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GE GENEVE, Suiza,

La presente invencién tiene por objsto un
orocedimiento de preparacién de.liposomas.

Como es sabido, el temmino "liposomas" de-
signa glébulos microscépicos. que poseen un didmetro

méximo del orden de 10.000 R, con preferencia compren
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dido entre . 300 y 2,000 R, delimitadus por una pared.Formada'
par al menos una capa bimolaculér (de un espesor del ordan de
30 a. 100 R) de un compuesto de férmula general X-Q, siendo X |
un agrupamiento polar hidrdfilo y siendo Y un agrupemiento no
polar hidréfobo, encerrando estos gldbules un lf{quido acuoso
~-por ejemplo una solucidn acuosa de al menos una susbancia‘
bioldnicamente activa- y siendo gensralmente en forma de una|
dispersidn coloidal en un medio liquido acuoso como una solu-
cién salina, en particular una solucidn de cloruro de sodio al
0,9 % de NaCl en pesa (suero fisioldgica).

A ta preparacidén de liposomas constituye un medio de
capsulado muy prdctico y muy eficaz para un liquido acuoso Yy
es particularmente Gtil con vistas a la admin@stracién en sl
organismo de seres vivos de ‘sustancias biolégigamente Qcti—
vas, en particular medicamentos, svitando la destruccién de
estas sustancias aen el organismo (por ejemplo bajo sl efscto
de los jugos gdstricas & intestinales) antes de gue estas sug|
tancias alcancen. sl 6rgano donds deban actuar.

Gracias a la seleccidén del compuesto de fdérmula X-Y
utilizado para formar la parsed de los liposomas, es sn efecto
posible formar liposomas cuyas parades resistan a la accién
de ciertos medios del organismo y no sean atacados sipn an
presancia de medios qde no existen mas que en los drganos don
de deba ser liberada la sustancia bioldgicamente activa.

Se conocsn dos procedimientas de preparacidn de li~
posomas,

Uno de estos pfocedimientos consiste en pomer un 1f

pido en presencia del 1iqhida acudso que se desea capsular,

y'en calentar la mezcla hetsrogénea asi obtenida, a tempera-

tura ligeramente superior a la temperatura ambiente, y des-




10

15

20

25

30

_ner de un voldmen total del l{quido que se desee capsular mu-

| es en general del orden de 1 a 10 %,

pués someterla a una agitacidn endrgica seguida de la accién
de una vibracidn dé Fraéuencia ultrasdnica.

El otro procedimiento consiste en di301v§r un com-
puesto de férmula X-Y (teniendo X e Y la significacidn indi-
cada mas arriba), por ejemplo un l{pide, en un disolvente vo-
18til, en formar una pelfcula de este compuesto sobie las pa-
redes de un recipiente, evaporando &sts de la solucidn asf{ ob
tenida, en introducir, en este mismo recipiente, el lfquido
fnue se desea capsular en los liposomas y; finalmente, sn so-
meter este liquido, en aeste recipiénte, a la accién de una
vibracidn de frecuencia ultrasdnicat

Estos dos procedimientos necesitan por tanto dispo-

cho mayor que sl vollmen de este liquido que se halla final=-
mente contenido en los liposomas obtenidos. -Segin sstos sro-
cedimientos, los liposomas se Porman eh efecto en aestado de
dispersién coloidal de esPérulas en una fase ligquida que es-
td constitufda por una fraccidn del liquido gue ha de capsu-
larse gue no se rstienes en el interior de los liposomas. La
relacién del vollmen de liquido capsulado en el interior de

los liposomas con respecto al voldmen total de este liquido

Por consigquiente, si el liquido susceptible de ser
capsulado presenta un gran valor =~lo nue es sl caso mas ge-
neral cuando ests liquido ee una solucidn de una sustancia
bioldgicaments activa~ es necesario recuperar la fraccidn de
este l{quido na capsulado a fin de utilizarla para otras ope-
raciones de formacidn de liposomas. Esta recuperacidn impli-

ca la separaci6én de los liposomas da este liquido y después

la purificacidn del mismo y, en general, el reajuste de su
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concentracién en sustancia activa (en efecto las operaciones

' de separacidén y de purificacidn citadas entraffan la utiliza-

c?én de vollmenes mas 6 menos grandes de disolventes y, por
cdnsiguiente, una modificacidn de la concentracifn del ligui-
do que contiene la sustancia activa).

