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gdministran por via intrevenosa, 1o que hace necesario re

i

toJa nfim.

Esta invencidén se refiere a nuevas composiciones -
farmecéuticas, que comtienen heparina, y a un procedimien
+0 para obtener tales composiciones. Concierne, ademas, a
aguellas composiciones capaces de ser administradas no sQ
lemente por las vias usadas hasta ahore con las composicig)
nes comvencionales de heparina, sino teambién por otras
vias. _

_ La heparina es muy conocidz y ampliamente utiliza
de como medicemente; o producto farmacéutico, debido a sus
notebles propiedades anticoagulantes. Sin embargo, hasta
ghora, no ha sido préctice la sdministracitn de hepariﬁa
& pecientes, por otra vie distinta de la parenteral. Ia
perfusidén continua o las inyecciones intravenosas o suben
téneas, son-los pétodos de sdministracidn usualmente em-—
pleedos.

Adembs, €1 periodo de activided de las.dosis de hgl
perina edministradas en las composiciones convencionales,

son generalmente muy cortos, mas en particulsr cuando s¢

petir muy frecuentemente la administracidn, en particular
la inyeccidn, por lo menos d0s veces &l aia.

Es sabido que se han emprendido ya investigaciones
con vistas a producir preperaciones de heparina que puedan
ser sdministradas bien sea por otra via distinta de la pa-
renteral, y especialmente por via oral, o si la administrg
cidn' es por vie parenteral, tengen prolongados periodos de
actiﬁidad, que permiten reducir la frecuencia de las inyeg
ciones. Sin embergo, hasta shora las investigaciones no
han tenido &xito en encontrar un medio de eadministrar hepg

rina que permite un tratemiento e largo plazo con una acti
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~ vidad més prolongada que los convencionalmente utilizados.

proporcionar preperaciones a base de heparing, cuyea acti-

un medio ecuoso, estando una parte del medio scuoso a par

n

Io)jn ninn,

Esta invencidn intenta remediar, por 10 menos en
parte, estas desventajas de las composiciones convencionsg
1és .

El objeto de la invencidn es, més en perticuler,

vided anticosgulente sea capez de ponerse de menifiesto
por 1o menos en parte, incluso cuando se administra por
vHa oral.

Ofro'objeto do la invencibn es proporcionar agua-
llas prepareciones de heparine que, cuando se administran
por via parentersel, poseen duraciones de accidn prolonga-
das.

Ta preparacidn de la invencilOn consiste esenmcial-~
mente en liposomas con heperina retenida en ellos © sobre
ellos.

Ta invencidn se refiere, edemas, a dispersiones de

liposomas de este tipo, en un liguido, particularmente en
un vehiculo acuoso. Tembién se refiere a composiciones Zar]
mecéduticas que contienen dicha preperacién o dispersioncs
asociadas, siempre gue sea necesario, ‘a un vehiculo farms
cbutico gque permita su administracidn.

Se han descrito ya liposomas preparados a partir
de fosfolipidos, o a partir de algunas otras sustancias
1ipides o materiales grasos hidréfobos. Los liposomas es-—
tén constituidos por cristales de lipidos hidratados, ge-
neraimente de una sola capa 0 de capas miltiples (o mono-

laminares o multilamineres) dispersados 0 dispersables en

tir del oual se produjeoron los cristales, ocluide en las




4 e e

[

10

15

20

25

30

26217

4

tlcja. nGm. 3

™ vesiculas formadas, como resuitado de la capacidad de sus
1ipidos o maberiales greasos de experimentsr "hinchamiento
en un medic acuoso, especialmente bajo el efec%o de una
agitecidn o de una radicacidn wltrasdénica. Egtos liposo-
mas pueden describirse también como constituidos por una

o una serie de bicepas concéntricss de los lipidos, alter
_nando con compertimientos acuosos. Cuando la solucidn acug)
.sa a partir de la cual se formeben los iiposomas es, 0 con
tiene, una solucién;de heparing, entonces una parte de es-
%o solucibn de heparina es retenida por y en 1os intersii-
cios de los liposomas, pera formar las composiciones de.
esta invencidn. |

Se ha encontrado gue tales liposomas, Yreparaios
a partir de lipidos fisiolégicamente aceptablss y forﬁados
dentro de una solucidn escuosa de heparina, tienden e pro-
ducir in vivo ciertos efectos bioldgicos caracteristicos
de la ectividad anticoegulante y de otras actividades usug
les de le heparina, cuando se administran a sujetos por
via oral o rectal.

Se ha encontrado, ademés, que las dispersiones ip
yectebles formedas con las preparacionés'de acusrdo con
la invencidn, son capaces, en relacidn con su contenido de
1{pidos, de inducir una accidn de tipo retardado, al ser
administradas por via intravenosa.

Ta invencidn proporciona también un procedimiento
para preparar liposomas que retienen heparina, el cual pro
cediﬁiento comprende someter una dispersidn de lipidos fi
sioldgicamente aceptables, del tipo capaz de formar lipo-
somas, preferiblemente fosfolipidos, en una solucidn de

heparina, preferiblemente una solucidn ecuosa, a una agi
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| tecidn o, preferiblemente, & la eccidn ultrasdnica(o tra-

tamiento ultrasdénico) hasta que se formen liposomas que re
tienen una perte por 1o menos de le heparina contenida ini
cialmente en la solucidn -acuosa.

