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DESCRIPCION
Liposomas nebulizables y su uso para la administracién de principios activos por via pulmonar.

La presente invencién se refiere a la preparacion de liposomas que son estables frente a la nebulizacién y
adecuados para la administracion por via pulmonar y que muestran una liberacion retardada de los principios activos
atrapados.

En la tecnologia farmacéutica se distinguen diferentes formas farmacéuticas con efecto retardado. Todas ellas
tienen el fin de conseguir una prolongacion del efecto del farmaco correspondiente. Se distingue entre preparados de
larga duracion, de depdsito y retardados. La liberacion modificada del principio activo puede conseguirse mediante
modificaciones quimicas (por ejemplo, sales, ésteres, complejos), mediante aditivos (por ejemplo, el uso de
coadyuvantes), mediante medidas tecnoldgicas (por ejemplo, la eleccién de determinados tamafios de particula,
dureza de los comprimidos), asi como mediante la eleccién del punto de administracién o del tipo de administracion. En
funcién del tipo de liberacion se distinguen los tipos de liberacion sostenida, repetida/prolongada y retardada.

La administracion de principios quimicos farmacéuticos al pulmdén representa un problema especial, ya que,
en este caso, la eleccién de los coadyuvantes se encuentra muy restringida por razones de tolerabilidad y es dificil
conseguir una liberacion dirigida y controlada.

Los liposomas se consideran inocuos toxicolégicamente, como muestran los productos liposémicos ya
autorizados para otras vias de administracion, Daunoxome®, Ambisome®, HeparinPur®, entre otros. Las
formulaciones liposémicas parecen ser adecuadas también para el pulmén, ya que pueden prepararse, totalmente o en
gran parte, a partir de sustancias corporales que se hallan en el pulmén de manera natural.

El experto denomina liposomas a vesiculas lipidicas que son muy similares en su estructura a las membranas
celulares del cuerpo. Las paredes de las vesiculas que, por ejemplo, se componen de fosfolipidos separan un espacio
interno acuoso de la fase circundante, igualmente acuosa. Este tipo de vesiculas lipidicas pueden formarse
espontaneamente segin las leyes de la termodindmica, por ejemplo, por dispersion de fosfolipidos en un medio
acuoso en exceso. Normalmente, para la preparacion de liposomas se emplean fosfolipidos naturales, parcialmente
sintéticos o también totalmente sintéticos. Mientras que otros lipidos muestran una estructura molecular conica que
favorece la formaciéon de micelas, los fosfolipidos presentan una geometria cilindrica, a causa de las dos cadenas de
acido graso, que favorece la formacion de estructuras laminares en medio acuoso.

La formacion de las laminas individuales de un liposoma es similar a la de la membrana celular: los
fosfolipidos forman capas dobles en que las partes hidréfobas de las moléculas se encuentran en el interior de la capa
doble, mientras que los grupos de cabeza hidrdfilos estan orientados hacia fuera o hacia dentro en la fase acuosa.

Los liposomas pueden clasificarse en distintos grupos en funcion de su estructura y tamafio (tabla 1).

Tabla 1
Clasificacion Diametro Estructura
VML (vesiculas multilaminares) 100-5.000 nm varias membranas dobles
VUP (vesiculas unilaminares <100 nm vesiculas unilaminares
pequefas) pequefias de relleno hidréfilo
VUG (vesiculas unilaminares > 100 nm (hasta 2.000 hm) vesiculas unilaminares grandes
grandes) de relleno hidréfilo

Dado que los liposomas presentan tanto regiones hidréfilas como lipéfilas, los principios activos pueden
incorporarse de maneras diferentes. Mientras que los principios activos lipéfilos se almacenan en la membrana, las
sustancias hidréfilas se encuentran en las capas acuosas de las paredes de las vesiculas o en el espacio acuoso
interior de los liposomas limitado por las paredes vesiculares. Los principios activos anfifilos se disponen de forma
analoga a los fosfolipidos. Las diferentes propiedades de las clases de liposomas determinan sus posibles ambitos de
aplicacion. De este modo, las VUP tienen un alto contenido relativo de lipidos, relativamente, y, por lo tanto, son
adecuadas sobre todo para principios activos lipéfilos; lo contrario sucede con las VUL, que presentan un espacio
interior relativamente grande para el alojamiento de principios activos hidréfilos. Una liberacion retardada puede
conseguirse fundamentalmente mediante una estructura VML, con sus numerosas membranas de difusion colocadas
sucesivamente.

