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DESCRIPCION
Composiciones que transportan lipidos con una mejor estabilidad sanguinea

Referencia cruzada con otras solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la patente EE.UU. con namero de serie 60/394.271, presentada el 9 de julio
de 2002, y de la patente EE.UU. con nimero de serie 60/331.248, presentada el 13 de noviembre de 2001. Los
contenidos de dichas solicitudes se incorporan en esta memoria por referencia.

Campo técnico

La presente invencién hace referencia a composiciones liposomales que tienen una visa util en circulacion larga.
Estos liposomas incluyen la incorporacion de lipidos cargados negativamente que no tienen iones zwitteriénicos.

Antecedentes del estado de la técnica

Los liposomas son vehiculos de distribucion preparados para dispersiones acuosas de lipidos anfipaticos dispuestos
en una 0 mas bicapas en torno a un ndcleo central acuoso. Los solutos pueden estar atrapados en el compartimento
acuoso interno lo que les protege asi de la reaccion con componentes de la sangre. Con objeto de distribuir
efectivamente un agente atrapado a un punto objetivo, es deseable que un liposoma exhiba una longevidad en
circulacion 6ptima y la retencién de un agente encapsulado.

Las propiedades farmacologicas de los liposomas pueden modificarse cambiando los tipos de lipidos incorporados
en la membrana. Los liposomas compuestos de lipidos neutros (sin carga neta) se usan habitualmente debido a que
son estables a la exposicion a las numerosas proteinas, carbohidratos y componentes lipidos presentes en el
compartimento sanguineo. La incorporacién de lipidos cargados negativamente como la fosfatidilserina en
composiciones liposomales ha llevado a un aumento en el reconocimiento y a la eliminaciéon de liposomas en
circulacion. Kirby, et al., Biochem. J. (1980) 186: 591-598. Asi, se reduce el transporte de medicamentos al lugar
donde se localiza la enfermedad. Allen, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998) 85: 8.061-8.071.

Una comparacion de los tiempos de vida en circulacion de los liposomas que contienen fosfatidilinositol,
fosfatidilglicerol, cardiolipina y fosfatidilserina revel6 que los liposomas con fosfatidilserina fueron eliminados
rapidamente de la circulacion mientras que los liposomas con cardiolipina, fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol se
eliminaban a una velocidad reducida en ratas (Kao, Y, et al., J.Pharm.Sci (1980) 69:1.338-1.349).

Aunque se ha reconocido que determinados liposomas cargados negativamente podrian tener utilidad en
aplicaciones in vivo, el uso de estos lipidos para proporcionar propiedades en circulacion largas s6lo ha sido
reconocido recientemente el documento WO099/594547. Estos estudios han descrito que la incorporacion de
fosfatidilglicerol en liposomas que contienen colesterol/DP-PC condujo a una estabilidad en sangre mejorada. Estas
investigaciones también describieron, no obstante, que el % en moles de incorporacion del lipido
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) tenia influencia en las propiedades de circulacion del portador ya que los
liposomas colesterol/DPPC preparados con menos de 10 % en moles de DMPG mostraban una estabilidad en
sangre aumentada en relacién con aquellos que tenian mas de 10 % en moles DMPG. También se observé que los
componentes como diestaroilfosfatidilcolina (DSPC) y dimiristoil-fosfatiilcolina (DMPC) poseen propiedades
indeseables y por lo tanto no fueron incluidas en estas formulaciones.

Las preparaciones liposomales que contienen fosfatidilglicerol junto a lipidos formadores de vesiculas adicionales se
describen en Brodt, P., et al., Cancer Immunol. Immunother. (1989) 28:54-58 y por Hope, et al., patente EE. UU.
Numero 6.139.871. En estas preparaciones, no obstante, el lipido cargado negativamente emparejado con un
fragmento hidrofilico que no es zwitteriénico, ejemplificado por PG, esta presente en una proporcion inferior al 10 %
en moles. Similarmente, los liposomas descritos en el documento W0O99/59547 contienen menos de 10% en moles
de PG. Los liposomas descritos por Akhtar, S., et al., Nucleic Acids Res. (1991) 19:5551-5559 y por Ahl, P.L., et al.,
Biochim. Biophys. Acta (1997) 1329:370-382 y por Farmer, M.C., et al., Meth. Enzymol. (1987) 149:184-200
contienen cantidades considerables de colesterol, a diferencia de los liposomas de la presente invencion.
Adicionalmente, los liposomas de Akhtar presentan temperaturas de transicion inferiores a 38°C ya que las cadenas
acilo contenidas en los fosfolipidos empleados contienen menos de 18 atomos de carbono.

La patente EE.UU. 5.415.869 describe formulaciones de taxol contenidas en liposomas que pueden contener
fosfatidilcolinas y fosfatidilgliceroles. No hay ninguna sugerencia de que los liposomas tengan vidas Utiles en
circulacion ampliadas, tampoco se indica que se prefieren temperaturas de transicién superiores a 38°C.

La patente E.E.U.U. 4.769.250 describe formulaciones hechas de mezclas de fosfolipidos aniénicos y neutros
incluyendo DSPG y DSPC; no obstante, estos liposomas son SUVs con dimensiones de 45-55 nm.

Se han afiadido crioprotectores a las preparaciones liposomales con objeto de evitar los efectos perjudiciales
debidos a la congelacion y la congelacidon-secado (liofilizacién). Los disacaridos como trehalosa, sacarosa, lactosa,
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sorbitol, manitol, sacarosa, maltodextrina y dextrano son los crioprotectores mas usados habitualmente (véanse el
documento WO01/05372 y la patente EE.UU. nimero 5.077.056).

