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E s ta  invención se re fie re  a nuevas composiciones - 

farm acéuticas', que contienen heparina, y a un procedimien 

to  para obtener ta le s  composiciones. Concierne, además,.a 

aquellas composiciones capaces de ser administradas no sô  

lamente por las  v ías  usadas h asta  ahora con las  composicio 

nes convencionales de heparina, sino también por otras  

v ía s .

La heparina es muy conocida y ampliamente u t i l iz a  

da como medicamento, o producto farm acéutico, debido a sus

10

notables propiedades anticoagulantes. Sin embargo, h asta  

ahora, no ha sido p rá c tic a  l a  administración de heparina 

a pacientes, por o tra  v ía  d is tin ta  de la  p aren teral. La 

perfusión continua o las inyecciones intravenosas o subcu 

tán-eas, son los métodos de administración usualmente em­

15

pleados.
Además, e l periodo de actividad de las-d o sis  de he 

parina administradas en las  composiciones convencionales, 

son generalmente muy c o rto s , mas en p a rticu la r  cuando se 

administran por v ía  intravenosa, lo  que hace necesario re  

p e tir  muy frecuentemente l a  adm inistración, en p articu la r

20

i

l a  inyección, por lo  menos dos veces á l d ía .

Es sabido que se han emprendido ya investigaciones  

con v is ta s  a producir preparaciones de heparina que puedan 

ser administradas bien sea por o tra  v ía  d is tin ta  de l a  pa­

i 25

re n te ra l, y especialmente por v ía  o ra l, o s i  l a  administra 

ció n 'es  por v ía  p aren teral, tengan prolongados períodos de 

activ idad , que permitan reducir l a  frecuen cia de la s  inyec 

ciones. Sin embargo, hasta ahora las  investigaciones no 

han tenido éxito en encontrar un medio de adm inistrar hepa

30 riñ a  que permita un tratam iento a largo plazo con una a c ti
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"v id ad  más prolongada que los convencionalmente u tiliz a d o s .

E sta  invención in ten ta  remediar, por lo  menos en 

p a rte , estas desventajas de la s  composiciones convenciona 

le s .

E l objeto de la  invención es, más en p a rticu la r , 

proporcionar preparaciones a base de heparina, cuya a c t i ­

vidad anticoagulante sea capaz de ponerse de manifiesto  

por lo  menos en p arte , incluso cuando se administra por 

víía o ra l.

Otro objeto de l a  invención es proporcionar aque­

l la s  preparaciones de heparina que, cuando se administran 

por v ía  p aren teral, poseen duraciones de acción prolonga­

das.

La preparación de l a  invención con siste  esen cial­

mente en liposomas con heparina retenida en ello s o sobre 

e llo s .
La invención se re f ie r e , además, a dispersiones de 

liposomas de este tip o , en un líquido, particularm ente en 

un vehículo acuoso. También se re f ie re  a composiciones ía r  

macéuticas que contienen dicha preparación o dispersiones 

asociadas, siempre que sea necesario , a un vehículo farma 

cóutico que permita su adm inistración.

Se han d escrito  ya liposomas preparados a p a r tir  

de fo sfo líp id o s, o a p a r t ir  de algunas o tras sustancias  

líp id as o m ateriales grasos hidrófobos. Los liposomas es­

tán constituidos por c r is ta le s  de lípidos hidratados, ge­

neralmente de una so la  capa o de capas m últiples (o mono- 

laminares o multilaminares) dispersados o dispersables en 

un medio acuoso, estando una parte del medio acuoso a par 

t i r  del cual se produjeron los c r i s ta l e s ,  ocluida en las
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. 3

v esícu las formadas, como resultado de l a  capacidad de sus 

líp id os o m ateriales grasos de experimentar "hinchamiento" 

en un medio acuoso, especialmente bajo e l  efecto de una 

agitación  o de una radicación  u ltra só n ica . Estos lip o so -  

mas pueden describirse también como constituidos por una 

o una se rie  de bicapas concéntricas de lo s líp id o s, a lte r  

nando con compartimientos acuosos. Cuando l a  solución acuo 

sa a p a r tir  de l a  cual se formaban lo s liposomas e s , o con 

tie n e , una solución de heparina, entonces una parte de es­

t a  solución de heparina es retenida por y en lo s  i n te r s t i ­

cios de lo s  liposomas, para formar la s  composiciones de 

e s ta  invención.

Se ha encontrado que ta le s  liposomas, preparados 

a p a r tir  de lípidos fisiológicam ente aceptables y formados 

dentro de una solución acuosa de heparina, tienden a pro­

ducir in  vivo c ie r to s  efectos biológicos c a ra c te r ís tic o s  

de l a  actividad anticoagulante y de o tras actividades usua 

le s  de l a  heparina, cuando se administran a sujetos por 

v ía  o ra l o r e c t a l .

Se ha encontrado, además, que las dispersiones in  

yectables formadas con la s  preparaciones de acuerdo con 

l a  invención, son capaces, en re lació n  con su contenido de 

líp id o s , de inducir una acción de tip o  retardado, a l ser 

administradas por v ía  intravenosa.

La invención proporciona también un procedimiento 

para-preparar liposomas que retienen heparina, e l cu al pro, 

cedimiento comprende someter una dispersión de líp id os f i  

Biológicamente aceptables, del tipo capaz de formar lip o­

somas, preferiblemente fo sfo líp id o s, en una solución de 

heparina, preferiblemente una solución acuosa, a. una agi
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tació n  o, preferiblem ente, a l a  acción u ltrasó n ica(o  t r a ­

tamiento u ltrasónico) hasta que se formar liposomas que re  

tienen una parte por lo menos de la  heparina contenida in i  

cialmente en l a  solución acuosa.

La heparina u tiliz a d a  en e sta  invención puede ser, 

particularm ente, cualquier heparina ú t i l  en te ra p ia . Puede 

ser u tiliz a d a , por ejemplo, en su forma acida, o en forma 

de una sal formada con uno o más cationes m etálicos, ta le s  

como sodio, c a lc io  o magnesio. Se puede u t i l i z a r  cualquier 

otro  tipo de preparación de heparina adecuada en la  te r a ­

p ia .