Tanto por su tolerabilidad biolégica, como también por la posibilidad de una farmacocinética modificada (por
ejemplo, una liberacién retardada), los liposomas representan una estrategia muy prometedora para una liberacion
controlada y retardada de principios activos en el pulmén.
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Una liberaciéon controlada y retardada semejante de principios activos en el pulmén podria tener una
importancia terapéutica considerable para numerosas enfermedades. En particular, en el caso de enfermedades del
pulmén ofrece la posibilidad de transportar los principios activos directamente al 6rgano diana y conseguir en estos una
alta concentracion local del principio activo con una larga duraciéon del efecto. Ademas, la liberacion retardada del
principio activo puede llevar a una reduccion de los efectos secundarios ya que, por un lado, se evitan las fluctuaciones
de concentracién intensas, con un pico de concentracion alto inmediatamente después de la administracion y, por otro
lado, mediante el empaquetado en liposomas, pueden usarse principios activos con semividas biolégicas menores que
se inactivan rapidamente después de su liberacién y mediacién del efecto. En contraste, los principios activos con
semividas bioldgicas largas, como los que se usan en parte para el tratamiento del asma o de la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), pueden pasar a la circulaciéon corporal a través de la barrera aire-sangre y ocasionar alli
efectos secundarios. Ademas de las enfermedades del pulmén y las vias respiratorias ya mencionadas, asma y EPOC,
en particular la pulmonia y la hipertension pulmonar representan enfermedades que pueden tratarse mejor mediante
principios activos empaqguetados en liposomas. Asi por ejemplo, en el tratamiento de la hipertension pulmonar con
sustancias vasoactivas (por ejemplo, prostaciclina o analogos de prostaciclina), debido a su corta semivida bioldgica,
actualmente son necesarias inhalaciones frecuentes, en parte cada hora, de una duracion de hasta 15 minutos para
una disminucioén efectiva y constante de la presion en la circulacion pulmonar. El empaquetado de las sustancias en
liposomas y su liberacién retardada podrian reducir drasticamente la frecuencia de las inhalaciones para beneficio del
paciente y, simultdneamente, permitirian conseguir una disminucion de la presion en la circulacion pulmonar, constante
y también mantenida durante la fase nocturna, deseada terapéuticamente.

Ademas de su aplicacion en enfermedades del pulmon, la liberacién retardada y controlada de principios
activos tiene interés también para enfermedades sistémicas como, por ejemplo, la diabetes sacarina. El pulmén es un
6rgano que cuenta con una gran capacidad de absorcion, gracias a la extrema delgadez de la capa entre el aire y la
sangre y a la gran superficie total del los alveolos pulmonares. Por lo tanto, los principios activos administrados por via
transpulmonar pueden hacerse disponibles sistémicamente y emplearse de la manera correspondiente para la
profilaxis o el tratamiento de enfermedades sistémicas. Por ejemplo, actualmente se estd desarrollando la
administracion de bolos de insulina por via inhalatoria, como alternativa a la inyeccién, aunque hasta ahora no se
conoce ninguna formulacion para la liberacién basal continua de insulina en la circulacién corporal. Hasta el momento
no hay ninguna forma de depdsito para la administracion por via pulmonar. La Unica posibilidad hasta ahora para una
larga duracion del efecto consiste en el uso de farmacos con una semivida adecuadamente larga.