Le heparina utilizada en esta invencidn puede ser,
particularmente, cualquier heparina Wtil en terapia. Puede
ger utilizada, por ejemplo, en su forma dcida, o en forma
de una sal formada con uno o mas cationes metalicos, tales
como sodio, caleio o megnesio. Se puede ubtilizar cualquier
otro tipo de preparscidn de heparina adecuada eﬁ la tera-
pia. '

Con la dnice finalidad de ilustrar los tipos de he
perina que pueden ser utilizados con ventaje, entendiéndo-
se que tales indicaciones no deben ser consideradas ccmo
un intento de limiter el alcence de la presente invencidn,
podria afirmerse que las. heparinas que tienen pesos mole-
culares comprendidos entre aproximadaménte 6.000 y aproxi
mademente 30.000 y que tlenen concentraciones de aproxima
demente 150 a aproximadamente 250 unidades internacione-
les por mg (ui/mg) de heparina} pueden utilizarse con ven
teja. Teles heparinas, que compreaden une gren proporcidn
de especies de heperina, que tienen pesos moleculares com
prendidos entre 10.000 y 15.000, y que tienen una concen-
tracidn dentro del margen anterior, hen sido utilizades en
los ejemplos que se describirén seguidamente.

) Evidentemente, puede recurrirse a otras especies
de heparina, en particular a aquellas que tienen un peso
moleculer bien sea superior 0 bien sea inferior a cuales-
quiera de los limites superior e inferior respectivamente

del margen indicado anteriormente a modo de ejemplo, para
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la preparacién_de un 1iﬁosoma de acuerdo con la invencidn.
En lo que respecta a los lipidos, debe afirmerse

qué puede ser utilizado, adecuadamente, cualquier lipido |}
no’ tbxico, fisioldgicamente aceptable y metsbolizeble, ca
paz de formar liposomas, para la reslizacién de la inven=-
cibn. ' , ’ '

' Los fosfolipidos formen una importante clase de di

chos lipidos adecuados, més en particular (sungue no exclu

sivemente), los fosfolipidos que tienen la férmula

(0]
: ]
381, -0-P-O-R°
2
0 OH
|
~€-0=-%CH
R,~C-0-"CE
R "C"'O"i H2
1 “
0

en la que R1 y R deriven de &cidos grasos, por ejemplo,
de agquédllos que Eontienen de 14 a 22 y, preferiblemente,
desde 18 a 20 Atomos de carbono, y R es parte de un gru—~
po éster, el cﬁal, en los casos preféridos, es aguél que
resulta de la esterificacidn del grupo fosforilo de dicho
fosfolipido, por un aminoalcohol, ftal como coliné (hidrd-
xido de 2-hidroxietiltrimetilamonio), etanolamina, serina,
ete, 0 por un derivéﬁo de azdcar, gque contenga una funcidn
0l, tal como inosita, por ejemplo.

Otros lipidos mis o menos estrechemente relaciona~-
dos con los fosfolipidos y cepaces de formar liposomas, son
también adecuados para la invencidn. Entre éstos, se cita-
rian, de una manera no limitsativa, particﬁlarmente, los

plasmaldgenos, ganglidsidos, esfingolipidos, fosfoglic éri-
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dog, fosfonolipidos (particularmente aguéllos que difieren
de los fosfolipidos de la férmule enterior em que un grupo

L
'*CH2—0H24NH3 sustituye el grupo —0R3. ("LIPID BIOCHEMISTRY

{An introduction®, M.I. GURR y A.T. JAUES, 28 edicidn, 1975,

Chepman end Hell, Londres).
Otros ejemplos de 1lipidos utilizebles, son aquellos

formedos por Acidos grasos que contienen lergas cadenas hi-

_larocerbonadas no saturadas, telés como los designados como

_|Pufasomas" y descritos por GEBICKI y HICKS; Chenmistry and

Physics of Lipids, 1976, volumen 16, péginas 142 a 160; ¢
por compuestos monoecilados, que comprenden cadenas defivé
das de &cidos grasos que ticnen 8 o mds Atomos de carbono,
asi como detergentes no tdxicos, anidnicos y catiénipos,.'
fermacduticamente aceptebles, todos ellos del tipo deserite
por W. R. HARGRIAVSS y Do Wo DIAMIR "COKTBRENCE OW LIPOSO-
KBS AND THSIR USSS IN BIOLOGY AND MEDECINE®, Septbiembre
14-16, 1977, Few York Academy of Sciences, etc.

Tes clases preferidas de lipidos, entre ellos lce
fosfolipidos, para ser utilizados en le presente inyencidn,
son aquéllos que contiencn cadenas de écidos grasos no sa-
turados, teles como los que comprenden de'18 g 20 étomos de
carbono y por 1o menos un enlace no geturado. Ejemplos de
estos &cidos no saturedos, son el écido oleico o, incluso
nés preferiblemente, los denominados ngeidos grasos esen-
ciales", es decir, principalmente el 4dcido linoleico o el
4eido-1inolénico. En paerticuler, los fosfolipidos preferi-
dos son sauéllos en 1los que por lo menos uno de 1os dos gru
pos anﬁériores R1 y Rz, derivan de por 1o menos uno de 10s
ndeidos grasos esenciales" anberiormente mencionados.

Fosfolipidos representativos de esta clase preferi

b
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da, son las fosfaii@ilcolinas, de las cuales poOr 1o menos
uvno de 1los grupos acilo grasos procede Ge un éeido graso no
saturado, preferiblemente de uno de dichos "écidos esencia
{les". Un ejemplo,de tales fosfolipidos preferidos, es la
1,2-dilinoleil~fosfatidilcolina.
| Més generalmente, se puede hacer referencia, para
la seleccidn de los fosfolipidos adecuados, a la obra
#PHO SPHATIDYLCHOLINES-BIOCHEKMIC AL AND CLINICAL ASPECTS OF
ESSENTIAT PHOSPHOLIPIﬁS" de H. PEELERS - Springer Verlag,
Berlin - Héidelberg - New York, 1976%.