Con l a  única finalidad de ilu s tra r  los tip os de he ­

parina que pueden ser u tilizad o s con v en taja , entendiéndo­

se que ta le s  indicaciones no deben ser consideradas como 

un intento de lim itar e l alcance de la  presente invención, 

podría afirmarse que lash ep arin as  que tienen pesos mole­

culares comprendidos entre aproximadamente 6 .000 y aproxi 

madamente 30.000 y que tienen concentraciones de aproxima 

damente 150 a aproximadamente 250 unidades internaciona­

le s  por mg (ui/mg) de heparina, pueden u t iliz a r s e  con ven 

t a j a .  Tales heparinas, que comprenden una gran proporción 

de especies de heparina, que tienen pesos moleculares com 

prendidos entre 10.000 y 15 .000 , y que tienen una concen­

tración  dentro del margen an terio r, han sido u tiliz a d a s  en 

los ejemplos que se describirán seguidamente.

Evidentemente, puede re cu rrirse  a o tras especies 

de heparina, en p a rticu la r  a aquellas que tienen un peso 

molecular bien sea superior o bien sea in fe rio r  a cuales­

quiera de lo s lím ites superior e in fe rio r  respectivamente 

del margen indicado anteriormente a modo de ejemplo, para

j HojHuCtm. ^
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1  " la  preparación áe un liposoma áe acuerdo con l a  invención.

En lo que resp ecta  a los líp id o s , debe afirmarse 

que puede ser u tiliz a d o , adecuadamente, cualquier lípido  

no/'tóxico, fisiológicam ente aceptable y m etabolizable, ca  

paz de formar liposomas, para l a  re a lizació n  de l a  inven- 

5 ción . ,

Los fosfolípidos forman una importante clase  de di 

chos lípidos adecuados, más en p a rticu la r  (aunque no exclu  

sívam ente), lo s  fosfolípidos que tienen l a  formula

en l a  que R y R derivan de ácidos grasos, por ejemplo.

de aquéllos que contienen de 14 a 22 y, preferiblem ente, 

desde 18 a 20 átomos de carbono, y R̂  es parte de un gru­

po á s te r , e l  cu al, en los casos preferidos, es aqpél que 

20 re s u lta  de l a  e s te rifica c ió n  del grupo ío s f o r i lo  de dicho 

fo sfo líp id o , por un aminoalcohol, t a l  como co lin a  (h idro- 

xido de 2-h id ro xietiltrim etilam o n io ), etanolamina, serina, 

e tc , o por un derivado de azúcar, que contenga una función 

o l ,  t a l  como in o s ita , por ejemplo.

2$ Otros lípid os más o menos estrechamente relacion a­

dos con lo s fosfolíp id os y capaces de formar liposomas, son 

también adecuados para l a  invención. Entre e s to s , se c i t a ­

r ía n , de una manera no lim ita tiv a , particularm ente, los  

plasmalógenos, gangliósidos, esfingolípidos, fo s fo g lic é r i-

0
10

0
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O
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50
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t o s ,  fosfonolípidos (particularm ente aquéllos que d ifieren

de los fosfolípidos de l a  fórmula anterior en que un grupo

-OH -CH -NH ' sustituye- a l  grupo -0E^. ("LIPID BIOCHEMISTRY, 
2 2 3  ̂ ^

An in troduction", M .I. GUHR y A.T. JjAIsIES, 2S edición, 1975,

Chapman and H a ll, Londres) .

Otros ejemplos de lípidos u t il iz á b le s , son aquellos

fonnados por ácidos grasos que contienen largas cadenas h i-

drocarbonadas no saturadas, ta le s  _como ios designados como

"ufasomas" y ,d e scrito s  por GEBICKI y HICKS; Chemistry and

Physics of Lipids, 1976, volumen 16, páginas 142 a 160 ;- o

por compuestos monoacilados, que comprenden cadenas deriva

das de ácidos grasos que tienen 8 o más átomos de carbono,

a sí como detergentes no tó x ico s , aniónicos y ca tio n ico s ,

farmacéuticamente aceptables, todos e llo s  del tip o  d escrito

por W. R. HARGR3AVES y D. W. D3jR.HR "CONFERENCE ON LIP0S0- 

IÍES AND TH3IR US3S IN BIOLOGY AND MEDECR1E", Septiembr-e

1 4 -1 6 , 1977, New York Academy of Sciences, e tc .

Las clases preferidas de líp id o s , entre e llo s  les  

fo sfo líp id o s , para se r  u tilizad o s en la  presente invención, 

son aquéllos que contienen cadenas de ácidos grasos no sa­

turados, ta le s  como los que comprenden de 18 a 20 átomos de 

carbono y por lo  menos un enlace no saturado. Ejemplos de 

estos ácidos no saturados, son e l ácido ole ico  o, incluso  

más preferiblem ente, lo s  denominados "ácidos grasos esen­

c ia le s " ,  es d e c ir , principalmente e l ácido lin o leico  o e l  

ácid o -lin olén ico . En p a rticu la r , los fosfolípidos p re fe ri­

dos son aquéllos en lo s  que por lo menos uno de los dos gru 

pos anteriores y R^, derivan de por lo  menos uno de lo s  

"ácidos grasos esenciales" anteriormente mencionados.

Fosfolípidos representativos de e s ta  clase  p re fe rí

26117
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"3a, son las  fo s fa tid ilc o lin a s , de la s  cuales por lo  menos 

uno de los grupos a c ilo  grasos procede de un ácido graso no 

saturado, preferiblemente de uno de dichos "ácidos esencia  

- l e s " .  Un ejemplo de ta le s  fosfolip idos preferid os, es l a  

1 , 2-d ilin o le  i l - f  o sf at id ilc  o lin a .

Más generalmente, se puede hacer re fe re n cia , para  

l a  selecció n  de lo s fosfolip id os adecuados, a l a  obra 

"PHOSPHATIDYLCHOLINES-BIOCHEMICAL, AND CLINICA! ASPECTS OF 

ESSENTIAL PHOSPHOLIPIDS" de H. FEETERS -  Springer Y erlag, 

B erlín  -  Heidelberg -  New York, 1976".