El procedimiento estandar para el suministro de principios activos al pulmén es la inhalacién de aerosoles. Los
aerosoles portadores de principios activos se generan por medio de generadores de aerosoles adecuados, en que los
aparatos habituales en la practica son nebulizadores neumaticos o ultrasénicos, asi como aerosoles dosificadores o
inhaladores de polvo. La deposicién de aerosoles en las vias respiratorias depende especialmente de la distribucion del
tamafio de particulas del aerosol. Las particulas con un didmetro aerodinamico de masa inferior a 6 pm alcanzan el
pulmén con las regiones traqueal, bronquial y alveolar en un alto porcentaje; por lo tanto, para fines terapéuticos han de
usarse aerosoles con didmetros de particulas inferiores a 6 pm.

Las formulaciones de principios activos presentes en disoluciéon acuosa pueden nebulizarse con generadores
de aerosoles neumaticos o ultrasénicos. Para el uso de aerosoles dosificadores o inhaladores de polvo han de llevarse
a cabo otras modificaciones adicionales de la formulacién del principio activo (por ejemplo, su disolucién o suspensién
en agentes de expansion, micronizacion como polvo seco). En el caso de dispersiones liposémicas acuosas, la
nebulizacién neumatica o ultrasénica es especialmente apropiada como procedimiento de generacion de aerosoles.
Los dos procedimientos tienen en comun el desprendimiento de gotas de aerosol a partir del liquido continuo por la
accion de energia mecéanica. En estos procesos actlan fuerzas sobre el liquido que ha de nebulizarse y sobre las
vesiculas lipidicas suspendidas que pueden conducir a un dafio de la integridad de las vesiculas lipidicas y, con ello, a
una liberacion prematura del principio activo atrapado en las vesiculas. Por lo tanto, una condicion béasica para
aplicabilidad pulmonar de formulaciones liposémicas de depdsito como aerosoles es una estabilidad suficiente de los
liposomas frente al proceso de nebulizacién. La estabilidad de los liposomas frente a la nebulizacion depende
fundamentalmente, ademas de de las condiciones técnicas de los distintos procedimientos de nebulizacion (presion,
frecuencia ultrasoénica), del tipo de liposomas y de su tamafio, asi como de la composicién quimica de las membranas
liposémicas. Otra posibilidad para suministrar principios activos al pulmén es la instilacion intratraqueal. En este
procedimiento se introduce un tubo en la trdquea o en los bronquios situados mas abajo y la disolucién del principio
activo se ftransporta a través de dicho tubo a las vias respiratorias. Aunque este procedimiento plantea
considerablemente menores exigencias de estabilidad a las formulaciones liposémicas que la nebulizacién, conduce a
una distribucion no homogénea del material suministrado en el pulmén. Ademas, debido a su invasividad, la instilacion
intratraqueal solamente es aplicable de manera extremadamente limitada y no es adecuada para un tratamiento
domiciliario o continuado. Para ser adecuada como forma de depdsito, una formulacién liposémica tiene que presentar
una estabilidad suficiente frente al proceso de nebulizacion, poder transformarse en un aerosol respirable por medio de
técnicas de nebulizacion y presentar una liberacion retardada del principio activo en el lugar de destino. De manera
ideal, la liberacion del principio activo comienza directamente después de la deposicion de los liposomas en el pulmén
y se mantiene durante varias horas. El documento EP 0361894 describe la preparacion de liposomas estables con
liberacién retardada del principio activo. El objetivo de la presente invencién es hacer disponible una formulacién
especifica y no téxica para la administracion por via pulmonar que sea nebulizable y respirable y que presente una
liberacion retardada de los principios activos y/o colorantes atrapados después de la deposicion.
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Este objetivo se consigue segun la invencién mediante la puesta a disposicion de formulaciones segin la
reivindicacion 1.

Las formulaciones liposémicas se preparan por el procedimiento de la pelicula, conocido por el experto
(véase, por ejemplo, el libro de texto de R. R. C. New (editor), Liposomes: a practical approach, Oxford University
Press, reimpresion de 1994). Una etapa de trabajo posterior es la extrusion de los liposomas a través de membranas
filtrantes, asi como la separacion del principio activo libre, sin encapsular, por procedimientos de centrifugacion, dialisis
0 cromatografia.

