, repitiendo elanterior procedimieg - 
to del Ejemplo 1, pero sustituyendo la fosfatasa alca*'- 
lina usada en aquél por 10 mg/ml de L-asparaginasa, se - 
obtienen vesículas sintéticas que encapsulan ésta últi 
ma. Las vesículas son útiles para inhibir ciertos des­
arrollos tumorales en mamíferos; véase Chang, T., Natu ' 
re 229. 117-118 (l97l), para la técnica de empleo.

Análogamente, repitiendo el anterior procedí - 
miento del Ejemplo 1, pero sustituyendo la fosfatasa 
alcalina usada en el mismo por 10 mg/ml de varias gli- 
cosidasas, se obtienen vesículas sintéticas que encap­
sulan las enzimas. Tales vesículas producto son útiles 
en la terapia de sustitución enzimática; véase "Enzyme 
Therapy in Lysosomal Storage Diseases", Tager, Hoogh- 
vinkel y Daems; North-IIullang Publ. Co., (1974) para 
la técnica de empleo.

Análogamente, repitiendo el anterior procedí - 
miento del Ejemplo 1, pero sustituyendo la fosfatasa 
alcalina usada en ol mismo por 84 mg/ml de 1-^-D-arabj^ 
nofuranosilcitosina, se obtienen vesículas sintéticas 
que encapsulan la arabinofuranosilcitosina a emplear 
en la inhibición de ciertos desarrollos tumorales en
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mamíferos; vóase Mayhev y colaboradores, "Cancar Re­
search", ,36* 4406-4411, diciembre de 1976, para la tác, 
nica de empleo. De modo similar, puedan encapsularso 
análogos nucleásidos do ara-C, metotrexato o similares 

3 antimetabolitoa, para su uso en la inhibición de cier­
tos desarrollos tumoralos on mamíferoa.

Similarmente, repitiendo el antorlor procedí - 
miento dol Ejomplo 1, poro suatittJtyondo la fosfata so 
alcalina usada en el mismo por 0,6 mg/ml do actinomi-- 

10 ciña, ae encapsula oato compuosto. La actinomicina D
encapsulada por el procedimiento anteriormente descri­
to puede administrarse a pacientes que sufren do cánc¿ 
res que responden a aquélla, siguiendo ol mótodo do 
Grogoriadis y colaboradores, Lancet, junio 29 do 1974, 

13 páginas 131-1316} véase también D. Papahadjopoulos y
colaboradores, "Cáncer Research", 36* 2988-2994, so -- 
tiembre do 1976.

Análogamente, repitiendo el anterior procodi - 
miento del Ejemplo 1, pero sustituyendo la fosfntasa 

20 usada en el mismo por la sal sódica de hoparina disue¿
ta en salina neutralizada con fosfato, so obtienen ve­
sículas sintéticas que encapsulan la heparina. Las ve­
sículas pueden suspenderse en solución neutralixadora 
y administrarse intravenosamente a un mamífero como an 

23 ticoagulante de liberación sostenida, para tratar afe^
ciones que respondan a aquóllas.

Similarmente, pueden encapsularse drogas talos 
como antimoniato de meglumina por el mismo procedimieg 
to del Ejemplo 1. El antimoniato de meglumina oncapau- 

30 lado por el procedimiento anteriormente descrito puede
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usarse en mamíferos contra organismos parásitos tales 
como la Lálshmaniasis. Análogamente, repitiendo el an­
terior procedimiento del Ejemplo 1, pero sustituyendo 
la fosfatasa usada en el mismo por compuestos quelado- 
res metálicos tales.como ácido etilenodiaminotetraacá- 
tico (EDTA), penicilamina y similares, se obtienen ve­
sículas sintéticas que pueden usarse en el tratamiento 
de pacientes que sufren de intoxicaciones metálicas,- 
problemas de almacenamiento de metales o ciertas ane - 
mias; véase la patente estadounidense n3 4.016.290. 
Ejemplo 2. Encapsulado de ácidos nucleicos . .