En e l  comercio pueden adquirirse composiciones de 

fosfolipidos particularm ente adecuadas, de este  tip o . Entre 

é s ta s , se pueden c i t a r  las conocidas en e l  comercio como, 

por ejemplo, fosfolip idos de yema de huevo V-E (Sigma), o 

la s  composiciones de "fosfolipidos esenciales" n atu rales, 

formadas por fo sfa tid ilco lin a s  este rifica d a s  por ácidos gra 

so s, una proporción prin cip al de los cuales comprende enla  

ces monoinsaturados o, preferiblem ente, poliinsaturados, en 

p a rticu la r  l ,2 -d ia c il-s n -g lic e ro -3 -fo s fo r ilc o lin a s  de á c i­

dos grasos en su mayoría insaturados, ta le s  como lo s  que 

se extraen de la s  sem illas de so ja , ta le s  como l a  composi­

ción denominada de fosfolípido EPL, producida por NATTEHMAN 

(Alemania).

Las preparaciones de liposoma que contienen hepari 

na a sí obtenidas, poseen propiedades biológicas de lo  más 

in teresan tes, particularm ente de inducción de propiedades 

anticoagulantes in  v ivo , incluso cuando se administran por 

v ía  o ra l. También inducen una acción anticoagulante de t i ­

po retardado.

Estas preparaciones de liposoma que contienen hepa
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8 .

"riñ a , que se forman a p a rtir  de líp id o s, más en p a rticu la r  

de fosfolípidos que tienen cadenas de ácidos grasos no sa­

turados, derivados ventajosamente do ácidos grasos esencia  

le s ,  son de un in terés p a rticu la r  debido a las propiedades 

terapéu ticas complementarias de dichos fosfolípidos propia 

mente dichos, que son de una compatibilidad p a rticu la r  (fre  

cuentemente, una particularm ente deseable) con la s  de l a  

heparina.

..Se sabe, más e n .p a rticu la r , que la s  fo s fa tid ilc o li  

ñas poseen, entre o tras propiedades terap éu ticas v a lio sa s , 

una acción p ro tecto ra  con tra los procesos o fenómenos a te -  

romatosos degenerativos, de reducir l a  permeabilidad capi­

la r  y l a  tonicidad venosa, de e v ita r  l a  formación de lodos 

o depósitos en e l  sistema ca p ila r , y de disminuir la  hiper 

adhesividad e hiperagregabilidad de la s  plaquetas.

Además, son capaces de actuar favorablemente sobre 

lo s excesos de lípidos hepáticos (e s te a to s is  hepática) y, 

más en general, de re sta u ra r un equilibrio apropiado entre 

.grasas no saturadas y saturadas, en cuanto a que estas u l ­

timas están frecuentemente en exceso en el organismo de 

aquellos pacientes que adolecen de trasto rn o s vasculares o 

cardiovasculares.

Para re a liz a r  e l procedimiento de acuerdo con l a  in 

vención, se puede re c u rr ir  a una tecnología y equipo con­

vencionales. Esto se ap lica  en p a rticu lar a l  uso del t r a ­

tamiento u ltrasó n ico , que puede ser realizad o , por ejemplo, 

con e l  equipo que comprende sondas m etálicas introducidas 

en l a  dispersión que ha de ser sometida al tratam iento u l  

t r  asónico.

La naturaleza y tamaSo fin a le s  de la s  vesículas de
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H o J a n A m . 9

"fo sfo líp id o s, dependerá, como es bien sabido, del tiempo y 

de la  intensidad del tratam iento u ltrasó n ico , del tip o  de 

lípidos u tiliz a d o , de l a  concentración iónica del medio,

' de/'la temperatura, e t c .  En lo  que concierne a la s  té cn ica s , 

se puede hacer re fe re n cia , por ejemplo, a l capítulo  IV de 

l a  obra METHODS IN, CELL BIOLOGY editado por David M. P re s-  

c o t t ,  volumen XIV, 1976, Academic P ress, New York, página 

3 3 . '
[ Ventajosamente, l a  dispersión in ic ia l  se obtiene a

p a r tir  de una p e lícu la  delgada de lípido formada en e l re ­

cipiente que se pretende que contenga e l  producto f in a l ,  

obteniéndose preferiblemente e s ta  p e lícu la  delgada, median 

te  l a  introducción de una solución de lo s  lípidos apropia­

dos, en e l recip ien te  y, seguidamente, evaporación del di­

solvente desde é s te .

Seguidamente, l a  solución de heparina puede ser in  

troducida en e l  re cip ien te , formándose a sí una dispersión  

de lo s  lípidos en l a  solución de heparina, por agitación , 

pudiéndose someter seguidamente a una radiación u ltra só n i­

c a , para obtener e l resultado arrib a indicado.

En una primera etapa, se forma una suspensión de l i  

posomas hinchados, que tien e un aspecto lechoso, cuyos l i -  

posomas se considera entonces que están formados esen cial­

mente por una serie  de capas dobles de lípidos concéntri­

c a s , alternando con compartimientos acuosos en los cuales 

e stá  reten id a l a  heparina.

Los liposomas a sí obtenidos pueden separarse del 

medio acuoso, por ejemplo, por centrifugación . Los liposo­

mas contenidos en e l  sedimento pueden ser lavados seguida­

mente, s i  se desea, de t a l  manera que se elimine cualquier
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"su stan cia  a ctiv a  no incorporáis en lo s liposomas. A co n ti­

nuación, lo s -liposomas pueden recogerse en un tampón, y al­

macenarse, deseablemente en f r ío  y , preferiblem ente, a ú n a  

temperatura de 42c .  Los liposomas almacenados de e sta  mane 

r a ,  .son estables durante prolongados periodos de tiempo.

Sin embargo, se ha encontrado que pueden obtenerse 

liposomas que retien en cantidades de heparina incluso mayo 

r e s , controlando y prolongando las  condiciones de agitación , 

particularm ente e l  tratam iento u ltrasó n ico , de t a l  modo que 

se obtienen liposomas más pequeños, particularm ente vesíuu 

la s  monolaminares, dentro de l a  solución acuosa de hepari­

na de p artid a .