Para determinar la eficiencia de la reaccion de inclusién, los liposomas pueden destruirse con metanol y a
continuacion puede medirse la concentracion del principio activo por medio de los procedimientos adecuados. Para
caracterizar la estabilidad de los liposomas frente a la nebulizacion, la dispersion de liposomas se nebuliza mediante
generadores de aerosol normales y se recoge el aerosol generado y a continuacion se determina la cantidad libre y
encapsulada de principio activo.

Sorprendentemente, los liposomas pueden transformarse facilmente en aerosol con los nebulizadores
normales neumaticos o ultrasonicos. Al nebulizar las dispersiones liposémicas se encuentran distribuciones de tamafio
de particulas en el aerosol generado similares a las producidas al nebulizar una disolucién salina isoténica, de modo
gue es posible generar aerosoles respirables a partir de las dispersiones de liposomas con nebulizadores adecuados
habituales en el comercio. (Algunos ejemplos de nebulizadores habituales en el comercio: nebulizadores neumaticos
como Bennett-Raindrop®, Pari LC®, Pari LL®, Ventstream®, nebulizadores ultrasonicos como Multisonic pro®,
Pulmosonic®, Systam LS®).

Ejemplos de realizacion:

La tabla 2 muestra formulaciones liposdmicas segun la invencion que se combinan a partir de los
componentes naturales del agente tensioactivo pulmonar, dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), colesterol (Chal),
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)y esfingomielina (SM), y polietilenglicol (PEG), que no esta presente en el agente
tensioacivo pulmonar.

Tabla 2
Formulaciones de (DPPC) (Chol) (PEG) (DMPC) (SM)
liposomas
Ejemplo de 7 3 0,15 - -
realizacién 1
7 3 0,3 - -
7 3 0,6 - -
Ejemplo de 7 4 - 1 -
realizacién 2
7 4 - 2 -
7 - 3 -
7 4 - 4 -
Ejemplo de 7 3 - - 2%
realizacién 3
7 3 - - 4%
7 3 - - 6%
7 3 - - 8%

Las cifras indican la relacién molar de los componentes DPPC, Chol, PEG y DMPC; SM se indica en
porcentaje en peso.

Preparacién de liposomas

Con las formulaciones liposémicas segun la invenciéon pueden encapsularse principios activos o colorantes
hidréfilos, lipéfilos y/o anfifilos con una estabilidad suficiente frente a la nebulizacién.

En los ejemplos de realizacion se usa carboxifluoresceina como principio activo modelo, un colorante
hidréfilo que puede detectarse facilmente mediante espectroscopia de fluorescencia. Para la preparacion de la
disolucion de carboxifluoresceina (disolucién de CF) se disuelven 100 mg de 5-(6)carboxifluoresceina en 10 ml de
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tampon PBS y el pH de la disolucion de CF se ajusta a 7,4. Para la preparacion de los liposomas segun el
procedimiento de la pelicula se disuelve una cantidad total de fosfolipidos de 150 mg (véanse las formulaciones de
la tabla 2) en 40 ml de una mezcla de cloroformo y metanol (relacion de volumen 70:30) en un matraz redondo y el
disolvente se elimina al vacio a 60°C en un rotavapor. La pelicula delgada formada en la pared interior del matraz
se seca al vacio durante 2 h mas. La hidratacion de la pelicula tiene lugar por la adicion de 10 ml de la disolucion de
CF, calentada igualmente a 60°C. La dispersion generada se agita durante 2 h con calentamiento y antes de la
extrusion se somete a un ciclo de congelaciéon y descongelacién. Para ello se introduce el matraz redondo en
nitrégeno liquido hasta que el contenido se congela. Durante la descongelacion a temperatura ambiente se rompen
las membranas, atrapan mas CF y de este modo se incrementa la eficiencia de la encapsulacion. Este ciclo se
repite cinco veces. Después, la dispersién se calienta de nuevo a 60°C en un bafio de agua. En cada caso se
extruden 0,5 ml de la dispersion 21 veces a través de una membrana filtrante de policarbonato con un diametro de
poro de 1,0 um o de 0,4 um. A continuacion la dispersion se centrifuga a 4°C (4 x 45 min a 4.500 rpm 6 4 x 60 min a
15.000 rpm). La disolucién de CF sobrenadante se retira por pipeteo después de cada ciclo de centrifugacion y se
sustituye por un volumen igual de tampén PBS.