En el comercio pueden adquirirse composiciones de
fosfolipidos pearticularmente adecuedas, de este tipo. Entre
éstas, se pueden citer les conocidas en ol comercio como,
por ejemplo, fosfolipidos de yema de lmevo .V-E (Sigma), o
les composicicnes de "fosfolipidos esenciales" naturales,
formades por fosfatidilcolinas esterificedes por &cidos gra
s08, una proporcién principal de los cuales comprende =nlg
ces monoinsaturados o, preferiblemente, poliinsamuradds, en
particular 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosforilcolinas de dei-
dos gresos en su meyorie insaturados, tales como los que
se extraen de las semillas de soja, tales como la composi-
cién denominada de fosfolipido EPL, producide por NATTERMAN
(Alemeanisa) .

Las prepareciones de liposoma que contienen hepari
na ssi obtenidas, poseen propiedsdes bioldgices de 1o més
interesentes, particularmente de induccidn de propiedades
anticdagulantes in vivo, incluso cuando se administran por
via orel. También inducen una sccibn anticozgulente de ti-
po retardedo.

Estas preparaciones de liposoma que contiehnen hepa
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rina, que se formen & pertir de lipidos, més en particular

de fosfolipidos que tienen cadenas de Acidos grasos no sa-
turados, dérivadqs ventajosanente de dcidos grasos esencia
les, son de un interés perticular debido e las propiededes
terapbuticas complementarias de dichos fosfolipidos propig

mente dichos, que son de una compatibilided particular (fre

| cuentemente, una perticularmente desegble) con las de la

heperina.

.50 sghe, més en.perticular, que las fosfatidilcoli
nas poseen, entre otras propiedades terapéutices valloma,.
une eccidn protectora contra los procesos o fenbémenos a%e-
romatosos degenerativos, de reducir la permeabilidad qapl~
lar y la tonicidad venosa, de eviter la formacidn de 1oﬁbé
0 depbsitos en el sistema capilar, y de disminuir la hiper
edhesividad e hiperagregebilidad de 1as_plaquetas.

Ademés, son capeaces de agtuar favorsblemente sobre
los excesos de lipidds nepéticos (esteatosis hepética) y,

més en general, de resteurar un equilibrio epropiedo entre

_grasas no saturedas y saturadas, en cuanto a que estas ul~-

times estén frecuentomente en exceso en el organismo de
aquellos pacientes que adolecen de trastornos vasculares ©
cardiovasculares. l

Para realizar el procedimiento de ecuerdo con la ip)
vencidn, se puede recurrir a una tecnologia y equipo con-
vencionales. Esto se aplica en particular al uso del tra-

tamiento ultrasdénico, gque puede ser realizado, por ejemplo,

con el equipo que comprende sondas metélicas introducidas

en la dispersién que ha de ser sometida al tratamiento ul

trasonlco.
Le naturaleza y temafio finales de las vesiculas de
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—fosfolipidos, dependerd, como es bien sebido, del tiempo y
de le intensidad dol tratamiento ultrasénico, del tipo de

1ipidos utilizado, de la concentracidn idnica del medio,

se puede haccr referencia, por ejemplo, al capitulo IV de
la obra METHODS IN,CELL BIOLOGY editado por David M. Pres-
cott, volumen XIV, 1976, Academic Press, New York, pagina
33- | |

i Ventajosamente, la dispersidn inicial se obtiene a
partir de ﬁna'pelicula delgada de lipido formada en el xe-
cipiente que se pretende que contenga el producto final,
obteniéndose preferiblemente esta peliculs delgada, medien
te le introduccidén de una solucidn de los lipidos aproéia—
dos, en el recipiente &, seguildenente, evaporacién del di-
golvente desde éste. .

Seguidamente, 1la solucidn de heperina puede ser ig
troducida en el recipiente, formindose asi una dispersiin
de los lipidos en la solucidn de heparina, por agitacion,
pudiéndose someter seguidemente a una radiscitn wltraséuni-
ce, para obitener el resultado arriba indicado.

En una primera etapa, se forma una suspensién de 1il
posomas hinchados, que tiene un aspecto lechoso, cuyos li-
posomas se considera entonces que egtén formados esencial-—
mente por une serie de capas dobles de lipidos concéntri-
cas, alternsndo con compartimientos acuosos en los cuales
estd retenida la heparina.

 Tos liposomes asi obtenidos pueden separarse del
medio ascuos0, por ejemplo, por centrifugacidn. Los liposo-
mes contenidos en el sedimento pueden ser lavedos segulde-

mente, si se desea, de tal manera que se elimine cualguier
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“sustancia sctiva no incorporade en los liposomas. A conti-
nuacidn, los liposomas pueden recogerse en un tampén, y al

macenarse, desesblemente en frio y, preferiblemente, & una

ra,.son'estables durante prolongados periodos de tiempo.

Sin embargo, se ha encontrado que pueden obtenerse
liposomas que retienen centidades de heparina incluso mayo
res, controlando y prolongando las condlciones de agitaciém
particulermente el traﬁamiento ultresénico, de tal modo que
se obtienen liposomas mas pequeiios, particulermente vesicu
las monolaminares, dentro de le solucibén acuosa de hepari-
na de partida. __:

Esto puede conseguirse por un tratamiento ultrasd-
nico prolorgzdo, si es necesario bajo intensidades de com
rriente eléectrica més altas que en ¢l primer caso.