Esto puede conseguirse por un tratam iento u ltra só ­

nico prolongado, s i  es necesario bajo intensidades de co­

r r ie n te  e lé c tr ic a  más a ltas  que en e l primer caso .

En p a rticu la r , se puede confiar en e l aspecto de 

l a  suspensión que se obtiene después del tratam iento u l t r a  

sónico, para reconocer s i  los liposomas están formados

20

25

30

26117

esencialmente por vesículas monolaminares o no. En lugar 

del aspecto de suspensión lechosa a que dan lugar los l i ­

posomas multilaminares, los liposomas monolaminares dan lu  

gar a  suspensiones coloidales ligeramente opalescentes o 

simplemente transparentes.

Los liposomas así formados no pueden separarse ya. 

de l a  solución por u ltracen trifu g ació n ; no es fa c tib le  ya 

someterlos a operaciones de lavado (la s  cuales no parece 

que sean del todo necesarias) debido a sus pequeños tama­

ños (comprendidos entre aproximadamente 250 y aproximada­

mente 1 .000  Angstroms). Sin embargo, son separables por 

f i l tr a c ió n  a través de g e l .
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11

Se ha encontrado que, en ta le s  condiciones, pueden 

obtenerse liposomas que retienen de 500 a 2.000 unidades 

in ternacionales ( u . i . )  de heparina por mi de preparación de 

liposoma. Se recuerda aquí que pueden medirse estas cantide 

des, sometiendo las  preparaciones de liposoma que contiene 

heparina así obtenidas y separadas del medio en e l  que se 

formaron, a l a  acción de un detergente, dentro de un medio 

acuoso, y determinando l a  heparina liberada de los liposo­

mas en e l medio acuoso. Preferiblem ente, l a  composición 

del lípido in ic ia l  contiene también un agente estab ilizad o r, 

por ejemplo, c o le s te ro l. Si fu era  n ecesario , puede añadir­

se un agente a n fífilo  en l a  dispersión de lípido in ic ia l ,  

para hacer que lo s liposomas que se formen esten también 

cargados eléctricam ente. Los agentes adecuados incluyen e l  

fo sfato  de d ice tilo  o la  fo s ía tid il -s e r in a , s i  se desea 

una carga negativa, o l a  estearilam ina, s i  se desea una 

carga p o sitiv a .

Sin embargo, puede renunciarse a estos agentes an- 

f í f i l o s ,  como se verá en algunos de lo s  ejemplos sigu ientes, 

que se describirán  a continuación con fines de i lu s tr a r  adj 

cionalmente l a  invención, pero sin  lim ita rla  de ninguna ma 

ñ era.

Ejemplo 1 .

Una fase de líp id o , compuesta por lo s tre s  compo­

nentes le c i t i n a , co le s te ro l y fosfato  de d ic e t ilo , en una 

proporción molar de 7 :2 :1 ,  se preparo de l a  manera siguien  

t e .  En 5 mi de cloroformo, se disolvieron 26 mg .de l e c i t i ­

na, 4 ,4  mg de co le s te ro l y 3*11 Ng óe fo sfato  de d ic e tilo .

- La solución obtenida se evaporó hasta sequedad en un matraz
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1 He fondo redondo, a una temperatura de 37sc . Una vez que 

se hubo evaporado e l cloroformo, los constituyentes de fo s -  

folípido formaron una p elícu la  delgada sobre la s  paredes

5

10

15

del recip ien te  u tiliz a d o . Seguidamente, se disolvieron de 3 )  

a 50 mg de heparina en 5 mi de un tampón de fosfato 0,005  

M, a pH 7 ,2 ,  y l a  solución obtenida so introdujo en el mis 

mo re cip ie n te , bajo atmósfera de nitrógeno.

E l medio formado se dejó en reposo durante aproxi­

madamente una hora a l a  temperatura ambiente y, seguidamen 

t e ,  se sometió la  dispersión formada a la  acción de una r a  

diación u ltrasó n ica  (tratam iento u ltrasón ico) durante 10.. 

segundos, utilizando un aparato de tratam iento ultrasónico  

del tipo conocido bajo la  marca reg istrad a  ULTRASONIC, que 

funcionaba a 1 ,5  amperios, durante 20 segundos. La sonda 

del aparato de tratam iento u ltrasó n ico  estaba hecha de ace 

yo inoxidable normal, pero podría haber estado con stitu id a  

también por otros m ateriales ta le s  como ti ta n io . Un tr a ta ­

miento ultrasónico adicional durante un periodo que v a r ia -

20*

25

.30

ba entre 10 segundos y 20 minutos, no produjo ninguna modi­

ficació n  perceptible del contenido de heparina en lo s  lip o -  

s.omas finalmente obtenidos, t a l  como se' determinó en e l en 

sayo que se describe a continuación.

Después del tratam iento u ltrasó n ico , se dejó e l  me 

dio en reposo durante una hora a 4-4^0 y, seguidamente, se 

centrifugó durante 3 horas a 110,000  g .

- E l  precipitado obtenido se volvió a poner en sus­

pensión en e l mismo tampón de fo sfa to , y se centrifugo de 

nuevo durante 3 horas a 110,000 g . Se encontró, seguida­

mente, que l a  muestra de una parte a lícu o ta  del líquido so 

brenadante estaba lib re  de heparina. Seguidamente, e l p ie -

26117
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.cipitado obtenido se volvió a suspender en 0 ,3  di del tam 

pón de fo sfa to , y l a  suspensión obtenida que contenía 9 uní 

dades internacionales de heparina, se almacenó en f r ío ,  a 

una temperatura de 4-4SC, durante vario s meses.

Ejemplo 2 .

Se prepararon liposomas que contenían heparina, em

pleando e l mismo procedimiento del Ejemplo 1 , pero partien

do de lo s  siguientes reactiv o s :

L e citin á  ( le c i t in a  de yema de huevo

vendida por l a  compañía SIGMA, tip o  V . . . .  26 mg
(40 Ju moles)

C olesterol .................................................................. 4*4 mg
(1 1 ,4  /ü  moles)

Los liposomas así obtenidos tenían una carga neu­

t r a .