Los crioprotectores unidos a membranas se han utilizado con el objetivo mejorar aiin mas la resistencia al dafio por
congelacion y por secado - congelacién. En particular, los azlicares unidos a las superficies de membrana de los
liposomas mediante oligo-ligandos (6xido de etileno) que consisten en tres unidades repetitivas sobre las que se ha
informado que son crioprotectoras (Bendas, et al., Eur.J.Pharm. Sci. (1996)4:211-222; Goodrich, et al., Biochemistry
(1991) 30:5313-5318; patente E.E.U.U. nimero 4.915.951). Baldeschwieler, et al., informaron de que en ausencia
del grupo azucar terminal, los liposomas preparados con el ligando de oxido de oligoetileno por si mismo eran
incapaces de proteger frente la fusion que sigue a la congelacion (véase la patente EE.UU. nimero 4.915.951).

La inclusién de colesterol en las membranas liposomales ha mostrado que reduce la liberacién de medicamentos
tras la administracion intravenosa (por ejemplo, véase las patentes EE.UU. nimeros 4.756.910, 5.077.056, y
5.225.212; Kirby, C., et al., Eur. J. Nucl. Med. (1989) 15:617). Generalmente, el colesterol aumenta el espesor y la
fluidez de la bicapa a la vez que disminuye la permeabilidad de la membrana, las interacciones entre proteinas, y la
desestabilizacion de las lipoproteinas del liposoma. Las aproximaciones convencionales a las formulaciones de
liposomas dictan la inclusion en los liposomas de cantidades considerables (p. €j., 30-45% en moles) de colesterol o
de agentes de rigidizacién de membranas equivalentes (como otros esteroles) dentro de los liposomas.

Descripcion de la invencion

Esta invencién describe por tanto un liposoma que comprende: un lipido cargado negativamente que tiene un
fragmento hidrofébico con una fraccidn neutra no zwitteriénica unida al fragmento hidrofilico del lipido. En particular,
los liposomas como se describen en esta memoria estan sustancialmente libres de colesterol. Los liposomas
tipicamente contendrdn un agente activo biolégicamente. Los liposomas de la invencién presentan
sorprendentemente una longevidad en circulacion mejorada en la corriente sanguinea.

El lipido cargado negativamente es tipicamente un fosfolipido o un esfingofosfolipido. Preferentemente, el lipido es
un fosfolipido; esto es, un glicerol al que se unen dos grupos acilo y en el que el tercer hidroxilo esta acoplado a un
fosfato. La fraccion no zwitteribnica estd unida a este lipido cargado negativamente, preferentemente al grupo
fosfato. Preferentemente, la fraccion no zwitterionica es neutra de forma que la carga neta negativa de un lipido
utilizado en esta invencion se debe solamente a la carga negativa del componente lipidico.

La fraccion no zwitteriénica puede comprender grupos funcionales que proporcionen una hidrofilia deseada en el
lipido, dichos grupos se seleccionan de entre alcoholes, cetonas, acidos carboxilicos, éteres y aminas. Una fraccion
no zwitteriénica preferida es un alcohol de cadena corta como el glicerol, un ciclitol como el inositol, o un 6xido de
polialqueno como el PEG.

En una realizacion, el liposoma comprende mas del 10% en moles de uno o mas de los mencionados lipidos que
previenen la agregacion- esto es, los lipidos cargados negativamente que comprenden una fraccibn no —
zwitteribnica, como se describe anteriormente; y hasta 90 % en moles de uno o més lipidos formadores de
vesiculas, en la que el liposoma no contiene sustancialmente nada de colesterol. Preferiblemente, la fraccién no
zwitterionica es un alcohol de cadena corta como glicerol, o es un ciclitol como el inositol, o un 6xido de
polialquileno. Mas preferiblemente, los lipidos formadores de vesiculas que conforman el liposoma se seleccionan
de forma que la temperatura de transicion de fase sea superior a 38°C, preferiblemente al menos 40°C.
Preferiblemente, las dimensiones de los liposomas son del orden de 80 - 200 nm + 25 nm. En relacién con la
proteccion frente al dafio por congelacion, debe estar presente tan so6lo un 1% de los lipidos que previenen la
agregacion.

Para el almacenamiento, los liposomas de la invencion pueden estar congelados o liofilizados, y pueden comprender
crioprotectores. La cantidad de crioprotector usada depende del tipo de crioprotector y de las caracteristicas de
liposoma a proteger. Un experto en la técnica puede ensayar facilmente varios tipos de crioprotectores y
concentraciones para determinar que tipo de crioprotector y concentracion funciona mejor para una preparacion de
liposomas determinada. En general, se ha encontrado que son necesarias concentraciones de azucar del orden de
100 mM vy superiores para alcanzar el nivel mas alto de proteccién. En términos de moles de fosfolipidos de
membrana, niveles milimolares del orden de 100 mM corresponden aproximadamente a 5 moles de aztcar por mol
de fosfolipido.

Los liposomas de la presente invencién pueden no contener substancialmente ningln crioprotector. El término
“sustancialmente ningdn crioprotector” hace referencia a liposomas que comprenden menos de 20 mM de un
crioportector o menos de 10 mM de crioprotector. En el caso de que estén presentes diferentes concentraciones de
crioprotector en el interior y el exterior del liposoma, la maxima concentracion presente en el exterior o el interior se
toma como concentracion a la que se hace referencia en estas definiciones.

En el caso de que los liposomas de la presente invencion vayan a congelarse, es preferible, aunque no se requiere,
gue los liposomas estén sustancialmente libres de colesterol y que comprendan conjugados de polimeros de lipidos
hidrofilicos, particularmente aquellos mayores de alrededor de 125 daltons y que estos liposomas sean resistentes a
la fusién y a la fuga del agente subsiguiente a la congelacion. De esta forma, si los liposomas van a congelarse,
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contendran en torno a 1-30 % en moles de uno o mas lipidos conjugados con polimeros hidrofilicos y hasta un 99 %
en moles de uno o mas lipidos formadores de vesiculas, y sustancialmente nada de colesterol. Preferiblemente, el
conjugado lipido - polimero hidrofilico es un conjugado lipidico de PEG. Los liposomas pueden contener
crioprotectores como trehalosa, maltosa, sacarosa, glucosa, lactosa, dextrano o aminoglicdsidos. Se prefiere
particularmente la glucosa.