La necesidad de efectuar tales operaciones de puri-
ficacidn y de reajuste de la concentracién dael liquido qus
contiene la sustancia activa hace los dos proceidimientos de
fabricacién de liposamas que se describen anteriocrmente difi-
ciles de realizacidn a escala industrial. '

La presente invencidn tiene por objeto remediar aes-
te inconveniente al permitir fabriecar liposomas utilizando in
tegralments, para cada preparacidn de liposomqs, el voldmen
de liguido que ha ds capsularse.

A aste'raspacto, el procedimiento segin la inven-
¢idn se caracteriza por el hecho de gue se dispersa, bajo el
efecto de una vibracidn ds fPrecuencia ultrasénicé, un primer
liquido acuoso en un liquido gque tenga una solubilidad en
agua escasa 6 nula y una densidad inferior a la del agua, en
presencia de al menos un compuesto de férmula geﬁéral X=Y,

siendo X un agrupamiento polar hidréfilo y siendo Y un agru-

pamiento no polar hidréfobo, para Ebrmar una dispersién co~

loidal de gldbulos de este lfquido acuoso, delimitados por
una pelicula monomolecular del caompuesto de fdrmula X-Y, que
se pone a continuacidn esta dispersidn an'contacto con un se-
gundo liquido acuoso, para formar una mezcla heterogénea que
comprende una capa liquida superior, constituida por este dis
persidn y una capa'liquido inferior, constituida por el se-
gundo liquido acuoso, estando separadas estas dos capas por

una pelicula monomolecular del compuesto de Pérmula X=Y, y
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mente dicho liposomas, pussto que no astin ¢alimitados por

‘cada uno el mismo voldmen del liquido que ha de capsularse

que se somete esta mezcla a una penbfifugaciﬁn conh una velo=
cidad angqular suFicientelpara que los glébulos_dél'brime; 1§~ .
quido acuoso dispersados en la capa superior sean llevados
por gravedad a la capa inferior a través de la pelicula del
compussto de Eérmulé X=Y que separa estas dos capas;

Asi este procedimiento se compone des dos fases, En
el curso de la primera fase, se formh, bajo el efecto de una
vibracidn ultrasénica, una disparsién de glébulos del liqui-
do gque ha de capsularss, tenisndo estos gldbulos dimensionses
coloidales (es decir, un didmetro del orden de 200 a 1,000 R)
en un liquido insoluble 6 sscasamente solubles en agusa. Estos
glébulos estin delimitados por una pelfcula monomolecular del
compuesto X-Y cuyos agrupamientos hidr6filos X se vuslven ha-
cia el interior de los glébulos, ocupada por el liquido acuo-
so, estando por el contrario vueltos los agrupamientos hidrd-
fobos Y hacia el exterior de los glébulos Que congipte en una

fase no acuosa, Estos glébulos, ﬁunqua'no cbnstituyaﬁ propia-'

una capa bimolecular del compuesto X-Y, sino solaments por
una peliculas monomolecular de este compuesto, pusden sin em-

bargo considerarse como un esbozo de liposomas, conteniendo

que los liposomas ohtanidos.finalments.:En el curso de la pre
sente descripcidn, estos glébulos serdn puss designados hor
8l término “precursor de liposomas”, v ,

Dosificando convenientemente las proporcionas ras~
pectivas dsl liquido acuoso susceptible de ser capsulado, dsl
l1iquido escasamente soluble 6§ insoluble sn agua y del compuss

to de férmula X-Y, en el cursc de esta primera parte del pro-

cedimiento, es posible obtener el capsulado en los precurso-
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“ta formacién resulta del hecho de due, atravesando la pelicu-~

res de liposomas de la totalidad del liquido que ha de capsu-
larse utilizado. El procedimiento segln la invencidn permitse
pues evitar las opéraciones de recuperacidén, de purificacién
y de reajuste de ld concentracidén del liquido que ha de cap-
sularse gque son, como se ha indicado mas arriba, necesarias
en el curso de la puesta en préctiéa de los procedimientos cof
nocidos de fabricacién de liposomas.

Se camprenderd iqualmente que el procedimiento se- |
gln la invencifn permite capsular gracias a la Formacidn de
liposomas liquidos de los cuales solo se dispone de pequefias
cantidades, por ejemplo del ordsen de 0,05 a 041 milimetros,
que serian insuficientss para permitir la puesta én prictica
de los procedimientos conocidos de Fabriéaciéq de liposomas
descritos mas arriba. .

Por lo tanto, el procedimiento segdn la invencidn
puede sncontrar aplicaciones en camgos, como ciertos trabajos
de laboratorios de investigacidn 6 de anilisis, en ius cuales
los procedimientos conocidas de.fabricacién de liposomas se-~
rian inaplicables.