Ejemplo 3-

Se prepararon liposomas que contenían heparina, em 

pleando e l  procedimiento del Ejemplo 1 , pero partiendo de 

lo s siguientes reactiv o s :

í M o J a n A m .  13

L e c i t i n a .........................................  26 mg (40 Rimóles)

C o le s te r o l ................ ............. .. 4 ,4  mg (1 1 ,4  /umoles)

Estearilam ina (octadecilam ina) 1 ,53  mg (5 ,7  ^Aunóles) 

Estos liposomas tenían una carga p o sitiv a .

La oclusión e fe ctiv a  por lo s  liposomas, de una c ie r  

t a  cantidad de heparina se comprobó de l a  manera siguiente: 

Se añadieron 0 ,1  mi de l a  suspensión de liposoma a 

1 mi de plasma humano. Se midió e l tiempo de trombina, es­

tableciéndose de este modo una in e rc ia  to ta l  de e sta  sus­

pensión con respecto a l tiempo de trombina, en comparación 

con los resultados de los ensayos realizados con un te s tig o
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14

"constituido por una dosis de plasma humano.

Sin embargo, se encontró que cuando había sido in 

cubado previamente e l mismo volumen de la  suspensión de l i  

posoma, durante 30 minutos, en presencia de un volumen 

igual de una solución al 1% de un detergente del tip o  cono 

cido en e l comercio bajo el nombre de TRITON X100 (Rohm & 

Haas), adecuado para eliminar las envolturas de líp id o , au 

montaba e l tiempo de trombina. NI tiempo do trombina, que 

dependo de una heparinemia b iológica de un plasma te s tig o , 

se midió de acuerdo con el método de valoración de la  hopa 

rinem ia, ensayando e l periodo de trombina para una concen­

tració n  variable (RABY), Anuales d 'anesthesiologie fran -  

$aise , volumen 5) edición especial 1954) y con una est.anr 

dsrización modificada (RAEY, Coagulation IV, coagulation  

in trsv ascu laire  disséminée, Masson edition 1974, pagina 

183).
La cantidad medida fue de 1 ,8  unidades in tern acio­

nales para un volumen de 0 ,1  mi de l a  suspensión (lip o so -  

mas 4- detergentes). Los liposomas solos formaban una sola  

ción que no contenía ninguna heparina, no mostraban ningu 

na actividad en e l ensayo arrib a  mencionado, tanto  s i  

habían sido sometidos a la. acción de un detergente o no.

Ensayo do propiedades biológicas in vivo de los liposomas 

que contienen heparina:

Las propiedades de los liposomas que contienen he­

parina, se investigaron con muestras de sangre tomadas de 
conejos macho "Fauve de Bourgogne", a los que se había sd 

ministrado previamente, mediante alimentación forzada pro 

funda, u tilizando un c a té te r  gastroduodenal, 3)6  mi por co
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nejo de la s  suspensiones de liposoma en e l tampon d escrito  

en lo  que an teced e.(a  excepción del conejo considerado en 

l a  Tabla VI, e l  cual recib ió  10 mi, o un t o t a l  de 180 uni­

dades in tern acion ales, bajo las  mismas condiciones experi­

m entales). Se tomaron muestras de sangre en d iferentes tien  

pos, después de la-alim entación forzada -  después de 30 mi 

ñutos, una hora y 30 minutos, 3 horas y 30 minutos, 6 horas 

y 30 minutos, 24 horas, 28 horas, 30 horas y 48 horas. Se 

tobaron muestras sim ilares de conejos te s tig o , que habían 

sido alimentados previamente, de una manera forzada, sola  

mente con agua o con liposomas que no contenían heparina.

Las muestras fueron recogidas en tubos de 5 mi, 

que tenían paredes que repelían  e l agua (de m aterial Pías 

t i c o )  y e l  contenido de ión ca lc io  de la s  muestras se con 

v ir t ió  en quelato mediante la  adición de iones c i t r a t o .  En 

estas  condiciones, los factores* celulares^ sanguíneos y de 

contacto  de plasma, que son responsables de l a  in iciació n  

del proceso de coagulación, se activaron de una manera mí 

nima, de t a l  manera que las  diferentes muestras no eran ya 

capaces de coagular espontáneamente en ausencia de ca lcio  

ionizado.

E l principio del método u tiliz a d o , c o n s is tía  en 

comparar lo s períodos de coagulación medidos en la s  mues­

t r a s  bajo ensayo y en las  muestras te s tig o , después de 

r e c a lc i f ic a r  lo s  contenidos de lo s  tubos, mediante l a  adi­

ción de cloruro c a lc ic o , de acuerdo con l a  té cn ica  trombo- 

elastogr& fica (IBG) d e scrita  en "Biología des hemorragies 

et des thromboses", G. RABY, Masson, P arís  1966, páginas

30

26117
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"quido a l estado sólid o , de una preparación de sangre que 

experimenta coagulación. E l principio del método consiste  

en someter.un re cip ie n te , en e l  cual se ha introducido primíe 

ro l a  preparación a estu d iar, a un movimiento angular de os 

c ila c ió n , y en observar e l efecto de coagulación sobre un 

cilin d ro  suspondido al extremo de un h ilo  de to rsión  y que 

se sumerge en l a  preparación. Cuando empieza la  coagula­

ción , e l plasma contenido en e l recip ien te  comunica a l c i ­

lindro e l correspondiente movimiento o s c ila to rio .

La-coagulación se cronometra desde e l  instante-*!-.

( t  = o) en e l  cual se induce l a  activación  de lo s  facto res  

responsables de l a  coagulación mediante la  adición de iones 

Ca*^, en la s  condiciones indicadas arrib a.