Los liposomas pueden estar congelados hasta alrededor de -5°C, preferiblemente por debajo de alrededor de -10°C
y mas preferiblemente por debajo de -20°C. Los liposomas pueden ser liofilizados cuando se congelan.

La presente invencién proporciona por tanto

Una composicion que comprende liposomas que contienen al menos un agente biolégicamente activo en el que
dichos liposomas tienen un diametro medio de 80-200 nm +/- 25 nm; y tienen una temperatura de transicion (Tc) de
al menos 38 °C,

(a) en la que la(s) bicapa(s) de dichos liposomas consiste(n) esencialmente en:
(i) uno o més lipidos formadores de vesiculas, que son fosfolipidos o esfingolipidos

(ii) al menos 1% en moles de uno o mas acidos fosfatidicos cada uno acoplado con un fragmento no —
zwitterionico que es un alcohol, una cetona, un éster, un éter, una amida, un aldehido, un ciclitol o un
sacarido;

(iii) de un 5 % a un 20 % en moles de colesterol; o
(b) en el que la(s) bicapa(s) ordenada(s) de dichos liposomas consiste(n) esencialmente en:
(i) uno o mas lipidos formadores de vesiculas, que son fosfolipidos o esfingolipidos

(ii) al menos 1% en moles de uno o mas acidos fosfatidicos cada uno acoplado con un fragmento no —
zwitteriénico;

(i) de un 5 % en moles a un 20 % en moles de colesterol; y

en los que el agente activo mencionado en 1(a) y 1 (b) esta asociado con la(s) bicapa(s) ordenada(s) o esta
encapsulado dentro de un espacio acuoso confinado definido por la(s) mencionada(s) bicapa(s) ordenada(s).

También el uso de la composicién de la presente invencion en la preparacién de un medicamento para su uso en un
método para administrar un agente bioldgico a un sujeto con necesidad de dicho agente.

Ademas la presente invencion proporciona un método para conservar una composicién de liposoma que comprende
congelar o liofilizar la composicién de la presente invencion.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1A es un gréfico que muestra el porcentaje de lipidos que permanecen en sangre después de la
administracion intravenosa de liposomas cargados con daunorubicina que contienen DSPC/DSPG en relaciones
molares de 90:10 (circulos rellenos), 80:20 (circulos blancos/abiertos) y 70:30 (triangulos invertidos).

La Figura 1B es un gréfico que muestra el porcentaje de daunorubicina que permanece en la sangre después de la
administracion intravenosa de liposomas cargados con daunorubicina que contienen DSPC/DSPG en relaciones
molares de 90:10 (circulos rellenos), 80:20 (circulos blancos/abiertos) y 70:30 (triangulos invertidos).

La Figura 2 es un grafico que muestra la relacion FUDR a lipido en varios puntos temporales después de la
administracion intravenosa de liposomas DSPC/DSPG (raz6n molar 80:20) y DSPC/Col (razén molar 55:45) con
FUDR atrapado pasivamente.

La Figura 3 es un gréafico que muestra el efecto del contenido en colesterol en el porcentaje inicial de la relacién
FUDR - lipido en varios puntos temporales de la administracién intravenosa de liposomas DSPC/DSPG co-cargados
con FUDR e irinotecan. Los liposomas contenian colesterol a 5 % en moles (circulos rellenos), 10 % en moles
(circulos sin relleno) y 20 % en moles (triangulos invertidos, sin relleno) y los niveles de DSPG se mantuvieron
constantes al 20 % en moles.

La Figura 4 es un grafico que muestra el porcentaje de lipido inyectado en la sangre que permanece tras la
administracion intravenosa de liposomas que contienen DSPC/ DPPG en relaciones molares 90:10 (circulos
rellenos), 80:20 (circulos sin relleno) y 70:30 (triangulos invertidos).

La Figura 5 es un grafico que muestra el porcentaje de lipido inyectado en la sangre que permanece tras la
administracion intravenosa de liposomas que contienen DSPC/PI (vegetal hidrogenado) en relaciones molares 90:10
(circulos rellenos), 80:20 (circulos sin relleno) y 70:30 (triangulos invertidos).
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La Figura 6A es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas DSPC/DSPG (razén molar 80:20) co-
cargados con FUDR e irinotecan antes de la congelacion después de la carga de ambos medicamentos, después de
la congelacién a -20°C durante 24 horas seguida de descongelacion a temperatura ambiente y después de la
congelacion a -70°C durante 24 horas seguida de descongelacion a temperatura ambiente.

La Figura 6B es un histograma que muestra la relacion FUDR - lipido de liposomas DSPC/DSPG (raz6n molar
80:20) co-cargados con FUDR e irinotecan antes de la congelacién posterior a la carga de ambos medicamentos,
después de la congelacion a -20°C durante 24 horas seguida de descongelacion a temperatura ambiente y después
de la congelacion a -70 °C durante 24 horas seguida de descongelacidon a temperatura ambiente.

La Figura 6C es un histograma que muestra la relacion irinotecan-lipido de liposomas DSPC/DSPG (razén molar
80:20) co-cargados con FUDR e irinotecan antes de la congelacion posterior a la carga de ambos medicamentos,
después de la congelacién a -20°C durante 24 horas seguida de descongelacion a temperatura ambiente y después
de la congelacién a -70 °C durante 24 horas seguida de descongelacién a temperatura ambiente.