En particular, se puede confiar en el aspecto de
la suspensidén que se obtiene después del tratamiento ultrg
sbnico, pera reconccer sl los liposomas estéan formados.
esencialmente por vesiculas monolaminares o no. En lugar
del aspecto de suspensidn lechosa a que den Juger los li-
posomas muwltileminares, los liposomas moﬁolaminafes dan lu
ger & suspensiones coloidales ligeramente cpalescentes 0
simplemente trensparentes.

Los liposomas asi formados no pieden separarse ya
de la solucidn por ultracentrifugacibn; no es factible ya
someterlos a operaciones de lavado (las cuales no parece
que séan del todo necesarias) debido a sus pequefios tama-
fios (coﬁprendidOs entre gproximademente 250 y aproximada-
mente 1.000 Angstroms). Sin embargo, son separables por

filtracidn a través de gel.
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- Se ha encontrazdo que, en tales condiciones, pueden
obtenerse liposomeas qué retienen de 500 a 2.0C0 unideades
internacionales (u.i.) de heparina por ml de preparacidn de
liposoma. Se recuerda aqui que pueden medirse estas cantidg
' des, somciiendo las preparaciones de liposoms que contiene
heparina asi obtenides y separadas del medio en el que se
formeron, & la accibn de un detergente, dentro de un medio
‘acuwoso, y determinando la heparina liberada de los liposo-
mss en el medio acuoso. Preferiblemente, la composicidn
del lipido-inicial conmtiene teambién un.agenfe estabilizadoy
por ejemplo, colesterol. 5i fuera necesario, puede aﬁad@r;
se un sgente enfifilo en la dispersién de lipido inicial,
pera hacer que los liposomas que se formen estén tambidén
cargados eléctricamente. Los agentes adecuados incluyéﬁ él
fosfato de dicetilo o 1a7f0sfatidil—serina, si se desea
una carge negativa, o la estearilamina, si se desea un2
carga positiva.

sin embergo, puede renunciarse a estos agentes an-—
£{filos, como se vera en algunos de 1os ejemplos siguienies
que se describirfn a continuacidn con fines de ilustrer adi
cionalmenise la invencidn, pero sin 1imitarla de ninguna ma

neras

Ejemplo L.

- Una fase de 1ipido, compueste pof los tres compo-
nentes lecitina, colesterol y fosfato de dicetilo, en una
proporcidn molar de T:2:1, se prepard de la manera siguien
te. Bn 5 ml de cloroformo, se disolvieron 26 mg.de leciti~
na, 4,4 mg de colesterol y 3,11 mg de fosfato de dicetilo.

Ta solucién obtenida se evapord hasta sequeded en un matraz
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de fondo redondo, a una temperatura de 372C. Una vez que
se hubo evaporado el cloroformo, 1los constituyenteé de foa-

folipido formeron una pelicula delgada sobre las paredes

{del recipiente uwtilizado. Seguidamente, se disolvieron de 3

8 50 mg de heperina en 5 ml de un tampén de fosfato 0,005
M, a PH 7,2, y la solucibn obtenida se introdujo en el mig
mo recipiente, bajo atmbsfers de nitrogeno.

El.medio formado gse dejd en reposo durante eproxi-
madgmente una hora & ia temperatura ambiente y, seguldamen
te, so sométié la dispersién formada a la accidn de una rg
discidn ultrasénica (tratemiento ultrasdnico) durante 10
gegundos, utilizendo un eperato de tratamiento ultrasénico
del tipo conocido bajo la marcea registrada ULTRASONIC, que
funcioneba a 1,5 emperios, durante 20 segundos. La sonda
del aparato de tratamiento wltrasénico esteba hecha de acg
10 inoxidable normal, pero podria haber estado constituida
tembién por otros materisles tales como titanio. Un trate-~
miento ultrasénico sdicional durante un periodo que vériar
ba entre 10 seggndos y 20 minutos, no produjo ninguna modi-
ficecidn perceptiﬁle del contenido de heparine en los lipo-
somas finalmente obtenidos, tal como s& determind en el en
seyo que se deseribe a combinuacidn.

Despuds del tratemiento ultrasbénico, se dejbd el me
dio en reposo durente una hora a +42C ¥, seguidamente, se
centrifugd durante 3 horas a 110,000 g.

E1l precipitado obtenido se volvié a poner en sus-
pensién en el mismo tampén de fosfato, y se centrifugd de
muevo durante 3 horas a 110,000 g. Se encontrd, seguida-
nente, gue la muestra de una perte allcuote del 1liquido so

brenadente estaba libre de heparina. Seguidamente, el pre-
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| pleendo el mismo procedimiento del Ejemplo 1, pero partien
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pbn de Tosfato, y la suspensidn obtenida que contenia 9 unil
dades internacionales de heparina, se almacend en frio, a

una temperatura de +42C, durante varios meses.

Eijemplo 2.
Se preperaron liposomas que contenien heparina, em

do de los siguientes regctivos:
Leciting (leciting de yema de huevo

vendide por le compaiiis SIGMA, tipo V .... 26 mg
(40 moles)

Colesterol 6 5 0603 5 &85 5 080NN e e Ot (’l
- 114/um01o£)
Los liposomas asi obtenidos tenian una carga neu-

tra.

EBjemplo 3.