La segunda fase del procedimiento consiste en for-

mar los liposomas propiamente dichos., Puede suponerse que aes-

1a monomolecular del compuesto de férmula X-Y que se halla cg’
locada en la interfasa entre la capa liquida superior no dcug.

sa y la capa liquida inferior acuosa (la formacidn de tal pe-
licula monomolecular se desprende, de manera conocida per se,!
de las propiedades de este compuesto: los agrupamientos hidré
filos X son en efectn atrafdos por la capa liquida acuosa en

tanto que los agrupamientos Y hidrdfobos permanecen en el se-

no de la capa no acuosa l{quida), cada precursor de liposomas
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c2 de los liposomas.,

+ @jemplo un compuesto en al cual el agrupamianto hidrdfilo X

| za, con areferencia, un liquido orgdnico, constituido en par-

arrastra una parte de ssta pelicula que se asocia con la pe-
licula monomolecular del compuestn X-Y que lo delimita Fomman-

dn una pelfcula bimolecular de este compuesto, caracteristie
Como. compuesto de fdrmula X~Y puede utilizarse por

sea uno de los grupos siguientes: fosfato, carboxilo, sulfato,
amino, hidroxilo y colina y el agrupamiento hidréfobo Y sea
uno de los grupos siguientes: grupo hidrocarburo alifdtico
saturado 4 no saturado (por ejemplo, alquilo, & alquilena),
grupo hidrocarburo alifdtico sustitufdo por al menas un res-
to aromdtica 6 cicloalifdtico.

. Can sreferencia, se utiliza como compuesto de fér-
mula X-Y un fosfolipido & una sustancia emparentada con los

fosfolipidos, en particular uno de los compuestos siguientes:

lecitina, fosfatidil-etanolamina, isolecit;na, isofosfatidil-
-etanolamina, fosfatidilserina, fosfatidil-inositol, esfingg
mielina, cardiolipina, Acido fosfat{dico y los cerebrdsids. S,

Pusde igualmente utilizarse como compuasto de fér-
mula X-Y una mezcla de al menos un fosfolfpido y de al menos
otro lipoide pertensciente a una categor{a diferente de la de
los fosfolipidos., En particular, se puede utilizar a tal Fin
uno de los compuestns siguientes: estearilamina, dicetilfosfé'
to, colesterol y tocoferol,

Como liquido que tenga una solubilidad en agua es-—

casa 6 nula y una densidad inferior a la del agua, se utili- |

ticular par uno de los compuestos siguisntes: benceno, un da-

rivadn halogenado § alquilado del benceno, un &ter dxido ali~

fdtico, una cetona alifdtica, un aldehido alifdtico, un éster
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alifitico, un hidrocarburo alifdtico 6 un hidcharbu;o ciclo-
alifdtico 6 por una mezcla, gue tenqga una densidad inferior
a la del agua, de varios compuestos,

lLa elececidén del primer liquido acuoso, ss decir,
del liquido gque ha de capsularse en los liposomas, puede ha=-
cerse précticamente sin otras limitacisnes gue las que son
dictadas por la utilizacidn previstn para los liposomas,

Con preferencia, se emplea, como liquido acuoso,
una solucién de al menaos una sustangcia bioldgicamente activa,
an particulér de una enzima, de un medicamento como un anti-
bidtico, stec.

Como sequndo liquido -acusosu, puede utilizarse agua

1

pura 6 cualquier otro liquido acuoso apropiado, Con preferen-

cia, s8 utiliza un liquido que se destina a servir de medio
Final de dispersién para los liposomas en el curso de su uti-;
lizacidn, por ejemplo una solucidn acuosa ds cloruro sédico.

En particular, puede utilizarse una‘solucién acuosa de cloru-

ro sédicao denominada suersc fisioldgico que posee una concen-

1]

tracién de 0,15 mol de ClNa por litro (0,9 % en peso), con
vistas a obtener directamente, eh el curso de la segunda'éa- ;
se del procedimiento, una dispersién de liposomas en medio i
inyectable en el organiamo humano..ﬂparace asi otra ventajs 1
del procedimiento segdn la invencidn, con respecto a los pro—g
cedimientos conocidos de fabricacidn de liposomas, que gs la
de parmitir la obtencidn directa de una suspensidn de liposo-
mas an un medio scuoso elsgido en Funcidn de la utilizacidn
final de los liposomas.

B8ien entendido, es igualmsnte posible separar los

liposomas del segundo liquido acuaoso, por ejemplo si se desea

evitar la.oresencia de cualquier traza de la sustancia activa|
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somas, £sta separacidén puede efectuarse ficilmente por cua-
lesquiera medios canocidas aprdpiadps, por e jemplo por croma-

tograffa sobre gel.