La Figura 7 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas que contienen un tampo6n de citrato 300 mM
tanto dentro como fuera de la a membrana liposomal previo a (barra negra) y subsecuente a barra gris) la
congelacion durante 24 horas. Se ensayaron liposomas que consistian en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en
moles), DPPC/colesterol (55:45 % en moles) y DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles).

La Figura 8 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas que contienen un tampon de citrato 300 mM
tanto dentro como fuera de la a membrana liposomal previo a (barra negra) y subsecuente a (barra gris) la
congelacién durante 24 horas. Se ensayaron liposomas que consistian en DSPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en
moles), DSPC/colesterol (55:45 % en moles) y DSPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5% mol).

La Figura 9 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas que contienen HBS tanto dentro como fuera
de la a membrana liposomal previo a (barra negra) y subsecuente a (barra gris) la congelacion durante 24 horas. Se
ensayaron liposomas que consistian en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % mol), DPPC/colesterol (55:45 % mol) y
DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles).

La Figura 10 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas que contienen HBS tanto dentro como fuera
de la a membrana liposomal previo a (barra negra) y subsecuente a (barra gris) la congelacién durante 24 horas. Se
ensayaron liposomas que consistian en DSPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % mol), DSPC/colesterol (55:45 % mol) y
DSPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 mol).

La Figura 11 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas que contienen HBS tanto dentro como fuera
de la a membrana liposomal previo a (barra negra) y subsecuente a (barra gris) la congelacion durante 24 horas. Se
ensayaron liposomas que consistian en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % mol), DPPC/colesterol (55:45 % mol) y
DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 mol).

La Figura 12 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas previo a (barra negra) y subsecuente a
(barra gris) la congelacién durante 24 horas. Se ensayaron liposomas que consistian en DAPC/DSPE-PEG2000
(95:5 % mol).

La Figura 13 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas que contienen citrato a pH 4,0 en el interior
y HBS en el exterior de la membrana liposomal previo a (barra negra) y subsecuente a (barra gris) la congelacion
durante 24 horas. Se ensayaron liposomas que consistian en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles), y
DPPCl/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles).

La Figura 14 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas que contienen citrato a pH 4,0 en el interior
y HBS en el exterior de la membrana liposomal previo a (barra negra) y subsecuente a (barra gris) la congelacién
durante 24 horas. Se ensayaron liposomas que consistian en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles), y
DPPCl/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles).

La Figura 15 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas que contienen glucosa encapsulada previo a
la congelacion (barra negra) y subsecuente a la congelacién (barra gris) durante 24 horas. Se ensayaron liposomas
gue consistian en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles), y DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en
moles).

La Figura 16 es un histograma que muestra el porcentaje de encapsulacion de glucosa en liposomas previo a la
congelacion (barra negra) y subsecuente a la congelacion (barra gris) durante 24 horas. Se ensayaron liposomas
que consistian en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles), y DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en
moles).

La Figura 17 es un histograma que muestra el tamafio de los liposomas DPPC/DSPE-PEG 2000 que contienen
doxorubicina encapsulada previo a la congelacién (barra negra) y subsecuente a la congelacién (barra gris) durante
24 horas (panel izquierdo) y el porcentaje de retencion de doxorubicina (panel derecho).
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La Figura 18 es un histograma que muestra el porcentaje de encapsulacion de doxorubicina en liposomas
DPPC/DSPE-PEG 2000 (95:5 % en moles) durante la carga en funcién del tiempo. La carga se realizé previa a
(circulos rellenos) y subsecuente a la congelacion (circulos sin relleno).

La Figura 19 es un histograma que muestra el porcentaje de encapsulacion de doxorubicina en liposomas
DSPC/DSPE-PEG 2000 (95:5 % mol) durante la carga en funcién del tiempo. La carga se realizé previa a (circulos
rellenos) y subsecuente a la congelacion (circulos sin relleno).

Formas de llevar a cabo la invencién

“Liposoma” como se usa en la presente memoria quiere decir vesiculas compuestas de una o varias bicapas de
lipidos ordenadas concéntricamente que encapsulan una fase acuosa. La formacion de dichas vesiculas requiere de
la presencia de “lipidos formadores de vesiculas” que son lipidos anfipaticos capaces de asumir o ser incorporados
dentro de una estructura en bicapa. Esto incluye aquellos lipidos que son capaces de formar una bicapa por si
mismos o en combinaciéon con otro u otros lipidos. Se incorpora un liquido anfipatico en un a bicapa lipidica
manteniendo en contacto su fraccion hidrofébica con el interior, la regidn hidrofébica de la membrana de la bicapa y
su fraccidon de cabeza polar se orienta hacia una superficie polar, exterior de la membrana. La mayoria de los
fosfolipidos pertenecen al primer tipo de lipidos formadores de vesiculas mientras el colesterol es un representante
de este Ultimo tipo.

Los lipidos formadores de vesiculas adecuados que pueden ser incorporados en los liposomas o portadores de
lipidos de esta invencion pueden seleccionarse de entre una variedad de lipidos anfipaticos, que tipicamente
incluyen fosfolipidos como fosfatidilcolina (PC, de sus siglas en inglés) y, esfingofosfolipidos como la esfingomielina.
En esta especificacion, los términos “bruto” o “estructural” haciendo referencia a un lipido quieren decir un lipido
formador de vesiculas que contribuye a la estructura de un liposoma.