Se prepararoﬁ liposomas que contenian heparina, em
pleando el procedimiento del Ejemplo 1, pero partienda de
los siguientes regctivos:

1eCiting eceseeescsasesacsss 26 mg (40 /umoles)
C0LeSHEYO0L eecescnnsvccssses 4yt mg (11,4 fomoles)
.Bstearilamina (octadecilamina) 1,53 mg (5,7 /umoles)

Estos liposomas tenign una carga positiva.

La oclusidén efectiva por los liposomes, de una ciex|
ta cantidad de heparina se comprobd de la manere siguiente:

Se afiadieron 0,1 ml de 1a suspensidn de liposome &
1 ml de plasme humano. Se midid el tiempo de trombina, es~
tebleciéndose de este modo una inercia totel de esta sus-
pensidn con respecto al tiempo de trombina, en comparacion

con Los resultados -de los enseyos realizedos con un testigo
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—constitufido por una dosis de plasme humanoc.

Sin embargo, se encontrd gue cuando habile sido in
cubado previemente ol mismo volumen de la suspensién de 1i
posonmg, durante 50 minutos, en pregencie de un volumen
iguel de una solucidn al 1% de un detergente del tipo cono
cido en el comercio bajo el nombre de TRITON X100 (Rohm &

Heas), adecuado pera eliminsr les emvoltures de lipido, au

| nmenteba el tiempo de trombina. E1 tiempo do trombina, que

dopendec de una heparinemia bioldzica de un plasma testigo,
se midid de acuerdo con el método de valoracién de la hepg

-

rinemia, ensayendo el periodo de frombina para une concg
tracidn varisble (RABY), Anmales d'anesthesiologie fran-

¢caise, volumen 5, edicidn especigl 1$54) y con una estanr
darizacidn modificeda (RABY, Cosgulation IV, coagulation

intrevesculaire disséminée, Messon edition 1574, pégina

188). '

‘ Te cantidad medide fue de 1,8 unidades inmternecio-
neles para un volumen de 0,1 ml de la suspensidn (liposo-

mas + detergentes). Los liposomas solos formaban uwna solu

cibén que no contenia ninguna hepserine, no mostraban ningu

na actividad en el ensayo arriba megcienaﬁo, tanto sl

hebien sido sometidos & la. eccidn de un detergente O no.

Ensavo de propiedades bioldgicas in yivo de los liposomas

que contienen heparina:

Les propiedades de los liposomas que contienen he-
perina, se investigaron coﬁ muestras de sangre tomadas de
conejos macho "Fauve de Bourgogne', & los que se habia ad
ministrado previeamente, mediante alimentzcidn forzada pro,

funda, utilizando un catéter gastroduodenal, 3,6 ml por ¢o
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en lo que antecede . (a excepeibn del conejo considerado en

1la Table VI, el cual recibid 10 ml, o un totel de 180 uni-

menta_es) Se tomaron muestras de sengre en diferentes tien
pos, despues de la. elimentacidn forzeda - después de 30 mi
nmtos, uwna hora y 30 minutos, 3 horas y 30 minutos, 6 horag
y 30 minutos, 24 horas, 28 horas, 30 horas y 48 horas. Se
toneron miestras similares de conejos testigo, que habian
sido alimentaéOS previzmente, de una menera forzada, solg
mente con egua 0 con liposomes ¢ue no conteniem heparips.

Tas muestras fueron recogidas en tubos de 5 ml,
que tenian paredes que repelian el agua (de material Plés
tico) y el contenido de idén caleio de las muestras se con
virtié en quelato mediante la edicilén de iones citrato. En
estas condiciones, los factores celulares: sanguineos y de
contacto de plesma, que son responsables de la iniciapién
del proceso de coagulacion, se activeron de uns menera mi
nime, de tal manera que las diferentes muestras no eran ya
capaces de coggular espontaneamente en ausencia de calcio
ionizedo. ' N

Bl principio del método utilizedo, consistia en
compersr 10s periodos de cosgulacidn medidos en las mues-
tras bajo ensayo y en las muestras testigo, después de
recalcificar los contenidos de los tubos, mediante la edi-
cidn de cloruro cédlcico, de acwerdo con la téenica trombo-
elestografica (TEG) descrita en "Biologie des hemorregies
et des thromboses", G. RABY, Masson, Paris 1966, paginas
186-188.

Esta téenica eprovecha el paso desde el estado 13
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~quido el estedo s6lido, de una preparscidn de sangre que
experimenta cosgulacidn. El principio del método consiste

en gometer.un recipiente, en el cual ge ha introducido prim

{ro la preparscibén a estudiar, g un movimiento angular de og

cilecidn, y en obgervar el efecto de cosgulacidn sobre un
cilindro suspondido al extremo de un hilo de torsion y que
se sumerge en la preparacidn. Cuando empieza la coagule-
cibn, el plasmz contenido en el recipiente comunica &l ci-
lindro el correspondiénte movimiento oscilatorio.

La:coagulacién se cronometra desde el instente’ -
(t = 0) en el cual se induce la activacidn de los fact§£qé
responsables de la coagulacidn mediante la edicidn de iones
Ca**, en les condiciones indicadas arriba. |

En lo que sigue, "r" es el tiempo de induccidn que
precede a la iniciecidén efectiva de la cosgulacion; "ma"
es la amplitud mexima de las oscileciones del cilindro; "k
es el intervelo de tiempo desde el momento en que el cilin
dro empieza a oscilar y el momento en que la amplitud del
movimiento resulta igual e la amplitud (20 milimetros) ob-
tenide en las mismas condiciones con un plasma exento de
plaquetas, cuyo contenido de fibrinégeno es normal (3 a 4
gramos por mil).