Se carga el matraz de fondo redondo descrito en 
el anterior Ejemplo 1 con 10 ¿i-moles de fosfatidilgli- 
oerol, 40 u-moles de fosfatidilcolina y 50 ̂ i-moles de 
colesterol disueltos en cloroformo. Se evapora la car­
ga en un evaporador rotatorio para depositar una delga 
da capa lipida sobre las paredes internas del matraz.- 
So purga éste con gas nitrógeno y se le añaden 5 mi de 
ócer diotilico con agitación para redisolver loa lipi- 
dos. Luego se agregan 1,5 "'1 de una mezcla acuosa de 
10 mM de cloruro sódico neutralizado a un pH de 7,4 
con 4 mM de histidina/TES y 1 mg/ml de ácido ribonucleL 
co (RNA) (ácido poliadenilico ó 25S tetrahimena ribos,o 
mal RNA). Se emulsiona la resultante mezcla por trata­
miento sónico durante 5 minutos a una temperatura de 
0°C en el depurador ultrasónico del tipo de baño (Labo-
ratory Supplies, antes indicados). Luego se evapora la

oemulsión a una temperatura de 0 C y bajo una presión de 
10 a 50 mm Hg en el evaporador instantáneo, hasta que 
se forma un gel. A este gel se añaden 1,5 mi de la solu
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ción neutralizadora de cloruro sódico/histidina/TES a^ 
tea deacrlta y se continúa la evaporación durante 15 

minutos más. La roaultanta suspensión opaca as de ves¿ 
culas sintéticas que encapaulan el ácido ribonucleico.

3 Después de reposar a una temperatura de 20 C durante
unos 30 minutos, se centrifuga la suspensión a 100.000 

XG duranto 30 minutos. Luego so separa el material so­
brenadante, quedando como sedimento las vesículas on- 
capsuladoras sintéticas. 3o calcula ol porcontajc de 

10 oncapsulamiento de UNA en un 40 a un 43%- Las vonicu ** 
las son útiles para insertar ol RNA a través de mombr^t 
ñas celulares.

Análogamente, pueden empicarse otros polirribo- 
nucleótldos, tales como ol ácido pollnosinlcopolicito- 

13 sínico, u otros polinucloótidos sintóticos, en lugar
del ácido ribonucleico en el procedimiento dol Ejemplo, 
2, para formar vesículas lipidas sintéticas, que on- 
capsulen estos compuestos para su empleo como agentes 
antivirales. Las técnicas do uso de tales vesículas 

20 son bien conocidas.
Ejemplo 3. Kncansulodo do insulina

Se carga el matraz de fondo redondo descrito en 
el anterior Ejemplo 1 con 30 p-moles de fosfatidilcol¿ 
na de dipalmitoilo y 30 u-molos de colesterol en cío - 

25 roformo. Se evapora la carga en un ovaporador rotatorio
para depositar la mezcla lipida en las paredes inter­
nas del matraz. Luego so purga éste con gas nitrógeno 
y se añaden 7 ,5 mi do óter isopropilico y 7 ,5 mi de 
cloroformo con agitación para redisolver los lipidos.

30 Se añaden a la solución 1,5 mi de una mezcla acuosa de



Insulina (bovina, 20 mg/ml en 7 M de urea) en neutran­
zad or acuoso (10 mH de hidrocloruro de trietilamina, pH 
7,9). Luego se emulsiona la mezcla resultante mediante 
tratamiento sónico durante 5 minutos a una temperatura 
de 43°C en un baño sonicador (Laboratory Supplies, an­
tes indicado). Seguidamente se evapora la emulsión a 
una temperatura de 43°C y bajo una presión de 10 a 50 

mm Hg en un evaporador instantáneo, hasta que se forma 
un gel. Se añaden a éste 1,5 mi del neutralizador de 
cloruro sódico/TES antes descrito, con agitación. Luen­
go se continúa la evaporación durante 15 minutos más.
Se deja reposar la resultante suspensión opaca durante 
30 minutos a una temperatura de 45^0. Luego se pasa la 
suspensión a travós do una columna do Sephadex G-75 a 
temperatura ambiente (aproximadamente 2ó**C) para sepa­
rar vesículas lipidas sintéticas, que encapsulan la sO. 
luclón de insulina. Se calcula el porcentaje de encap- 
sulamiento de insulina en un 34%. Las vesículas pueden 
suspenderse en salina neutralizada con fosfato y admi­
nistrarse oralmente o intramuscularmente a niveles-de 
dosificación convencionales a pacientes que sufran de 
diabetes controlada por insulina. Puede repetirse el 
anterior procedimiento a temperaturas inferiores duran 
te la sonicaciÓn y evaporación (0 a 20°C) si se usan 
fosfolípidos flúidoa para la formación de vesículas., 
en lugar de dipalmitoilfosfatidilcolina.