Los liposomas preparados de acuerdo a esta invencion pueden prepararse mediante técnicas convencionales
utilizadas para preparar vesiculas. Estas técnicas incluyen el método de inyeccion de éter (Deamer, et al., Acad. Sci
(1978) 308:250), el método del tensioactivo (Brunner, et al., Biochim. Biophys. Acta (1976) 455:322), el método de
congelacién-descongelaciéon (Pick, et al., Arch. Biochim. Biophys. (1981) 212: 186), el método de evaporacion de
fase inversa (Skoza, et al., Biochim. Biophys. Acta (1980) 601:559-571), el método de tratamiento ultrasénico
(Huang, et al., Biochemistry (1969) 8:344), el método de inyeccion de etanol (Kremer, et al., Biochemistry (1977)
16:3932), el método de extrusidon (Hope, et al., Biochim. Biophys. Acta (1985) 812:55-65) y el método de la prensa
francesa (Barenholz, et al., FEBS Lett. (1979) 99:210). Estos procesos pueden usarse en combinacion o
modificados. Las vesiculas unilamerales pequefias (SUVs, de sus siglas en inglés) pueden prepararse mediante el
método de tratamiento ultrasénico, el método de inyeccion de etanol y el método de la prensa francesa.
Preferiblemente, las vesiculas multilamelares (MLVs, de sus siglas en inglés) se preparan mediante el método de
evaporacién de fase inversa o mediante la simple adicién de agua a una capa de lipido seguida de dispersion por
agitacion mecanica (Bangham, et al., J. Mol. Biol. (1965) 13: 238 - 252).

Una preparacion de liposomas particularmente adecuada que puede ser usada en la realizacién préactica de la
invencién son las vesiculas lamerales grandes (LUVs, de sus siglas en inglés). Las LUVs pueden prepararse
mediante el método de inyeccion de éter, el método del tensioactivo, el método de congelacion - descongelacion, el
método de evaporacion de fase inversa, el método de la prensa francesa o el método de extrusion. Preferiblemente,
las LUVs se preparan conforme al método de extrusion. El método de extrusion implica combinar primero lipidos en
cloroformo para conseguir la relacion molar deseada. Puede afiadirse opcionalmente un marcador de lipidos a la
preparacioén de lipidos. La mezcla resultante se seca en una corriente de vapor de nitrdgeno en fase gas y se coloca
en una bomba de vacio en la que se elimina sustancialmente el disolvente. Las muestras se hidratan después en un
tampdn adecuado o una mezcla de agente o agentes terapéuticos. La mezcla se pasa después por un equipo de
extrusion para obtener liposomas de un tamafio promedio definido. El tamafio promedio de los liposomas puede
determinarse mediante dispersion de la luz cuasi-elastica utilizando, por ejemplo, un clasificador de tamafios de
particula submicronicas NICOMP™ 370 a una longitud de onda de 632,8 nm.

Los liposomas que “no contienen substancialmente nada de colesterol” pueden contener una cantidad de colesterol
gue es insuficiente para alterar significativamente las caracteristicas de transicion de fase del liposoma (tipicamente
menos de un 20 % en moles colesterol). Un 20 % en moles o mas de colesterol aumenta el rango de temperaturas
a la que ocurre la transicion entre fases, con la transicion de fase desapareciendo a niveles de colesterol méas altos.
Preferiblemente, un liposoma que no contiene substancialmente nada de colesterol tendrd alrededor de un 15 o
menos y mas preferiblemente alrededor de un 10 o menos de colesterol en % en moles, mas preferiblemente
alrededor de un 5 0 menos en % en moles, o alrededor de un 2 0 menos en % en moles o alrededor de un 1 o
menos en % en moles de colesterol. También, puede no estar presente o no afiadirse nada de colesterol cuando se
preparan liposomas “libres de colesterol”.

Los términos “lipido que esta cargado negativamente a pH fisioldgico” o “lipido cargado negativamente” se refieren a
lipidos formadores de vesiculas que tienen una o mas cargas eléctricas negativas a pH fisiologico. Los lipidos
cargados negativamente adecuados para su uso en esta invencion pueden ser fosfolipidos o fosfoesfingolipidos.
Pueden incorporarse al liposoma lipidos cargados negativamente que comprendan fracciones no zwitteriénicas a
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razones del 5 al 95 % en moles, més preferiblemente del 10 al 50 % en moles, y méas preferiblemente del 15 al 30 %
en moles. La “fraccién no zwitteridnica” se refiere a una fracciébn que no tiene cargas eléctricas opuestas a pH
fisiolégico, pero que es hidrofilica.

La carga eléctrica neta negativa en un lipido usado en esta invencion puede surgir solamente desde la presencia de
carga eléctrica en el lipido cargado negativamente (p. €j., en el grupo fosfato) o la carga eléctrica negativa adicional
puede ser debida a la presencia de grupos cargados negativamente que residen en la fraccion no zwitterionica.
Preferiblemente, la carga negativa neta surge de la presencia en el lipido de uno o mas grupos cargados
negativamente, en cuyo caso la fraccion no zwitterionica es un grupo neutro. Preferiblemente, la fraccion no
zwitteribnica comprende de 2 a 6 4&tomos de carbono.

Las fracciones no zwitteriénicas contienen grupos funcionales captadores de electrones que le imparten al grupo de
cabeza caracteristicas hidrofilicas. Dichos grupos funcionales pueden seleccionarse del grupo que consiste en
alcoholes, acidos, cetonas, ésteres, éteres, amidas y aldehidos. También pueden usarse sacaridos con este
propdsito.

Los monosacaridos incluyen arabinosa, fucosa, galactosa, glucosa, lixosa, manosa, ribosa y xilosa. Los disacaridos
incluyen sacarosa, glucosa, trehalosa, celobiosa, gentobiosa y maltosa. Se prefieren los monosacaridos y
disacaridos que no se unen a receptores celulares ya que la eliminacion aumentada de los liposomas de la
circulacion puede resultar de la unién de un liposoma a la superficie de la célula.

Cuando la fraccidon no zwitteridnica se selecciona para ser neutra a pH fisiologico, se elige la incorporacion de
grupos no ionizables como alcoholes, cetonas, ésteres, éteres, amidas y aldehidos.