Bl “{iempo de coagulacidn total® de una prepara-
ciébn, esta consﬁituido por la suma de "pv + ki,

Ta cinética de la coagulacidn se expresa por los
parémetros "rt y "r 4+ kv, y la dinédmica de la coagulacidn
por 1a amplitud méxima 'me" de las oscilaciones del cilin-
dro. .

T0s resultados obtenidos se indicen en las tablas

I a VI que corresponden & los ensay0s que hen sido'realizg

o
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"dos en les siguientes condiciones:

reble I : Conejo testigo alimentado a la ﬁﬁerza
con agus solamente;

/" pabla II : Conejo testigo alimentado a lé fuerza
con une suspensibn de liposomas exenta de harina, en sus—
pensidén en el mismo tampdng .

_Tabla IIT : Conejo alimentado a. la fusrza con la
suspensibn de liposomes que contienen heparina, obtenidas
eﬂ el Ejemnplo I anterior;

Pehla IV : Conejo alimentado a la fuerza con une
sﬁspensién de liposomes que contienen heparina procedenie
de otra tanda;'

Teble V : Conejo alimentado a la fuerza con wia
preparacién de liposomas gue contienen heparina procedente
de una mezcla de vearias tandasi

Tebla VI : Conejo elimentado a la fuerza con una
cantided mayor de la preperscién de liposomas (10 ml por
conejo). ' »

En estas teblas se muestran 1los valores medidos de
los parémetros "rv, wkw, #r & kv, "me" y IPI, siendo este
$ltimo parémetro el indice de potencial $rombodinémico ex

presado por la relacién mxE , en la que mxE = 100_.ua '

, Xk 100 -ma
mxE = elasticidsd méxima. Se pusede registrer un "trombo-
elastograme" TEG, que permite apreciar visualmente los f8
nbmenos inducidos. A

o wm v e e ea em aw e ewe
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Se pueden efentusr las siguientes observaciones
gl considerar estos resultados:

La alimgntacién forzada de los conejos, con -agua
0 con lipsomas éxentos de heparing, no produce una modifi
cecibn importente de los parémetros estudiados con el plag
me de estos conejos (Tablas I y II). |

Sin enmbargo, se observb, en el caso de 1os cone-
jos que habian recibido liposomas que contenian heparina
en sus vesiculas, un claro incremento de los parametros
npn, ke y wp & kv (Tablas III, IV, V y VI). EL incromepn
o0 llega al maximo en la hora veinticuatroavae, mientfés'
que la heparina administrade de acuerdo con téenicas nor
malizadas se elimina, como promedio, dentro de las cuatro
horas que siguen a le sdministrecidn intravenosa, y den-
tro de las 12 horas que siguen a la administracidn por vig
subcuténea.

El efecto del pardmetro "r + k" se observaba tcdg
vie 48 horas después de la edministracidn, lo que indica
un efecto retardado muy intergsante, inducido por le for-
ma particular de la composicién de la invencidn cox la gue
se administrd la heparina.

Estos resultados obtenidos con la eomposiciép de
la invencidn, muestran siempre efectos en la misma direc-
cibn, a saber, un sumento de los perémetros “rt, "kt y
np & k*, de 1o que se deduce gque los liposomas que conblg
nen heparina, administrada por via oral, tienen constante
mente una sctividad sobre la cindtica de la cosgulacidn.

" Se observen efectos similares, de una manera cons
tente, en las ratas tembién, el edministrarles los lipo-

somas que contienen heparina; enteriormente mencionados.
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A1 ubilizer el mismo equipo de tratamicnto ultra-
sénico que en los ejemplos anteriores, se pueden Obtener

liposomaes mas pequefios, mas.en particular liposomes monola}

{ minares, que formen suspensiones ligeramente opalescentes

e incluso casi transparentes, por ejemplo, sometiendo a
Vtratamiento wltrasbnico una suspensidén de entre 3,47 y 10,4
mg de 1{pidos, tales como fosfolipidos, y entre 0,6 y 1,75
mg de colesterol por ml de solucibn scuosa, conteniendo
ventajosamente entre 5 y 15 mg de heparina (o entre 900 y
2,700 unidades internacionsles de heparina) bajo una iulen
sidad de cbrriente comprendida entre 3 y 8 amperios, dﬁrag

te un periodo comprendido entre 30 minutos y 2 horas;__

Ejemplo IV

Varigs muestras de 1lipidos, cada una de las cuzlies
estabs formeda por 104 mg de fosfolipidos EPL - NATTERUAN
y 17,6 mg de colesterol, s¢ disolvieron en 5 ml de cloro-
formo. Las soluciones se evaporaron seguldementc, bajo vz
cio, 2 37°C, en un eveporador rotatorio, forméndose de¢ ég
te modo delgedas peliculas de lipidos sobre las paredes de
los correspondientes recipientes o matraces de vidrio.