En lo que sigue, "r"  es e l tiempo de inducción que 

precede a l a  in iciació n  efectiv a  de l a  coagulación; "ma" 

es l a  amplitud máxima de las  oscilaciones del c ilin d ro ; "k" 

es e l in tervalo de tiempo desde el momento en que e l  c i l in  

dro empieza a o sc ila r  y e l  momento en que l a  amplitud del 

movimiento re su lta  igual a l a  amplitud (20 milímetros) o c-

tenida en la s  mismas condiciones con un plasma exento de 

plaquetas, cuyo contenido de fibrinogeno es normal (3 a 4 

gramos por m il) .

E l "tiempo de coagulación to ta l"  de una prepara­

ción , e s tá  constituido por l a  suma de "r"  4- k".

La c in é tic a  de l a  coagulación se expresa por los  

parámetros "r"  y "r  4- k ", y la  dinámica de l a  coagulación  

por l a  amplitud máxima "ma" de las oscilacion es del c i l i n ­

dro.
Los resultados obtenidos se indican en las tablas  

I  a VI que corresponden a los ensayos que han sido r e a l iz a
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dos en las siguientes condiciones:

Tabla I  : Conejo te s tig o  alimentado a l a  fuerza  

con agua solamente;

/' Tabla I I  : Conejo te s tig o  alimentado a l a  fuerza  

con una suspensión de liposomas exenta de harina, en sus­

pensión en e l  mismo tampón;

..Tabla I I I  : Conejo alimentado a. l a  fu erza con l a  

suspensión de liposomas que contienen heparina, obtenidas 

eii e l  Ejemplo I  an terio r;

Tabla IV : Conejo alimentado a l a  fuerza con una 

suspensión de liposomas que contienen heparina procedente 

de o tra  tanda;

Tabla V : Conejo alimentado a l a  fuerza con una 

preparación de liposomas que contienen heparina procedente 

de una mezcla de v arias  tandas;

Tabla VI : Conejo alimentado a la  fuerza con una 

cantidad mayor de l a  preparación de liposomas (10 mi por 

c onej o) .

En estas tab las  se muestran los valores medidos de

lo s parámetros " r " ,  "k ", " r  4- k " , "ma" y TPI, siendo este

último parámetro e l índice de potencial trombodinámico ex
100 .mapresado por l a  re lació n  mxb , en l a  que mxb --------------*

' - k ***00 "MR
mxE = elasticid ad  máxima. Se puede re g is tra r  un "trombo-

elastograma" TBG, que permite apreciar visualmente lo s fe

nómenos inducidos.
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Se pueden efentuar la s  siguientes observaciones 

a l considerar estos resultados:

La alimentación forzada de los conejos, con -agua 

o con lipsomas exentos de heparina, no produce una modifi 

cación importante de los parámetros estudiados con e l pla¿. 

ma de estos conejos (Tablas I  y I I ) .

Sin embargo, so observó, en el caso de los cone­

jo s que habían recibido liposomas que contenían heparina 

en sus v e sícu la s , un claro  incremento de lo s  parámetros 

" r " , "k" y " r  4 k" (Tablas I I I ,  IV, V y V I). E l incrcmep. 

to  lle g a  a l  máximo en la  hora vein ticu atroava, mientras 

que l a  heparina administrada de acuerdo con técn icas ñor 

malizadas se elimina, como promedio, dentro de la s  cuatro  

horas que siguen a la  administración intravenosa, y den­

tro  de la s  12 horas que siguen a la  administración por v ía  

subcutánea.

E l efecto del parámetro " r  4 k" se observaba toda 

v ía  48 horas después de l a  adm inistración, lo que in d ica  

un efecto retardado muy in teresan te , inducido por l a  fo r ­

ma p a rticu la r  de l a  composición de l a  invención con l a  que 

se administró l a  heparina.

Estos resultados obtenidos con l a  composición de 

l a  invención, muestran siempre efectos en l a  misma d irec­

ción , a saber, un aumento de los parámetros " r " ,  "k" y 

" r  4 k ", de Ib que se deduce que lo s liposomas que contie  

nen heparina, administrada por v ía  o ra l, tienen constante 

mente una actividad sobre la  c in é tic a  de l a  coagulación.

Se observan efectos sim ilares, de una manera cons 

ta n te , en la s  ra ta s  también, a l adm inistrarles los lip o­

somas que contienen heparina, anteriormente mencionados.

26117
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Hoja núm. 25

Al u t i l i z a r  el mismo equipo de tratam iento u l tr a ­

sónico que en lo s  ejemplos an terio res, se pueden obtener 

liposomas más pequeños, más en p a rticu la r  li-posomas monda 

minares, que forman suspensiones ligeramente opalescentes 

e incluso c a s i  transparentes, por ejemplo, sometiendo, a 

tratam iento u ltrasón ico  una suspensión de entre 3 ,47  y 1 0 , < 

mg de líp id o s , ta le s  como fo sfo líp id o s, y entre 0 ,6  y 1 ,75  

mg de co le s te ro l por mi de solución acuosa, conteniendo 

ventajosamente entre 5 y 15 mg de heparina (o entre 900 y 

2 .7 0 0  unidades internacionales de heparina) bajo una inten  

sidad de corrien te  comprendida entre 3 y 8 amperios, duran 

te  un periodo comprendido entre 30 minutos y 2 horas.

Ejemplo IV

Varias muestras de líp id o s , cada una de las  cuales 

estaba formada por 104 mg de fosfolípidos EPL -  NATTBRMAN 

y 17 ,6  mg de co le s te ro l, so disolvieron en 5 mi de clo ro ­

formo. Las soluciones se evaporaron seguidamente, bajo va  

c ío , a 379C, en un evaporador ro ta to r io , formándose de es 

te  modo delgadas p elícu las de líp id os sobre la s  paredes de 

lo s correspondientes recip ien tes o matraces de v id rio .

En los recip ien tes se añadieron diferentes solu­

ciones que contenían 50, 100 y 200 mg de heparina re sp e cti  

vamente, d isu eltos en 5 mi de una solución de cloruro sódi 

co 0 ,1 5  M, y cuentas de v id rio . Las soluciones se sometie 

ron a agitación en agitadores VORTEX, bajo una atmósfera 

de nitrógeno, con lo  que los lípidos que estaban adheridos 

a las  paredes de vidrio  de recip ien tes se desprendieron de 

e lla s  y se consiguió que formaran liposomas.
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Se recogieron los contenidos de los recip ien tes en 

forma de suspensiones lechosas; los liposomas que quedaban 

todavía retenidos en e l  re cip ie n te , se recogieron con dos 

volúmenes sucesivos de una solución de cloruro sódico 0 ,15  

y la s  suspensiones recogidas se almacenaron reunidas, 

finalm ente, para proporcionar un volumen f in a l de 15 mi. 