La fraccidn no zwitteridnica puede ser un alcohol de cadena corta, un alcohol preferido es el que contiene dos 0 mas
grupos hidroxilo. El alcohol puede ser un polialcohol de cadena lineal del que el glicerol es un ejemplo, que esta
unido a un fosfato de un fosfolipido por medio de un grupo hidroxilo terminal de la molécula de glicerol, la molécula
resultante se denomina fosfatidilglicerol (PG, de sus siglas en inglés). Preferiblemente las cadenas de acidos grasos
de fosfatidilglicerol son independientemente caproilo (6:0), octanoilo (8:0), caprilo (10:0), laurilo (12:0), miristoilo (14:
0), palmitoilo (16:0) ,estearoilo (18:0), araquidoilo (20:0), behenoilo (22:0) , lignoceroilo (24:0) o fitanoilo, incluyendo
las versiones insaturadas de estas cadenas de &cidos grasos en las configuraciones cis o trans como oleoilo (18:1),
linoleilo (18:2), araquidonoilo (20:4) y docosahexanoenolino (22:6). Se prefieren los fosfolipidos que tienen dos
cadenas acilo de 14 a 18 atomos de carbono. En todo caso, la naturaleza de los sustituyentes hidrofébicos del lipido
cargado negativamente es tal que la temperatura de cambio de fase del liposoma es superior a alrededor de 38 °C,
preferiblemente superior a alrededor de 40 °C.

La fraccion no zwitteridnica puede ser ademas un polimero para formar un “conjugado lipido — polimero hidrofilico”.
Este término hace referencia a un lipido formador de vesiculas unido covalentemente en su fraccion de cabeza
polar a un polimero hidrofilico, y esta tipicamente hecho a partir de un lipido que tiene un grupo reactivo funcional en
la fraccién de cabeza polar con el fin de unirse al polimero. Son grupos funcionales reactivos adecuados por
ejemplo, amino, hidroxilo, carboxilo o formilo. El lipido puede ser cualquier lipido descrito en la técnica para su uso
en dichos conjugados como fosfolipidos, esfingolipidos y ceramidas. Preferiblemente, el lipido es un fosfolipido
como PC, PE, PA o PI, que tiene dos cadenas acilo que comprenden alrededor de 6 a 24 atomos de carbono de
longitud con grados de insaturacion variables. El lipido en el conjugado puede, por ejemplo, ser un PE,
preferiblemente con la forma diestearoilo. El polimero es un polimero biocompatible caracterizado por una
solubilidad en agua que permite a las cadenas de polimeros extenderse efectivamente mas alla de la superficie del
liposoma con la flexibilidad suficiente que produce un recubrimiento uniforme de la superficie de un liposoma.
Preferiblemente, el polimero es wun poliaquiléter, que incluye polimetilenglicol, polihidroxipropilenglicol,
polipropilenglicol, acido polilactico, acido poliglicélico, acido poliacrilico y copolimeros de los mismos, asi como
aquellos que se describen en las patentes de Estados Unidos 5.013.556 y 5.395.619. Un polimero preferido es
polietilenglicol (PEG). El conjugado puede ser preparado para incluir un enlace lipido-polimero liberable como un
enlace péptido, éster o disulfuro. El conjugado puede incluir también un ligando marcardor. Para su uso en esta
invencion se pueden incorporar mezclas de conjugados dentro de los liposomas.

El término “lipido conjugado PEG” como se usa en la presente memoria se refiere al conjugado polimero-lipido
hidrofilico definido anteriormente en el que el polimero es PEG.

Un conjugado polimero-lipido hidrofilico u otro lipido cargado negativamente que no contenga un ion zwitteriénico
puede prepararse para incluir un enlace lipido-polimero liberable como un enlace péptido, éster o disulfuro que
puede ser escindido bajo condiciones fisiol6gicas selectivas como exponer una superficie transportadora de LUV
una vez que se haya conseguido la biodistribucion deseada, como se describe en la patente de Estados Unidos n°
6.043.094; o, en Kirpotin, D., et al., FEBS Letters (1996) 388:115-188.

Un conjugado polimero-lipido hidrofilico puede incluir también un ligando marcador unido al extremo libre del
polimero para dirigir el liposoma a células especificas. Los derivados de polietilenglicol que permiten la conjugacién
de un ligando marcador son por ejemplo, metoxi (hidrazido) polietilenglicol y bis (hidrazido) polietilenglicol.
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Los lipidos cargados negativamente pueden obtenerse a partir de fuentes naturales o pueden ser sintetizados
quimicamente. Los métodos para unir covalentemente compuestos al grupo de cabeza de un lipido son bien
conocidos en la técnica y generalmente implican hacer reaccionar grupos funcionales en la porcién terminal del
grupo de cabeza del lipido con grupos funcionales en la fraccion que se va a unir. Los lipidos cargados
negativamente adecuados para la unién quimica a una fraccion hidrofilica no zwitteridnica incluyen lipidos que tienen
un grupo de cabeza polar que termina con un grupo reactivo como fosfato, y amina. Un ejemplo de un lipido
particularmente adecuado es una fosfatidiletanolamina ya que contiene un grupo amino reactivo. Los métodos para
preparar derivados de fosfatidiletanolamina se han descrito en Ahl., P., et al., Biochim. Biophys. Acta (1997)
1329:370-382. Los ejemplos de lipidos cargados negativamente obtenidos de fuentes naturales que ya contienen
fracciones no zwitteriénicas incluyen fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol obtenidos de huevos y fuentes vegetales
respectivamente.