Ejemplo de realizacion 1

Estas formulaciones liposomicas contienen una relacion molar entre dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
colesterol (Chol) y polietilenglicol (PEG) de 7:3:0,15 a 7:3:0,6.

Ejemplo de realizacion 2

Estas formulaciones liposomicas contienen una relacion molar entre dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
colesterol (Chol) y dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) de 7:4:1 a 7:4:4.

Ejemplo de realizacion 3

Estas formulaciones liposémicas contienen una relacion molar entre dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y
colesterol (Chol) de 7:3 como porcentaje en peso y ademas cantidades variables de esfingomielina (SM) de mas del
2%, con preferencia especial del 2-8% en peso.

Las formulaciones liposdmicas con dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y colesterol (Chol) y las
combinaciones de DMPC, SM y/o PEG tienen propiedades igualmente ventajosas.

Los liposomas segun la invencidn tienen un tamafio de 0,2-1,5 pm.

La tabla 3 muestra, a modo de ejemplo, el tamafio de los liposomas de un ciclo de preparacién después de
la extrusion a través de una membrana de policarbonato con un tamafio de poro de 0,4 um, la centrifugacion y la
nebulizacion con un nebulizador neumético (se representan los valores medios con desviaciones estandar, n = 3).

Tabla 3

Formulaciones Diametro de los Diametro de los Diametro de los

liposomas después
de la extrusion [um]

liposomas después de la
centrifugacion [pm]

liposomas después de
la nebulizacién
neumatica [um]

DPPC:Chol:DMPC
7:4:1
7:4:2
7:4:3
7:4:4

0,57+ 0,01

0,58 + 0,01

0,51+0,01

DPPC:Chol:PEG
7:3:0,15

7:3:0,3

7:3:0,6

0,60 + 0,02

0,57+£0,01

0,64 £0,01

DPPC:Chol:SM

7:3 con SM al 2%
7:3 con SM al 4%
7:3 con SM al 6%
7:3 con SM al 8%

0,65+0,01

0,68 £ 0,02

0,70+ 0,01
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Estabilidad de los liposomas frente a la nebulizacién

Para investigar la estabilidad frente a la nebulizacion, las formulaciones liposémicas extrudidas a través de
una membrana filtrante de policarbonato de 0,44 um se diluyen con PBS en la relacién 1:10 y 2,5 ml de cada una de
las dispersiones obtenidas se nebulizan neumaticamente (a una presion de 100 kPa) o ultras6nicamente (con 10
I/minuto de aire adicional) a temperatura ambiente durante 3 minutos. El aerosol generado se conduce a través de
un tubo de silicona (15 cm de largo, 3 cm de didmetro interior) a una placa deflectora de vidrio y se recoge en un
recipiente de ensayo de 40 ml. Las cantidades libre y total de carboxifluoresceina en las dispersiones recogidas se
analizan por espectrometria de fluorescencia.

Para determinar la cantidad libre de CF (Ciibre) S€ centrifugan 100 pl de la dispersion liposémica segun la
invencion en un tubo Eppendorf, 50 pl del sobrenadante obtenido se diluyen con tampén PBS en una relacién 1:100
y la concentracion de CF en el sobrenadante se cuantifica por espectrometria de fluorescencia. Para determinar la
cantidad total de CF (Ciota)) S& mezclan 50 pl de la dispersion liposémica segun la invencion con 450 pl de metanaol,
la mezcla se incuba durante 10 minutos y a continuacion se centrifuga. En ello, la adicion de metanol tiene el efecto
de destruir los liposomas vy liberar completamente el colorante. Después de la centrifugacion se diluyen 50 pl del
sobrenadante con PBS en la relacion 1:1.000 y la concentracién de CF se cuantifica por espectrometria de
fluorescencia. La cantidad del colorante encapsulada en los liposomas (Cencapsulado) puUede determinarse facilmente
mediante la formula siguiente:

Cencapsulado = (Ctotal - Clibre) x 100 / Ctotal [%]

Las investigaciones sobre la estabilidad de los liposomas frente a la nebulizacion muestran que el 50%-
80% de los liposomas superan el proceso de nebulizaciéon con nebulizadores neuméticos o ultrasénicos como
liposomas intactos.