Análogamente, repitiendo el:-anterior procedí - 
miento, pero sustituyendo la insulina por otras hormo­
nas póptidas solubles on agua, tales como vasoprasina, 
somatostatina o sus derivados y ánálogos sintónicos, se



obtienen vesículas llpidas sintéticas que encapaulan 
dicho material, para au empleo en apiicaoionea tera­
péuticas a mamiforoa que aufren de enfermedadea que 
respondan a aquél.

Como se indica anteriormente, la concentración 
iónica de la mezcla acuosa a encapaular es un factor 
determinante del grado do oncapaulamionto obtenido en 
el mótodo de la Invención. Al aumontar ln concentra - 
ción iónica do la mezcla acuosa a oncnpsulnr, diutninu 
yon tanto el porcentaje do oncapsulamiento como ol vo 
lumen de espacio acuoso oncapsulado por p-mol do fos- 
folipido. Unas elevadas concentracionea <lo sacarosa , 
glicerol, urea y similares no ejercen ol mismo efocto 
que el incremento do la concentración de especies ióni 
cas en la mezcla a encapsular. Este efocto se muostra 
en el siguiente Ejemplo 5.
E/lomalo *).

Se repite ol anterior Ejemplo 1 aeia veces, pe­
ro en cada caso la fosfatasa alcalina usada on dicho 
ejemplo se sustituye por 0,84 mg/ml de 1-j^-arabinofura 
nosilcitosina (ara-C) y se varia la proporción de clo­
ruro sódico en cada repetición para variar la concen - 
tración iónica de la mezcla de ara-C a encapsular. La 
proporción de cloruro sódico presente y el rosultante 
grado de encapsulnmiento obtenido se muestran en la ŝ , 
guíente Tabla 1.



TABLA 1
Prueba n8 Moles de CINa

1 0,50
0,15
0,10

0,04
0,02

0,00

15,0

37.5
42.5
47.5 
62,3
62.5

2
3
4
5
6

La concentración lípida en la mezcla bifásica
a emulsionar tiene también influencia sobre el porcen­
taje de cncapsulamiento obtenido por el método de la 
invención. Por ejemplo, el porcentaje de encapsulamien 
to de ara-C disminuye al reducirse las concentraciones 
do Ifpidos totales. Sin embargo, el volumen acuoso en­
capsulado por mol de fosfolípido aumenta.

aproximadamente por mol de fosfolípido cuando el lipí- 
do totaliza aproximadamente 100 u-moles por 5 mi de 
solvento y aumonta a unos 22,5 litros por mol de fosfg 
lípido cuando se reduco el lípido total a 20 p-molos. 
Es preferible el nivel de 20 a 100 pM/5 mi, producien­
do más de 100 uM unos números incrementados de vesícu­
las multilaminares. El siguiente Ejemplo 6 ilustra el 
porcentaje de encapsulamiento do 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-

Se encapsula un volumen acuoso de 11,2 litros
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D-arabinofuranoa i 1c i t o s ina (ara-C) y ae varia la con­
centración lipida total por cada repetición (mientras 
ae mantiene la misma relación de PGtPCícolesterol). En 
la siguiente Tabla 2 se muostran la proporción total 
de lipido usada en cada repetición y el porcentaje de
oncapsulamiento 

Prueba n$

obtenido.
TAI)LA 2

Lipido total 
(u mplea)