En los recipicntes se eafladieron diferentes solu-
ciones que contenian 50, 100 y 200 mg'de heparina respectl
vemente, disueltos en 5 ml de una solucidn de cloruro sddi
co 0,15 M, y cuentes de vidrio. Las soluciones se sometig
ron a sgitecidn en agitadores VORTEX, bejo una atmosfera
de nitrdgeno, con lo que los 1ipidos que estaban edheridos
e laes paredes de vidrio de recipientes se desprendieron de

ellas y se congiguid que formaran liposomas.
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B Se recogieron los contenidos d» los recipientes en
forme de suspensiones lechosas; los liposomas que guedaben
todavie retenidos en el recipiente, se recogieron con dos
vo}ﬁmenes sucesivos de una solucidn de cloruro sbdico 0,15
M: y las suspensiones recogidas se glmacenaron reunidas,
finalmente, para proporcionar un volumen final de 15 ml.
Este Gltimo se dejd en reposo durente una hora & la tempe
retura eambiente y, seguidemente, se sometid a tratamiento
ultrasénico durente periodos variebles de tiempo, que os-
cilaban entre 2 y 120 minutos (2; 5; 8; 103 133 25; 603 90
¥y 120 minutos, respectivamente), bajo intensidades de 66#
rriente comprendides entre 1,5 y 8 ampériOS.

Bn la totalidad de estos ensayos, se obtuviercn [i

nelnente suspensiones coloidales de liposomas, sustanclal-

mente translucidas.

EJEIPIO V

Se obtuvieron resultados perticularmente buenos,
operando de la menere siguiente: |

104 mg de lipidos EPL (NATTERMAN) y 17,6 mg de c@
lesterol (SI@I4 de B.E.U.U,) se disolvieron en 5 ml de clo
roformo, en un recipiente de vidrio, y se evaporaron bajo
vocio @ 379C. A los recipienmtes se cfiadieron unas pocas
cuentas de vidrio y 5 ml de una solucidn de cloruro sédico
0,15 M, que contenia 200 mg de heparina, con una concentrg
cibn do 182 unidedes internacionales/mg. EL contenido de
este Wltimo se sometid a agitecidn bajo una atmdsfera de
nitrégéno, en un agifador VORTEX, hasta que todos los fos
folipidos que esteban sdheridos a les paredes del recipien

e de vidrio, quederon en suspensidn en la solucidn acuosa
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" |de heparine.

Seguidamente, se recogid la suspensidén de lipidos,
y los liposomas gue quedaben en el recipiente se recogie-
ron, dos veces, con un volumen de 5 ml de una solucidn de

/
eloruro sddicéo C,15 M. Después de reunir la suspensidn, los

liposomas se suspendieron seguidamente en 15 ml de una so-~

Tucién de cloruro sédico 0,15 M. Los liposomas suspendidos
se'dejaron en reposo durante una hora, y se trataron con
ulirasonidos durante 9é,minutos, a 4 amperios.

| Seguidamente, la solucidn se centrifugd a 10.000 g
durante 10 minutos. La suspensidn recogidea se adminisfrér

como tel a ratas, en los ensayos mencionedos en 1o que 51~

-

EUEC e

Retas macho Wister, que tenian un peso medio ae
195 g (220 = 400 g) se alimenteron con la preparacidn de 1i

osomes del ejemplo precedente, en diferentes pro orciones,
J enmp P

‘thasta 15.000 unidédes internacionales/kg de peso de cuerpo,

durante periodos de tiempo varisbles enire un dia y 9 dias.

Se tomaron muestras de sangre al cabo de 1 2 48 horas dey-

| pués de la dltime alimentecidn.

Bajo los condiciones experimentales untilizadas y a
peser de las varieciones individuales que pueden observer-
se, se encontrd que varios de los parémetros convencional—
mente utilizados para determinar los {ndices de coagulabi-
lidad de una muestra de sangre o plesma, es decir tiempo de
trombina, tiempo de Howell, tiempo de cefalina~caolin, asi
como 1los fendmenos tromboelastograficos, eren todos ellos
modificados hacia una reduccidn de la capacidad de coagula
cidn de las muestras de plasma o0 sangre ensayedas. Se en-

contrd, més en particular, que la edministracidn de 15.000
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" | unidedes internacionales/kg de peso del cuerpo, degban como

rosultado una complete ausencia de cosgulabilidad de la
gangre de algunaes de las ratas que recibieron esta dosis,
‘mientres que la alimentacidn de las ratas de control con
25.000 unidades intermecionales por animal, con une solu-
cibn escuosa de la sal de calcio o heparina 0 con una solu
cibn de 22.500 unidedes internecioneles por animal de la
sal sbdice de heparina, no inducien ningin efecto importen
te sobre su cosgulabilidad ssnguinea, en condiciones simi-
lares. '

En-otro ensayo, se alimentaron ratones Swiss-coﬁ
0,5 ml de la suspengidén del Ejemplo 5, y 1o0s controles re
cibieron, por la misma via, 0,5 ml de agua o de una sclu-
cibn acuosa que conbtenia 1.200 unidades internacionelez de
la sal sbaica de heparina.

Una hora después, se sangreron los ratones al ni-
vel de la cola.

Mientras que en los controles que recibleron sgua,
los tiempos de sangria oscileron entre 2,5 y 12 minutos,

y en squellos de los ratones que hebien reeibido la solu-
cibn scuosa de la sal séaica de heperine, de 3 a 8 minutos
el tiempo de sangria de los faxones tratados con los 1lipo-
somas que contenien heperina, oscilaba entre 21 y 25 minu-
tos (a excepcidn de un ratdn, en el que este tiempo de sen
gria fue de 9 minutos).

En la totalidad de los ensayos precedentes, la ali
mentacidn de los animales se efectud por alimentacidn for
zada gastro~duodenal, profunda y repetida.

Se ha encontrado también un incremento adicional

de la prolongacibn del tiempo de trombina en las ratas, en
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_comperscidn con los controles, 18 horas después de que

hubieran recidido una inyeccién de liposomas que conteﬂian
/

heparina, de acuerdo con la invencidn. Esto miestra el ti-

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

los ;iposomas aue contienen heparina‘de la invencién.