La tabla 4 muestra a modo de ejemplo la estabilidad de los liposomas frente a la nebulizacion neumética
para ejemplos de realizacion seleccionados (valores medios + desviaciones estandar, n = 4).

Tabla 4

Formulaciones Principio activo empaquetado en liposomas después de la
nebulizacion [%]

DPPC:Chol:DMPC 69,3+1,3
7:4:1
7:4:2
7:4:3
7:4:4

DPPC:Chol:PEG 55,7+1,8
7:3:0,15
7:3:0,3
7:3:0,6

DPPC:Chol:SM 76,9+£0,7
7:3 con SM al 2%
7:3 con SM al 4%
7:3 con SM al 6%

7:3 con SM al 8%

Cinética de liberacién de los principios activos y colorantes empaquetados en liposomas en un modelo de
pulmén

Las dispersiones liposémicas segun la invencién se investigan en un modelo de pulmén de conejo aislado,
perfundido y ventilado (Seeger y col., J. Appl. Physiol. 1986, 61: 1781-1789; Seeger y col., en: Oxygen Radicals in
Biological Systems, editado por L. Packer, Nueva York: Academic Press, 1994, vol. 233: 549-584). Para ello, se
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administra heparina como anticoagulante a conejos con un peso entre 2,5y 3 kg y se les anestesia con una mezcla
de xilocaina, ketamina y xilacina. Se lleva a cabo una traqueostomia con ventilaciéon con aire ambiental. Después de
realizar una esternotomia media se integra un catéter en la arteria pulmonar, se liga la aorta y se abren los dos
ventriculos por la punta del corazén.

La perfusion del pulmén tiene lugar ahora mediante una bomba de rodillo y como medio de perfusién se
usa la disolucion de electrolitos de Krebs-Henseleit que contiene ademas hidroxietilalmidon y bicarbonato de sodio.
Paralelamente a la perfusion artificial se ventila el pulmén con una mezcla de oxigeno al 21%, diéxido de carbono al
5,3% y nitrogeno al 73,7%. El bloque corazén-pulmén se disecciona cuidadosamente de la cavidad toracica y a
continuacion se fija un segundo catéter en el ventriculo izquierdo por medio de una sutura en bolsa de tabaco.
Después de colgar el pulmén en una bascula, el lado venoso del sistema de perfusion se une con el catéter
integrado en el corazén, de modo que se genera un circuito de perfusion cerrado y con recirculaciéon. Para mantener
una temperatura fisioldgica, el perfundido se calienta a 38°C y el pulmén que cuelga libremente se coloca en una
camara calentada.

Los parametros estandar de la ventilacion y perfusiéon del pulmén son:
- la perfusion del pulmén mediante la bomba de rodillo es de 100 ml/min;

- la velntilacién del pulmén tiene lugar con un volumen de respiracion de 30 ml y una frecuencia de
respiracion de 30 min™;

- la presion positiva al final de la espiracion (PPFE) es de 0,13 kPa (1 mm Hg);
- la presion ventricular izquierda se ajusta a 0,26 kPa (2 mm Hg);
- el volumen de perfundido es de 150 ml.