Eiesmplo 1

Se capsula una salucidn acuosa de amiloglucosidasa

.~ que.contiene 10 mg, de amiloglucosidasa por mililitro de so-

' lucidn, en una solucidn acuosa de cloruro sfdico a 0,15 mol

por litro - procediende de la forma siquianté:

Se agrega 54 mg. ds lecitina y 0,1 ml. de dicha so~
lucidn acuosa de amiloglucosidasa a 3 ml. de dibutildter y se
somete la mezcla heterogénea asi obtenida a un tratamiento con
ultrasonidos (frecuencia: 17 kHz; potencia de salida: 70 wa~
tios) durante 2 minutos, manteniéndola a una temperatura in-
ferior a 302 C. por medio de un bafio refrigerante.

Se obtiene asi un liguido transparente, de aspecto
homogéneo, que presenta reflejos azulados. Se deposita una ca
pa de este liquido en un tubo de centrifugacidn sobre una ca-
pa de 1,5 ml. de solucidn acuosa de cloruro de sodio a 0,15
mol por litro. Se obtiene asi una mezcla bifdsica compuesta

por una capa inferior constitufda por una fase acuosa (la so=-

lucidn de cloruro sddice) y por una capa superior constituf- !

da por la fase organica formada por tratamiento con ultraso-

nidos a partir de la mezcla de dibutiléter, lecitina y solu- |

cién de amiloglucosidasa,

5e somets esta mezcla bifdsica a una centrifugacidn
a 30,000 vueltas por minutos, durante 30 minutos. Tras lo
cual se senpara la capa superior (fase orgdnica) y se somete

la capa inferior (fase acunsa) a una nueva centrifugacidn a
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30.000 vueltas por minuto, durante 30 minutas. Se obtiene un

1{quido claro, ligeramente azulado y un "res{duc" de escaso vo

Ldmen constituido por lipido (lecitina) no dispersado, que se
rechaza., Este liquido claro consiste en una suspensidn de liégi
somas —que possen dimensiones coloidales-~ que contiene la sgi
lucidn acuosa de amiloglucosidasa, sn una solucidn acuasa dg
cloruro de sodio de 0,15 fl y contiene igualmente una pequeiia
cantidad de amiloglucosidasa no capsulada.

Siguiendo las utilizaciones previstas, pusde utili-
zarse esta susnensidn de liposomas ya sea tal cual 4 bien tras|
eliminacidén de la amiloglucosidasa no capsulada, por cromato- I

grafia sobre gel (por ejemplo por wmedio. de un gel de saparosa)}

Ejemplo 2
58 procede de la misma forma que en el ejemplo 1,

pero utilizando, como solucidn susceptible de capsulado, 0,05

ml. de una solucidn acuosa taponada (tapdn fosfato 10 mM, pH
7,2) qus contiene 100 mg/ml, de penicilamina disuelta en una |
golucién acuosa de cloruro sddico 0,15 M, t empleando, para for
mar la fase orgdnica sometida al tratamisnto con ultrasonidas,;
27 mg, de lscitina, y una mezcla de 2,4 ml. de dibutildter y |

0,6 ml, de cloroformo.

£ jemplo 3
Se proceds como en al ejempnlo 1, pero utilizando,
como solucidn que ha de capsularse, 0,1 ml. de una solucién de
imipramina a 300 mg/ml., en una solucidn acuosa de cloruro sé—'

dico 0,15 M, y emplsando, para formar la fase organica someti-

da al tratamiento con ultresonidos, una mezcla ds 25 mg. de lg

citina y 40 mg., de colestercl y 3 ml. de dibutiléter.
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Ejempla 4

Se procede como en el e jemplo 1, pero utilizando,
como solucién que ha de capsularse, 0,05 ml. de una solucidén
de Fosfato disddico de betametésona a 150 mg/ml., 8n una so-
lucidén acuosa.de cloruro sddico a 0,15 M, y empleando, para
formar la fase orgdnica sometida al tratamiento con ultraso-
nidas,.una mezcla de 15.mg. de lecitina y 12 mg. ds fosfati=
dil-stanolamina y una mezcla de 2,5 ml., de dibutiléter y 0,5

ml. de cloroformo.