Los liposomas que contisnen heparina son uwtiliza-
bles como heparins para la regulacidn de la coagulabilidad
de la sangre, en particular para evitar hipercoggulabllida
des del tipo que seé cncuentran, por ejemplo, en pacientes

gue sufren de trastérnos vasculares, venosos o trombolit&
.COS. -

El ﬁso de liposomas que contienen heparina es par-
ticulermente descable en los tratamientos a base de hepari
na, que implicen su administracibn por vias distintas de 1g
perenteral, por ejemplo, por vias oral o rectal, o tamoién
en forma de ungientos, etc.

La inyeﬁcién concierne también a las composicionzs
farmecéuticas que contienen tales liposomas que conticnen
heparina, asociados con vehiculos farmecéuticos.

Estos se refieren en pérticular a composiciones ad
ninistrables por via oral, en una forma que permite que los
liposomas que contienen heparina, trespasen la barrera gé§
trica sin deterioro. Por ejemplo, los liposomas que contig
nen heparina se incorporan en composiciones fermacéuticas
resistentes al medio géstrico, junto con un vehiculo apro-
piado pera su administrecidn oral, que permite que el prip
cipio activo sea liberado solamente en el duodeno. Ventajo
semente, los liposomas que contiengn’heperina, se configu-
‘ran en forma de cépsulas resistentes al medio gastrico,

por ejemplo, del tipo producidd por SHERER} conteniendo cg
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| da cépsuls do 20 o 500 unidades internscionales de hepari-

Nna.e

Los lipeosomas que contlenen heparina dentro de sus

’ 4 4
veglculas, pueden gser puestos también en suspension en wn

vehiculo inyectable. Un ejemplo vehtajoso de una prepara~—
cibn destinada e una perfusidén continua, comprende el pro-
ducto_de liposoma finel, preparado de una manera estéril,
suspendido en une solucibn isotdénica y distribuido en am-
pollas o frascos, en volumenes de 1 a 10 ml, que contienen

de 100 a 20.000 unidades internacionzales de heparina.

Mn e e m v me e m we e me e
.

I O T
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Tos puntos de invencidn propia y rueva que se Pre
sentan para que sean Objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se rg
cogen en las reivindicaciones siguientes:

12 .-~ Un procedimiento para prepsrar liposomas com
heparina dentro o sobre las vesiculas de lipido de diclkos
liposomas, que comprende somefer una dispersidn de 1ipiaos
formadores de liposomas, dentro de una solucidn de hepari-
ne, a agitacidn o radiacidn wltrasénica hasta que se Lormen)
liposomas que retengan una parte por 1o menos de la hepari-
ne inicielmente contenida en la solucidn acuosa. 7

28 .- Un procedimiento segin la reivindicacién 18,
en el que se hace uso de lipidos comstituidos por lipidés
no téxicos, fisioldgicamente aceptables y metabolizables.

2, Un procedimiento segin la reivindicacidn 28,
en el que los lipidos utilizados son fosfolipidos.

48 .~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 2%,
en el que los lipidos utilizados se seleccionan del grupo
consistente en plasmalégenos, gengliésidos, esfingolipidos,
fosfoglicéridos, fosfonolipidos, ufasomas, compuestos'mong
acilados que comprenden cadenas derivadas de édcidos grasos
que tiemen por 1o menos 8 &tomos de carbono, y detergentes
no tb6xicos, anibnicos y catidnicos, farmacduticamente acep
tables.

2.~ Un procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 28 a 42, que comprende utilizar lipidos

que incluyen cadenas de &cidos grasos no saturados.
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o 68.- Un procedimiento segin la reivindicacin 52,
en el que los 1lipidos utilizados comprenden cadenas de &cid
do graso derivadas de 10s dcidos grasos esenciales.

78 .- Un procedimiento segun la reivindicacidn 38,
en el que los fosfolipidos utilizados comprenden, por lo
menos en parte, fosfatidilcolinas, de les cuales, por lo
menos uno de 1os grupos acilo graso procede de un écido
graso no saturado.

82 .- Un procedimiento segin la reivindicacibn 72,
en el que los grupos acile de dichas fosfatidileolinas. se
deriven de dcidos grasos esenciales.

98 ,~ Un procedimiento segin una cualguiera de
1eg reivindicaciones 12 a 82, en el que la heparina comprep
de componentes que tienen pesos moleculares comprendidog
entre aproximadamente 6.000 y aproximadamente 20.000.

102.- Un procedimiento segin la reivindicacidn
98, en el que la heparina comprende una proporcidén princi-
pal de especies de heparina, que tienen un peso molecular
comprendido entre aproximadamente 10.000 y 15 .000.

118 .~ Un procedimiento segin una cualguiera de
las reivindicaciones 12 a 108, que comprende formar dichos
liposomas en un medio exento de agentes anfifilos.

. 122 .~ Un procedimiento segﬁn una cualquiera. de
las reivindicaciones 12 a 118, en el que la solucidn acuo-
sa es isotdnica.

138.- Un procedimiento segin una cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 128, dque comprende rescuperar los
1iposomas que contienen la heparina retenida en ellos ©
sobre ellos desde el medio de dispersidn Liquidos

148 .- UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR LIPOSOMAS.
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Tel y como se ha descrito en la Memorie que ante-

cede y con los fines que se han especificadoe.

Bota Memoria consta de treinta y tres hojas es-

eritas a miquina por una sola cara.

Madrid, 14 A60.1978
Pohe

Fernando de Elzaliury
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