La administracion por via inhalatoria de los aerosoles se realiza mediante un sistema denominado de bolsa
en caja (fig. 1). Este sistema consta de un nebulizador neumético (1), una bolsa de almacenamiento (2), valvulas (3)
y un globo flexible (4, bolsa) que esta colocado en un recipiente de vidrio hermético al aire (5, caja). La bomba
respiratoria (6) esta conectada al recipiente de vidrio hermético al aire (5) y transmite una presion positiva o
negativa, dependiendo de la direccion del flujo de gas, al globo flexible (4) que se encuentra en el recipiente de
vidrio hermético al aire (5). El aerosol generado por el nebulizador neumatico (1) se dirige en primer lugar a la bolsa
de almacenamiento (2). Durante la fase de espiracion de la bomba (6), el globo flexible (4) se expande debido a la
presién negativa en el recipiente de vidrio (5) y se llena con el aerosol de la bolsa de almacenamiento a través de
un sistema de valvulas (3). En la fase de inspiracién siguiente, el aerosol se transporta, con las valvulas en la
posicion adecuada, desde el globo (4) a las vias respiratorias de pulmén (7).

Para la nebulizacién se usa un nebulizador neumatico (Bennett-Raindrop®) que funciona con la mezcla de
gas de respiracion (CO; al 5,3%, O al 21%, Nz al 73,7%) a una presion de 100 kPa.

Para determinar la cinética de liberacion del principio activo o del colorante encapsulado en los liposomas,
en una primera serie de ensayos se realizan dos intervenciones sucesivas en cada pulmon. En primer lugar se lleva
a cabo la administracion por via inhalatoria de una cantidad definida de una disoluciéon de CF aerosolizada durante
un periodo de 30 minutos, seguido de un tiempo de observacion de 90 minutos. En una segunda etapa, después de
cambiar el perfundido con 1 | de disolucibn de electrolitos nueva, se administra la dispersion liposémica
correspondiente igualmente aerosolizada durante 30 minutos, a lo que sigue un tiempo de observacion de hasta
270 minutos. Durante las dos administraciones de aerosol por via inhalatoria se deposita la misma cantidad de CF
en el pulmén de conejo. Como es sabido, el CF libre pasa rapida y completamente del espacio alveolar al sistema
vascular del pulmén. El paso de colorante puede cuantificarse mediante la toma de muestras de perfundido (0,5
ml), que tienen lugar cada 10 minutos, comenzando en el momento inmediatamente anterior a la administracién del
aerosol. Asi puede evaluarse la cinética de liberacion del CF encapsulado en liposomas por comparacion con la
disolucion de CF sin encapsular.

La cinética de liberacidn del principio activo modelo, CF, para las formulaciones segin la invencion se
muestra en las figuras 2-4 (fig. 2: cinética de liberacién de liposomas de DPPC/Chol/DMPC; fig. 3: cinética de
liberacién de liposomas de DPPC/Chol/PEG; fig. 4: cinética de liberacion de liposomas de DPPC/Chol/SM).

Figura 1 Representacion del sistema de bolsa en caja para la ventilacién del pulmén aislado.

La bomba respiratoria (6) mueve un globo flexible (4) que suministra al pulmén (7) el aerosol/mezcla
de gas de respiracion a partir de una bolsa de almacenamiento (2). El llenado de la bolsa de
almacenamiento (2) se realiza con aerosol generado por medio de un nebulizador neumatico (1) que
funciona con gas de respiracion a 100 kPa.

Figura 2 Cinética de liberacién de liposomas de DPPC/Chol/DMPC.

Se administran liposomas de la composicion DPPC/Chol/DMPC = 7:4:1 con carboxifluoresceina
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como principio activo modelo atrapado, en forma de aerosol y durante un periodo de 30 minutos a
un pulmén de conejo aislado, ventilado y perfundido. La carboxifluoresceina liberada a partir de
los liposomas y detectada en el medio de perfusion se indica en porcentaje de la
carboxifluoresceina total atrapada inicialmente en los liposomas. Se representan los valores
medios con la desviacién estandar de n = 3 ensayos.

DPPC = dipalmitoilfosfatidilcolina, Chol = colesterol, DMPC = dimiristoilfosfatidilcolina
Cinética de liberacién de liposomas de DPPC/Chol/PEG.

Se administran liposomas de la composicion DPPC/Chol/PEG = 7:3:0,3 con carboxifluoresceina
como principio activo modelo atrapado, en forma de aerosol y durante un periodo de 30 minutos a
un pulmoén de conejo aislado, ventilado y perfundido.