N O T A

Daescrita suficientemente la naturaleza del invento
as{ como la manera de realizarlo en la préctica, debe hacef=-
se constar que las disposiciones anteriormente indicadas son
susceptibles de modificaciones da daetalle en cuanto no alte-
ren sy principio fundamental, siendo lo que constituye la
esencia del referida.invanto y por lo que se solicita Patente
de Invencidn por 20 aflos en Espaiia, sobre: PROCEDIMIENTO PARA'
PREPARAR LIPNSOMAS; caracterizdndeose por lo siguiente:

18,- Procedimiento para preparar liposomas, caracte-

rizado porque se dispersa, bajo el efecto de una vibracidn.de

frecuencia ultrasdnica, un primer lfquido acuosoc sn un liqui-

do que posee una solubilidad en agua escasa 6 nula y una den-:
sidad inferior a la del agua, en presencia de al menos un com
puesto de Férmula genaral X-Y, siendo X un agrupamiento polar
hidréfilo y siendo Y un agrupamiento no polar hidréfobo, para
formar una dispersién coloidal de glébulos de este liquido
acunso, delimitadas por una pelicula monomolecular del com~

pugsto de Flrmula X-Y; a continuacidn, esta dispersidén se po-

ne en contacto c¢on un segundo l{quido acuoso, a fin de formar
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‘mezcla de al menos un fosfolipido y de al menos otro lipoide

- 12 -

una mezcla heterogénea que comprendg una capa liquida supe-
ripr, constituida por esta dispersién‘y una capa liquida in- |
farior, constituidé por el sdgundo qudidd'acudso,“estando 88
péradas estas dos capas por una pelicula monomolecular del
compuesto de férmula X~Y; y se somate esta mezcla a una cen-
trifugacidn con una velocidad angular suficiente para que los
glébulos del primer liquido acuoso'disperéados en la capa su-
perior sean llevados por gravedad a la capa inferiof~a través
de la nelfcula de compuesto ds férmula X-Y .que separa estas
dos capas. o '

28,~- Procedimiento segln la reivindicacién 1, carag
terizado porque dicho compuesto de fdrmula X-Y es un fosfolif;
pido. | - _

33,- Procedimiento segln la reivindicacién 2; carac
terizado porque dicho fosfolipido eé uno de los compuestos si
guiéntesf lecitina, fosfatidil-etanolamina, lisolecitina, li-
soFosFatidiletanolamina,.Fosfatidilserina, fosfatidilinositol,
esfingomielina, cardiolipina, &cido Fosfatidico y los cerebrd
sidos. |

42,-Procedimiento seglin la reivindicacidn 1, caracteri-

zado porque se utiliza, como compuesto de fdérmula X-Y, una

pertensciente a una categoria diferente de la de los fosfo~
1fpidos.

53,~ Procedimiento seqiin la reivindicacién 4, carac
terizado porque dicho otro lipoide es uno de los compuestos
siguientes: estearilamina, dicetilfoé?ato, colestercl y toco-
Ferol.,

68.- Procedimienta segdin la reivindicacién 1, carag

terizado porque el liquido que posse una solubilidad en el

! .
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agua escasa § nula y una densidad inferior a la del agua es

un liguido orngédnico.

72,- Procedimiento segin la reivindicacién 6, carag)

terizado porque dicho l{quido orginico se selecciona entre el
benceno, los dq;iv%dos halogenados 6‘alduiladds del benceno,

los éteres-Gxidos alifdticos, las cetanas alifdticas, los al-
dehidos alifiticos, los dsteres alifiticos, los hidrocarburos

alifdticos y los hidrocarburos cicloalifdticos.

82,~ Procadimienta segln la reivindicacidn 1, carag|

terizado porque dicho primer liquido pcuosaAea una solueidn

acuosa de al menos una sustancia bidldgicamente écgiva.
9a,- Procedimisnto seqin la reivindicacidn B,'qa-

racterizado n&rque dicha sustancia ﬁiolégicémente activa es

una enzima,.

102,.~ Procedimiento segdn la reivindicacidn 9, carag

terizado porque dicha sustancia biolégicamente activa es un
antibidtico. ‘ .

ll2,- Procedimiento aagﬁn la reivindicacién l, ca-
racterizado porque el segundo liguido acuoso es una solucién
acussa ds cloruro de sodio.

12a.- Procedimiento segln la reivindicacién 1, ca-

‘racterizado porque la concentracidn- de dicha soldcién acuosa

de cloruro de sodio es de 0,15 mol de ClNa por litro.
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132.- Procedimiento para praparar liposomas, tal y

como queda sustancialmente descrito an la presente tlemoria.

Esta Memoria consta de 14 hojas escritas a méquina
nor una sola cara.

ré .
Madrid e % '
BATTELLE MEMORIAL INSTITUTE-C
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