E ste  último se dejó en reposo durante una hora a l a  tempe 

ra tu ra  ambiente y, seguidamente, se sometió a tratam iento  

ultrasónico durante periodos variab les de tiempo, que os­

cilaban entre. 2 y 120 minutos ( 2 ; 5 ; 8 ; 1 0 ; 1 3 ; 25 ; 60; 90 

y. 120 minutos, respectivam ente), bajo intensidades de co­

rrie n te  comprendidas entre 1 ,5  y 8 amperios.

En l a  to talid ad  de estos ensayos, se obtuvieren f i  

nalmente suspensiones coloidales de liposomas, su stan cial -  

mente tran slú cid as.

EJEMPLO V

Se obtuvieron resultados particularm ente buenos, 

operando de l a  manera siguiente:

104 mg de lípidos EPL (NATTERMAN) y 17 ,6  mg de co 

le s te ro l  (SIS4A .de E .E .U .U ,) se disolvieron en 5 mi de cío  

roformo, en un recip ien te de v id rio , y se evaporaron bajo 

vacío a 3 7 sc . A los recip ien tes se añadieron unas pocas 

cuentas de vidrio y 5 mi de una solución de cloruro sódico 

0 ,15  M, que contenía 200 mg de heparina, con una concentra  

ción de 182 unidades intem acionales/m g. E l contenido de 

este último se sometió a agitación bajo una atmósfera de 

nitrógeno, en un agitador VORTEX, h asta  que todos los fos 

folíp idos que estaban adheridos a la s  paredes del recipien  

te  de v id rio , quedaron en suspensión en la  solución acuosa
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.de heparina.

Seguidamente, se recogió la  suspensión de líp id o s , 

y los liposomas que quedaban en e l recip ien te  se recogie­

ron, dos v eces, con un volumen de 5- mi de una solución de 

cloruro sódico 0 ,15  M. Después de reunir l a  suspensión, los  

liposomas se suspendieron seguidamente en 15 mi de una so­

lución de cloruro sódico 0 ,15  M. Los liposomas suspendidos 

se dejaron en reposo durante una hora, y se tra ta ro n  con 

ultrasonidos durante 90 minutos, a 4 amperios.

 ̂ Seguidamente, l a  solución se centrifugó a 10.000 g 

durante 10 minutos. La suspensión recogida se administró 

como t a l  a r a ta s , en los ensayos mencionados en lo que s i ­

gue.

Ratas macho Y/istar, que tenían un peso medio ¿é 

195 g (220  a 400 g) se alimentaron con l a  preparación de l i  

posomas del ejemplo precedente, en d iferentes proporciones, 

h asta  15.000 unidades internacionales/kg de peso de cuerpo, 

durante periodos de tiempo variab les entre un día y 9 d ías. 

Se tomaron muestras de sangre a l cabo de 1 a 48 horas des­

pués de la  últim a alimentación.

Bajo la s  condiciones experimentales u tiliz a d a s  y a 

pesar de las variaciones individuales que pueden observar­

se , se encontró que varios de los parámetros convencional­

mente u tilizad o s para determinar los índices de coagulabi- 

lidad de una muestra de sangre o plasma, es d ecir tiempo de 

trombina, tiempo de Howell, tiempo de ce fa lin a -ca o lín , así 

como los fenómenos trom boelastográficos, eran todos olios  

modificados h acia  una reducción de l a  capacidad de coagula 

ción de las muestras de plasma o sangre ensayadas. Se en­

contró , más en p a rticu la r , que l a  adm inistración de 15.000
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junidades internacionales/kg de peso del cuerpo, daban como 

resultado una completa ausencia de coagulabilidad de la  

sangre de algunas de la s  ra ta s  que recib ieron  e sta  dosis,

mientras que l a  alimentación de las ra ta s  de co n tro l con
/

25.000  unidades internacionales por animal, con una solu­

ción acuosa de l a  s a l de ca lc io  o heparina o con una solu 

ción de 22.500 unidades internacionales por animal de la  

s a l sódica de heparina, no inducían ningún efecto importan 

te  sobre su coagulabilidad sanguínea, en condiciones simi­

la r e s .

En otro ensayo, se alimentaron ratones Swiss con 

0 ,5  mi de l a  suspensión del Ejemplo 5 , y lo s  controles re  

cib ieron , por l a  misma v ía , 0 ,5  mi de agua o de una solu­

ción acuosa que contenía 1.200  unidades internacionales de 

l a  sa l sódica de heparina.

Una hora después, se sangraron los ratones al. n i­

v e l de l a  co la .

Mientras que en los controles que recib ieron  agua, 

los tiempos de sangría oscilaron entre 2 ,5  y 12 minutos, 

y en aquellos de lo s ratones que habían recibido l a  solu­

ción acuosa de l a  sa l sódica de heparina, de 3 a 8 minutos, 

el tiempo de sangría de los ratones tratad os con los lip o -  

somas que contenían heparina, oscilaba entre 21 y 25 minu­

to s (a  excepción de un ratón , en e l que este  tiempo de san 

g ría  fue de 9 minutos).

En l a  to talid ad  de lo s ensayos precedentes, l a  a l i  

mentación de los animales se efectuó por alimentación fo r  

z.ada gastro-duodenal, profunda y rep etid a.

Se ha encontrado también un incremento adicional 

de la  prolongación del tiempo de trombina en la s  r a ta s , en
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.comparación con lo s co n tro les , 18 horas después de que

hubieran recibido una inyección de liposomas que contenían
/

heparina, de acuerdo con l a  invención. Esto muestra e l t i ­

po de acción retardada que son capaces de inducir in vivo, 

los liposomas que contienen heparina de l a  invención.