Porcentaje de
oncapsulamiento

1 20 13
2 40 23
3 60 30
4 80 31,2
3 100 37,3

La naturaleza dol lipido o lipidos empleados en 
ol mótodo de la invención no parece ser critica; con 
la excepción de lipidos negativamente cargados, cuando 
so usan solos, talos como PS, PG, cardioiipina o deido 
fosfatidico, unas diferentes composiciones lipidas en 
proporciones similares de lipido/disolvente/noutraliz¡a 
dor ejercen sólo un efecto moderado sobre ol grado de 
oncapsulamiento obtenido. El siguiente Ejemplo 7 ilus­
tra osta conclusión.
Ejemplo 7

So repite ol procedimiento dol anterior Ejemplo 
1 varias voces, con la excepción de que la fosfatasa a¿ 
calina que so usa en el mismo es sustituida por 0,84 
mg/ml do ara-C ó 0,01 M de clorure sódico en l/lO de aa 
lina neutralizada con fosfato de Dulbecco, en lugar de
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TES, y se varia el componente lipido en cada repetición. 
En la prueba n$ 4 se emplearon 3,5 mi de éter dietilico 
y 1*05 mi de salina de Dulbecco (PBS); en la prueba ns 
5, se emplearon 7.5 mi de éter isopropilico con 7.5 mi 

5 de cloroformo en lugar del éter dietilico y se realizó 
la segunda evaporación a 45°C; en la prueba ns 6 se usó 
una mezcla de 7 .5 mi de éter isopropilico y 7 ,5 mi de, . - 
etanol, en lugar del éter dietilicoy en las pruebas Nos.
7 y 8 se usó una mezcla de 5 mi de éter dietilico con 

10 1 mi de metanol, en lugar del éter dietilico solo. Los*
iipidos usados, la concentración de los mismos emplea-- , 
da y el porcentaje de encapsulamiento conseguido en ca­
da caso, se muestran en la siguiente Tabla 3.

15

20

35

30

TABLA 3
Prueba
na

Composición
lípida

Lipido total 
(p—moles)

Porcentaje 
encapsulam. 
ara-C sodio

1 PG/PC/Cho¿* (1:4:5) 100 62 47,5
2 PG/PC (l:4) 50 — 34,3
3 PS/PC/Chol (1:4:5) 100 61 —

4 Stam*/PC/Chol (1:4:3) 56 — 44,6
5 DPPC 50 — 4o,6
6 Esfingomielina 66 24 —

7 PG 50 — 18,6

8 PS 50 — 22

Chol representa colesterol 
*** Stam representa estearilamina

Las vesículas preparadas por el método de la in­
vención funcionan como vehículos para el material biol¿ 
gicamente activo encapsulado que permanece biodisponible.
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Las paradas do las vesículas son impermeables a los ma 
teriales encapsulados, como se muestra en el Ejemplo 8. 
Ríemelo 8

Se separan tros porciones de 10 mi de las vesí­
culas proparadas en el Ejemplo 5, prueba nS 5, y so 
dializaron durante toda la noche para retirar el mate­
rial sin encapsular presente en la suspensión do vesí­
culas oncapsulndas con ara-C. Luego so colocó cada per 
ción din tizada on una bolsa dialítica y so diaiizó con 
t.ra tros porclonos consecutivas do 10 mi do salina de 
Dulbocco neutralizada con fosfato, duranto 1 hora cada 
unn, a varias temperaturas. Luego ao obsorvó el porcen 
tajo de ara-C que so difundía a través de la bolsa dia 
lítica por hora. Las observaciones, temperaturas emptea 
das y duración de la diálisis so muestran en la siguien 
te Tabla 4.

TABLA 4
Porcentaje de material atrapado que se libera por hora.

oTiempo Temperatura C
10 20 32

1 hora 0,376 0,697 1,97
2 horas 0,221 0,613 1,69

3 horas 0,195 0,649 1,54

Ejemplo 9. Encapsulado de bacterias
So carga el matraz de fondo redondo descrito en 

el anterior Ejemplo 1 con 50 ̂ i-moles de PG: PC (l:4) y 
50 molos de colesterol disueltos en cloroformo. Con 
evaporación rotatoria, so evapora el disolvente, que - 
dando una película de la mezcla lípida sobre las pare­
des internas del matraz. Luego se purga éste con gas
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nitrógeno y se añaden 5 mi de éter dietilico con agita, 
ción para redisolver los lipidos. Se añaden a la solu­
ción 1,5 mi de una suspensión acuosa de la bacteria