Los liposomas pueden prepararse de forma que sean sensibles a aumentos de la temperatura en el ambiente que
les rodea. La sensibilidad a la temperatura de dichos liposomas permite la liberacion de compuestos atrapados en el
interior del espacio acuoso de los liposomas, y/o la liberacion de compuestos asociados a la bicapa de lipidos, en
una zona objetivo que esta o calentada (como en el procedimiento clinico de hipertermia) o que esta intrinsecamente
a una temperatura mayor que el resto del cuerpo (como en la inflamacién). Los liposomas que permiten la liberacion
de compuestos de una forma dependiente de la temperatura se denominan “liposomas termosensibles” y contienen
bajos niveles de colesterol. Los liposomas de la presente invencién comprenden un lipido que posee temperatura de
transicion gel - liquido cristalino en el rango hipertérmico (p. ej., el rango de aproximadamente 38°C a
aproximadamente 45°C). Se prefieren los fosfolipidos con una temperatura de transicion de fase desde alrededor de
38°C a alrededor de 45°C, y se prefieren méas los fosfolipidos cuyos grupos acilo son saturados. Un fosfolipido
particularmente preferido es dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, de sus siglas en inglés).

Los liposomas termosensibles pueden incorporar un agente superficial activo relativamente soluble en agua, como
un lisolipido, en una bicapa compuesta primariamente por una molécula relativamente insoluble en agua, como un
fosfolipido de cadena doble (p. ej., DPPC). La incorporacién del agente superficial activo en la fase gel del
componente lipido primario aumenta la liberacién de contenidos desde el liposoma resultante cuando se calienta a la
temperatura de transicion de fase gel-liquido cristalino del lipido primario. Los agentes superficiales activos
preferidos son lisolipidos, y un agente superficial activo particularmente preferido es monopalmitoilfosfatidilcolina
(MPPC, de sus siglas en inglés). Son agentes superficiales activos adecuados aquellos que son compatibles con el
lipido primario de la bicapa, y que se desorben cuando el lipido funde a fase liquida. Los agentes superficiales
activos adicionales para su uso en bicapas de lipidos incluyen alcoholes palmitoilo, alcoholes estearoilo,
monopalmitato de palmitoilo, estearoilo y glicerilo, monooleato de glicerilo, y lipidos monoacilados como esfingosina
y esfingamina.

Los liposomas también pueden preparase de forma que la temperatura de transicion liquida cristalina sea mayor de
45°C. En este caso, los lipidos formadores de vesiculas que constituyen el liposoma son fosfolipidos como PC o PE.
El fosfolipido preferido es PC. Cuando se seleccionan lipidos, se deben tomar precauciones ya que se puede
producir una separacion de fases si las longitudes de la cadena acilo de estos lipidos difieren en cuatro o mas
grupos metileno. Preferiblemente el lipido tendra dos &cidos grasos insaturados, las cadenas acilo de las que se
seleccionan independientemente del grupo que consiste en estearoilo (18:0), nonadecanoilo (19:0), araquidoilo
(20:0), henicosanoilo (21:0), behenoilo (22:0), tricosanoilo (23:0), lignoceroilo (24:0) y cerotoilo (26:0).
Preferiblemente, al menos una (y mas preferiblemente ambas) de las cadenas acilo sera 18:0, o mayor.

Las realizaciones pueden hacer uso de liposomas que sustancialmente no tengan colesterol que tengan
temperaturas de transicion de fase superiores a aquellas que serian Utiles para aplicaciones termosensibles (p. €j.,
alrededor de 45°C o mas) que presentan una retencion de medicamentos acentuada como se describe en el
documento PCT/CA01/00655 publicado el 15 de noviembre de 2001 (incorporado aqui por referencia). Dichos
liposomas incluyen liposomas libres de colesterol que tienen al menos un 60 % en moles de fosfolipidos que tienen
al menos una cadena acilo de mas de 18 atomos de carbono.

Las realizaciones pueden hacer uso de liposomas que estan sustancialmente libres de colesterol que proporcionan
una retencion sistematica aumentada de agentes cuando se cargan conforme a la técnica de carga en gradiente de
pH con una carga interna de tamp6n por debajo de alrededor de 200mM. Dichos liposomas estan descritos en la
patente EE.UU. 60/331.249 archivada el 13 de noviembre de 2001, que se incorpora en la presente memoria por
referencia. Los agentes que demuestran una retencion sistémica pobre en liposomas libres de colesterol pueden ser
retenidos mas establemente de acuerdo con esta realizacion.

Las realizaciones pueden emplear liposomas libres de colesterol que presentan una retencién sistémica aumentada
de agentes terapéuticos encapsulados cuando la osmolaridad del tampén interno se selecciona para ser proxima a
la osmolaridad de un medio en el que los liposomas estan presentes cuando se administran mediante inyeccion.
Dichos liposomas se describen en la patente EE.UU. 60/331.249 archivada el 13 de noviembre de 2001, que se
incorpora en la presente memoria por referencia .Por tanto, esta realizacién incluye el uso de liposomas libres de
colesterol de bajo contenido en soluto y medios de inyeccidn que contienen liposomas libres de colesterol en los que
el tampdn interno del liposoma se corresponde con la osmolaridad del soluto del medio.
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La realizaciones pueden hacer uso de liposomas “termosensibles” que se desestabilicen a temperaturas que puedan
ser aplicables a un paciente (p. €j., alrededor de 45°C o menos), incluyendo aquellas descritas en la patente EE.UU.
60/331.249 archivada el 13 de noviembre de 2001, que se incorpora en la presente memoria por referencia. Por
tanto, esta realizacion puede incluir o puede resultar del uso de métodos para suministrar un agente en un lugar de
interés de un sujeto mediante la administracion de liposomas termosensibles que contienen un agente activo para un
sujeto, permitiendo un periodo de tiempo ampliado para el liposoma, la localizacion del lugar de interés, y administrar
subsecuentemente un tratamiento hipertérmico en el lugar de interés para producir la liberaciéon de los contenidos
del liposoma.