Los lip.osomas que contienen heparina son u t i l i z a -  

bles como heparina para l a  regulación de l a  coagulabilidad  

de l a  sangre, en p a rticu la r  para ev itar hipereoagulabilida  

des del tipo  que se encuentran, por ejemplo, en pacientes 

que sufren de trastorn os v ascu lares, venosos o trom bolíti 

eos.

E l uso de liposomas que contienen heparina es par­

ticularm ente deseable en lo s  tratam ientos a base de hepari 

na, que implican su administración por v ías d istin ta s  de la 

p aren teral, por ejemplo, por v ías oral o r e c t a l ,  o también 

en forma de ungüentos, e tc .

La invención concierne también a la s  composiciones 

farm acéuticas que contienen ta le s  liposomas que contienen 

heparina, asociados con vehículos farm acéuticos.

Estos se re fie re n  en p a rticu la r  a composiciones ad 

m inistrables por v ía  o ra l, en una forma que permite que los 

liposomas que contienen heparina, traspasen l a  b arrera  gas 

t r i c a  sin  d eterio ro . Por ejemplo, los liposomas que contie  

nen heparina se incorporan en composiciones farm acéuticas 

re sis te n te s  a l  medio g á s tr ic o , junto con un vehículo apro­

piado para su administración o ral, que permite que e l  prin  

cipio activ o  sea liberado solamente en e l duodeno. Ventajeo 

sámente, lo s liposomas que contienen heparina, se configu­

ran en forma de cápsulas re sis te n te s  a l medio g á s trico , 

por ejemplo, del tip o  producido por SHERER, conteniendo ca



_da cápsula do 20 a 500 unidades internacionales de hepari- 

na.

Los liposomas que contienen hoparina dentro de sus 

v e sícu la s , pueden ser puestos también en suspensión en un 

vehículo inyectable. Un ejemplo ventajoso de una prepara­

ción destinada a una perfusión continua, comprende el pro­

ducto de liposoma f in a l , preparado de una manera e s t é r i l ,  

suspendido en una solución iso tó n ica  y distribuido en am­

pollas o fra s c o s , en volúmenes de 1 a 10 mi, que contienen 

de 100 a 20.000  unidades internacionaJ.es de heparina.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invención propia y nueva que se pre. 

sentan para que sean objeto ¿e esta  so licitu d  de Patente 

de Invención en España, por "VEINTE años, son los que se re  

cogen en las  reivindicaciones siguientes:

1§ U n  procedimiento para preparar liposomas coi 

heparina dentro o sobre las vesículas de lípido de dichos 

liposomas, que comprende someter una dispersión de lípidos  

formadores de liposomas, dentro de una solución de hepari­

na, a ag itació n  o radiación u ltrasó n ica  hasta que se formeD 

liposomas que retengan una parte por lo  menos de lá  hepari­

na inicialm ente contenida en la  solución acuosa.

2 § .-  Un procedimiento según la  reivindicación  IB, 

en e l  que se hace uso de lípidos constituidos por lípidos  

no tó x ico s , fisiológicam ente aceptables y m etabolizables.

3 8 . -  Un procedimiento según la  reivindicación  28 , 

en e l  que los lípidos u tilizad o s son fo sfo líp id o s.

4.8 . -  Un procedimiento según la  reivin dicación  28 , 

en e l  que los lípidos u tilizad o s se seleccionan del grupo 

consistente en plasmalógenos, gangliósidos, esfingolípidos, 

fo sfo g licérid o s, fosfonolípidos, ufasomas, compuestos mono 

acilados que comprenden cadenas derivadas de ácidos grasos 

que tienen por lo  menos 8 átomos de carbono, y detergentes 

no tó x ic o s , aniónicos y ca tió n ico s , farmacéuticamente ace¿  

ta b le s .

5 3 .-  Un procedimiento según cualquiera de la s  

reivindicaciones 28 a 43, que comprende u t i l iz a r  lípidos  

que incluyen cadenas de ácidos grasos no saturados.
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6 3 .-  Un procedimiento según la  reivindicación  58, 

en e l  que los lipidos u tilizad os comprenden cadenas de á c i­

do graso derivadas de los ácidos grasos esen ciales .

7 3 .-  Un procedimiento según la  reivindicación  3^¡ 

en e l que los fosfolípidos u tilizad os comprenden, por lo  

menos en p arte , fo s fa tid ilco lin a s , de las cu ales , por lo  

menos uno de los grupos a c ilo  graso procede de un ácido 

graso no saturado. ........

8§ . -  Un procedimiento según la  reivindicación*?^, 

en e l  que los grupos a c ilo  de dichas fo sfa tid ilco lin a s  se 

derivan de ácidos grasos esen ciales.

9 § .-  Un procedimiento según una cualquiera de 

la s  reivindicaciones 13 a 83, en e l  que la  heparina compren 

de componentes que tienen pesos moleculares comprendidos 

entre aproximadamente 6.000  y aproximadamente 2 0 . 000 .

1 0 3 .-  Un procedimiento según la  reivindicación  

9 8 , en e l  que la  heparina comprende una proporción p rin ci­

pal de especies de heparina, que tienen un peso molecular 

comprendido entre aproximadamente 10.000  y 15*000.

l i a . -  un procedimiento según una cualquiera de 

jtap reivindicaciones 18 a 108, que comprende formar dichos 

liposomas en un medio exento de agentes a n f íf ilo s .

1 2 8 .-  Un procedimiento según una cualquiera de 

la s  reivindicaciones 18 a l i a ,  en e l  que la  solución acuo­

sa es iso tó n ica .

138 . -  Un procedimiento según una cualquiera de 

la s  reivindicaciones la a 128,  que comprende recuperar los  

liposomás que contienen la  heparina retenida en e llo s  o 

sohre e llo s  desde e l medio de dispersión liquido.

I 48 . -  UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR LIPOSOMAS.

08088
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Tsl y cono se ha. d escrito  en l a  Menoría que ante* 

[cede y con los fines que se han especificad o.

E sta  Memoria consta de tre in ta  y tre s  hojas es­

c r i t a s  a máquina por una sola c a ra .
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