3Etermodestruíbla C. parvum en salina de Dulbecco neu­
tralizada con fosfato. Se emulsiona la resultante mez­
cla mediante tratamiento sónico durante 5 minutos a 
0°C en un sonicador (Laboratory Supplies, antes indica * 
do). Seguidamente se evapora la emulsión a una tempera­
tura de 20°C y bajo una presión reducida de 10 a 50 urna. 
Iig en un evaporador instantáneo, hasta que se forma án ­
gel. A éste se añaden 1,5 mi de salina de Dulbecco neu 
tralizada con fosfato y se continúa'la evaporación du­
rante 15 minutos más. El C. parvum encapsulado se sepa 
ra del no encapsulado mediante centrifugación en un 
gradiente de sacarosa. Se encapsula un 30% del C.par - 
vum presentado. Las vesículas así obtenidas pueden em­
plearse como coadyuvante en la inmunoterapia contra 
ciertos cánceres, tal como se detalla en Seminara On - 
coi. 1:367-378, 1974.

Análogamente, repitiendo el anterior procedí - 
miento del Ejemplo 9t pero sustituyendo el C.parvum 
usado on el mismo por otros inmunoestimulantes tales 
como 8CG, células cancerosas intactas, o fracciones de 
purificación de las mismas, se obtienen vesículas sin­
téticas que encapsulan dicho material. Estas vesículas

NOTA; * Salina de Dulbecco neutralizada con fosfato 
(CINa, 0,137 M; PO^IINa, 8,2 x 10***̂ M;
C1K, 2,7 x ÍO"*̂  M; PO^IIgK, 1,9 x 10**̂ !; 
ClgMg, 1,1 x ÍO"^ M; ClgCa, 0,9 x 10**̂  M).30
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deberán aer útiles en inmunoterapia al adminiatrarse 
a un mamífero que sufra una afección que responda a 
aquéllas.

El ejemplo 9 demuestra tambión una particular 
ventaja del método de la invención, en el sentido do 
que proporciona un modio no sólo para encapsular mato, 
ríalos en solución, sino tambión materiales en suapeg 
alón on un modio acuoso. El mutorinl a oncapsular puo, 
de disolveren on la fase acuosa si os solubio. Como 
varlunto, ol material puedo dividirse finamente y sus 
pendorso en ot medio acuoso o bien puede consistir on 
macromolócuias on sunpont-ión, tal como en el caso de 
virus o materiales celulares. Parece sor que si hay es, 
pació para el material suspendido en la vesícula pro­
ducto, puede encapsularso por ol método de la inven - 
ción. Esto constituye una ventaja de este método, pues, 
to que muchos do los métodos do la técnica anterior de 
encapsulamiento no resultan factibles para ol cncapsu- 
lado de materiales que no estén disueltos.

Las vesículas producto preparadas por el método 
de la invención lian demostrado encapsular grandes voljé 
menos y materiales relativamente grandes dotados de ac, 
tividad biológica. Scgúna sea la naturaleza de los ma­
teriales encapsulados, las vesículas presentan una ga­
ma muy amplia de utilización. Por ejemplo, con antibijS 
ticos encapsulados, pueden usarse in vivo e in vitro 
para tratar elementos patógenos resistentes a los anti 
bióticos, incluyendo el P. aeruginosa, H. influenzas, 
K. coli gram-nogativos y similares. Se ha expuesto la 
teoría de que la resistencia a las drogas desarrollada
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por organismos bacterianos es resultado de la creación 
de impermeabilidad en la pared de las células. El sumí 
nistro de un adecuado antibiótico al organismo se fací 
lita cuando se efectúa a través de vesículas lipidas, 
puesto que éstas parecen penetrar fácilmente en la pa­
red de las células bacterianas, liberando el antibióti, 
co encapsulado dentro del elemento patógeno. ; \ '

Análogamente, tal como se describe antes breve- -  ̂
mente, mediante el encapsulado de compuestos antipara-- 
sitarlos, puede suministrarse el material encapsulado- 
al sistema reticuloendotolial de un huésped mamífero. * ' 
La vesícula lipida puede suministrar el medicamento s 
eficientemente para neutralizar el parásito, con un 
efecto tóxico mínimo sobre el citado huésped.