La carboxifluoresceina liberada a partir de los liposomas y detectada en el medio de perfusion se
indica en porcentaje de la carboxifluoresceina total atrapada inicialmente en los liposomas. Se
representan los valores medios con la desviacion estandar de n = 3 ensayos.

DPPC = dipalmitoilfosfatidilcolina, Chol = colesterol, PEG = polietilenglicol

Figura 4Cinética de liberacion de liposomas de DPPC/Chol/SM.

Se administran liposomas de la composicion DPPC/Chol = 7:3 + esfingomielina al 6% con
carboxifluoresceina como principio activo modelo atrapado, en forma de aerosol y durante un
periodo de 30 minutos a un pulmon de conejo aislado, ventilado y perfundido. La
carboxifluoresceina liberada a partir de los liposomas y detectada en el medio de perfusiéon se
indica en porcentaje de la carboxifluoresceina total atrapada inicialmente en los liposomas. Se
representan los valores medios con la desviacion estandar de n = 3 ensayos.

DPPC = dipalmitoilfosfatidilcolina, Chol = colesterol, SM = esfingomielina

Lista de niameros de referencia

(1): nebulizador neumatico
(2): bolsa de almacenamiento
(3): valvula

(4): globo flexible

(5): recipiente de vidrio

(6): bomba respiratoria

(7): pulmén
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una formulacion liposémica para la administracion por medio de un nebulizador, en el que la
formulaciéon liposémica comprende: A) liposomas seleccionados entre una de las formulaciones siguientes: a)
liposomas que comprenden i) fosfolipidos de DPPC, ii) colesterol y iii) fosfolipidos de DMPC en una relacion molar de
7:4:1 a 7:4:4; b) liposomas que comprenden i) fosfolipidos de DPPC, ii) colesterol y iii) polietilenglicol en una relacion
molar de 7:3:0,15 a 7:3:0,6; y c) liposomas que comprenden i) fosfolipidos de DPPC vy ii) colesterol en una relacion
molar de 7:3, asi como iii) fosfolipidos de esfingomielina que forman del 2% al 8% de la masa de los liposomas; y B) un
principio activo o colorante encapsulado en los liposomas.

2. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque los liposomas comprenden fosfolipidos de DPPC,
colesterol y fosfolipidos de DMPC en una relacion molar de 7:4:1 a 7:4:4

3. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque los liposomas comprenden fosfolipidos de DPPC,
colesterol y polietilenglicol en una relacién molar de 7:3:0,15 a 7:3:0,6

4, Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque los liposomas comprenden fosfolipidos de DPPC y
colesterol en una relacion molar de 7:3, asi como fosfolipidos de esfingomielina que forman del 2% al 8% de la masa
de los liposomas.

5. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el nebulizador es un nebulizador
neumatico.

6. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el nebulizador es un nebulizador
ultrasonico.

7. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque durante la administracién del 50 al 80%
de los liposomas quedan intactos.

8. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el principio activo estéd encapsulado en
los liposomas.
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Figura 2

Cinética de liberacién de liposomas de DPPC/CHOL/DMPC
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Figura 3

Cinética de liberacién de liposomas de DPPC/CHOL/PEG
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Figura 4

Cinética de liberacion de liposomas de DPPC/CHOL/SM
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DOCUMENTOS CITADOS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de documentos citados por el solicitante se ha incluido solamente para informacion del lector y no
forma parte del documento de patente europea. A pesar de que dicha lista se ha elaborado con el mayor cuidado, no
es posible excluir errores u omisiones eventuales, por los que la OEP no asume ninguna responsabilidad.

Bibliografia citada en la descripcién que no corresponde a patentes
- Liposomas: a practical approach. Oxford University Press, 1994.
- Seegery col., J. Appl. Physiol., 1986, vol 61, 1781-1789.

- Seeger y col., Oxygen Radicals in Biological Systems. Academic Press, 1994, vol. 233, 549-584.

14



	Primera Página

	Descripción

	Reivindicaciones

	Dibujos