El encapsulamiento de agentes virales y bacte - 
ríanos, tales como virus de polio inactivados ó P. ae- 
ruginosa, proporciona uña vacuna que puedo administrar 
se a un mamífero para darle inmunización contra la en­
fermedad causada por el agento, con una reducción de 
potencial de toxicidad asociado a tales vacunas no en­
capsuladas por el método de la invención.

La forma en que está redactada esta memoria, d,e 
be tomarse en sentido amplio, no limitativo.
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REIVINDICACIONES
Se reivindica como de propia y nueva invención 

a favor de DEMETRIOS P. PAPAHADJOPOULOS, y FRANCIS 
CHARLES SZOKA Jr., domiciliados en Estados Unidos, lo 

5 especificado ian las siguientes reivindicaciones;
13.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 1¿ 

pidicas que contienen uno o varios materiales biológica^ 
mente activos, caracterizado porque;

so prepara una mezcla en un disolvente orgánico 
10 de un compuesto formador de paredes de cápsulas y una

mezcla acuosa del material biológicamente activo desti­
nado a encapsularse, siendo la relación entre la faso 
orgánica y la fase acuosa de un valor adecuado para pro 
porcionar una emulsión del tipo de agua en aceite,

15 se forma una emulsión homogénea de la citada mez
cía, del tipo de la producida por exposición a ondas ul 
trasonoras,

se extrae el disolvente orgánico de la emulsión 
con lo que se obtiene una mezcla del carácter de un gel 

20 y
se transforma la mezcla análoga a un gel en una 

suspensión de cápsulas oligolaminares sintéticas que 
contienen el material biológicamente activo, ya sea ag¿ 
tando dicha mezcla con carácter de gel, ya sea disper - 

25 sando la misma en un medio acuoso.
2aProcedimiento de fabricación de cápsulas li 

pidicas que contienen uno o varios materiales biológica 
mente activos, según la reivindicación 13, caracteriza­
do en que los compuestos formadores de paredes están 
constituidos por un fosfolípido.

30 3*.- Procedimiento de fabricación de cápsulas li-
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pídicas que contienen uno o varios materiales biológi 
camente activos, según la reivindicación 2$, caracte­
rizado en que el fosfolípido comprende fosfatidilcoli 
na en mezcla con un segundo fosfolípido y colesterol.

43.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipídicas que contienen uno o varios materiales bioló 
gicamente activos, según la reivindicación 3^, carao— * 
terizado en que la proporción de fosfatidilcolina es-- 
tá en una relación de 4:1 respecto al segundo fosfoli 
pido.

53.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipídicas que contienen uno o varios materiales bíol¿ 
gicamente activos, según la reivindicación 13, carac­
terizado en que el compuesto formador de paredes se 
dispone inicialmente en un disolvente inerte y luego 
se deposita sobre la pared lateral de un recipiente 
de reacción por evaporación del disolvente inerte.

63.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipídicas que contienen uno o varios materiales biol¿* 
gicamente activos, según la reivindicación 13, carac­
terizado en que el disolvente orgánico es selecciona­
do entre el grupo consistente en éter dietílico, clo­
roformo, tetrahldrofurano y óter isopropílico.

73.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipídicas que contienen uno o varios materiales bioló 
gicamente activos, según la reivindicación 13, carac­
terizado en que la mezcla acuosa es neutralizada a un 
pH adecuado para mantener la estabilidad del material 
biológicamente activo.

83.- Procedimiento de fabricación de cápsulas
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llpídicas que contienen uno o varios materiales bioLó 
Ricamente activos, según la reivindicación 7*? carac­
terizado en que el neutralizador es un compuesto ióni 
co de una concentración inferior a 0,3.

5 9*.- Procedimiento de fabricación de cápsulas
lipidíeos que contionon uno o varios matoriales bioló, 
Ricamente activos, según la reivindicación 1*, carac­
terizado en que la proporción del compuesto formador 
de paredes en dot orden do 0,5 a 30 mg por mi doi di— 

10 solvente orgánico, aproximadamente.
10*.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 

llpídicas que contienen uno o varios materiales bioló, 
Ricamente activos, según la reivindicación 1*, carac­
terizado en que se efectúa el emulsionado con radia - 

15 ción ultrasónica a una temperatura de 10 a 3o"c apro­
ximadamente.

11*.- Procedimiento do fabricación de cápsulas 
llpídicas que contienen uno o varios materiales bioljó 
Ricamente activos, según ia reivindicación 1*, carac- 

2o torizado en que ia separación del disolvente orgánico 
se lleva a cabo por evaporación do una porción da tal 
disolvento do la emulsión hasta que se obtiene una 
mezcla del tipo gol, anadiándose luego agua a esta 
mezcla en una proporción suficiente para convertir el 

25 gol y evaporándose seguidamente el resto del disolvon 
te.

12*.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
llpídicas que contienen uno o varios matoriaiea bioló 
Ricamente activos, según la reivindicación 11*, carao, 

30 terizado en que el agua añadida a la mezcla de tipo
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gel és neutralizada a un pH adecuado para mantener la 
estabilidad del material biológicamente activo.

133.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materiales bioló,

5 gicamente activos, según la reivindicación 13, carac­
terizado en que se realiza bajo una atmósfera inerte.

14&.- Procedimiento de fabricación de cápsulas' 
lipidicas que contienen uno o varios materiales bioló 
gicamente activos, según la reivindicación 13, carac- 

10 Lenizado en que la dispersión se efectúa en agua neu­
tralizada a un pH adecuado para mantener la estabili - 
dad del material biológicamente activo.

153.- Procedimiento de fabricación de cápsulaa 
lipidicas que contienen uno o varios materiales bioló 

15 gicamente activos, según la reivindicación 13, carac­
terizado en que se separan luego vesículas oligolami- 
nares de materiales biológicamente activos no encapsu 
lados.

163.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
20 lipidicas que contienen uno o varios materiales bioljS

gicamente activos, según la reivindicación 13, carac­
terizado en que el material biológicamente activo es 
una enzima.

173.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
25 lipidicas que contienen uno o varios materiales bioló

gicamente activos, según la reivindicación 13, carac­
terizado en que el material biológicamente activo os 
un antibiótico.

183.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materiales biol¿30
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gicamente activos, según la reivindicación 1*, carac­
terizado en que el material biológicamente activo es 
un ácido nucleico.

19*.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materialos bioló 
gicamente activos, según la reivindicación 18*, carac, 
torlxado en que el ácido nucloico es un ácido deoxi - 
rribonuoleico.

20*.- Procedimiento do fabricación do cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materiales bioljS 
gicamente activos, sogún la reivindicación 1*, carac­
terizado en que el material biológicamente activo es 
un pesticida.

21*.- Procedimiento do fabricación do cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materiales biol¿ 
gicamente activos, según la reivindicación 1*, carac­
terizado en que ol material biológicamente activo os 
un pollpóptido.

22*.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materialos biolj5 
gicamente activos, según la reivindicación 21* y carao, 
terizado en que el polipáptido es insulina.

23*.- Procedimiento do fabricación de cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materiales bioló 
gicamente activos, según la reivindicación 1*, carac­
terizado en que el material biológicamente activo es 
un organismo bacteriano.

24*.- Procedimiento de fabricación do cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materiales bioló, 
gicamente activos, según la reivindicación 1*, carac-
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terizado en que al material biológicamente activo es un 
virus.

25-.- Procedimiento de fabricación de cápsulas 
lipidicas que contienen uno o varios materiales bioló- 

5 gicamente activos, según la reivindicación 13, carao -
terizado en que el compuesto formador de paredes os una 
mezcla de colesterol, fosfatidiglicorol y fosfatidilcú- 
lina en una relación en peso de 5:1:4.

26^.- "PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE CAPSULAS 
10 LIPIDICAS QUE CONTIENEN UNO 0 VARIOS MATERIALES BIOLOr *-.

GICAMENTE ACTIVOS".
Tal y como se deja descrito en la memoria prece­

dente que consta de treinta y cinco hojas foliadas y M e ­
canografiadas por una sola de sus caras.

15 Madrid, 24 de febrero de 1979
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