Las realizaciones pueden hacer uso de liposomas libres de colesterol que comprenden fracciones hidrofilicas
conjugadas con lipidos. Dichos liposomas son resistentes a la fusién y a la pérdida de agentes subsecuente a la
congelacién y se describen en la patente EE.UU. 60/331.249 archivada el 13 de noviembre de 2001, que se
incorpora en la presente memoria por referencia.

En un aspecto, los liposomas libres de colesterol son proporcionados en donde el lipido cargado negativamente se
incorpora en la liposoma a una concentracion superior al 10 % en moles. En este aspecto de la invencion, la fraccion
no zwitteriénica es preferiblemente un alcohol de cadena corta como el glicerol. Mas preferiblemente, los lipidos
formadores de vesiculas que constituyen el liposoma en esta realizacion de la invencion se seleccionan de forma
que la temperatura de transicion de fase del liposoma sea mayor de alrededor de 40°C. Todas las otras
caracteristicas y condiciones preferidas para este aspecto de la invencion son generalmente como se describe
anteriormente.

La determinacion de la longevidad en circulacién de un liposoma puede llevarse a cabo mediante medios conocidos
en la técnica, incluyendo los métodos descritos en los Ejemplos siguientes que implican la administracion
intravenosa en un animal de ensayo y controlar los niveles en sangre. La determinacion puede hacerse midiendo la
cantidad de un componente como un marcador radioactivo presente en un liposoma o un portador de lipidos
después de la administracion a un modelo animal de la enfermedad.

Las realizaciones pueden hacer uso de liposomas libres de colesterol que se seleccionan o estan hechos para
comportarse de forma comparable a liposomas que contienen colesterol a través de la incorporacion de una fraccion
hidrofilica conjugada con un lipido como se describe en la patente EE.UU. 60/339.404 archivada el 14 de diciembre
de 2001, que se incorpora en esta memoria por referencia. Tales realizaciones de la presente invencion pueden
incluir, o pueden resultar de el uso de métodos para preparar o seleccionar liposomas que usan un formato de
ensayo basado en la comparacion de la longevidad en circulacion de liposomas libres de colesterol que tienen
temperaturas de transicion de fase levemente hipertérmicas con respecto a la temperatura corporal de un sujeto con
la longevidad en circulacion de un liposoma comparable que contiene colesterol. Tales composiciones de liposomas
seleccionadas permiten que aumenten la estabilidad del liposoma y las propiedades de retencion de medicamentos.

De esta forma la presente invencion proporciona particularmente:

1. Una composiciéon que comprende liposomas que contienen al menos un agente biolégicamente activo dénde
dichos liposomas tienen un diametro medio entre 80-200 nm +/- 25 nm; y tienen una tempera de transicién (Tc)
de al menos 38 °C,

(a) en las que la(s) bicapa(s) ordenada(s) de dichos liposomas consiste(n) esencialmente en:
(i) uno o mas lipidos formadores de vesiculas, que son fosfolipidos o esfingofosfolipidos;

(i) al menos 1 % en moles de uno o varios acidos fosfatidicos cada uno unido a un fraccién no
zwitteridnica que es un alcohol, un &cido, una cetona, un éster, un éter, una amida, un aldehido, un
ciclitol o un sacarido;

(iii) de un 5% a menos de un 20 % en moles de colesterol; o
(b) en las que la(s) bicapa(s) ordenada(s) de dichos liposomas consiste(n) esencialmente en:
(i) uno o més lipidos formadores de vesiculas, que son fosfolipidos o esfingofosfolipidos;
(i) al menos 1% de uno o varios &cidos fosfatidicos cada uno unido a una fraccién no zwitteriénica;
(iii) de un 5% a menos de un 10 % en moles de colesterol; y

en la que el agente biolégicamente activo mencionado en 1(a) y 1(b) esta asociado con la(s) bicapa(s)
ordenada(s) o estd encapsulado dentro del espacio acuoso definido por las mencionada(s) bicapa(s)
ordenada(s).

2. La composicion de 1(a) en la que cada uno de los mencionados acidos fosfatidicos unidos a la fraccién no
zwitterionica es un fosfatidilglicerol (PG) o un fosfatidilinositol (PI).
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3. La composicién de 1(b) en la que el mencionado &cido fosfatidico unido a la fraccién no zwitteribnica es un
acido fosfatidico unido a un polimero hidrofilico.

4. La composicion de 3 en la que el mencionado polimero hidrofilico es polietilenglicol (PEG).

5. La composicion de cualquiera de los puntos 1-4 en la que los mencionados liposomas comprenden al menos
un 10 % en moles del mencionado acido fosfatidico unido a una fraccion no zwitterionica.

6. La composicién de cualquiera de los puntos 1-5 en la el mencionado lipido formador de vesiculas es
diestearoilfosfatidilcolina.

7. La composicion de cualquiera de los puntos 1-6 en la el mencionado agente biolégicamente activo
comprende FUDR y/o CPT-11 y/o carboplatino.

8. La composicion de cualquiera de los puntos 1-7 que es crioestable en ausencia de un crioprotector.
9. La composicion de cualquiera de los puntos 1-8 que esta en forma congelada o crioliofilizada.

10. La composicion de cualquiera de los puntos 1-9 que ademas contiene un excipiente farmacolégicamente
estable.

11. El uso de la composicién de cualquiera de los puntos 1-10 en la preparacion de un medicamento para su
uso en un método para administrar un agente biolégicamente activo a un sujeto con necesidad de dicho agente.

12. El método para conservar una composicion de liposoma que comprende congelar o liofilizar la composicién
de cualquiera de los puntos 1-10.

Los liposomas de la invencién seran utiles en la entrega de medicamentos y seran por tanto formulados para
contener un agente biolégicamente activo.

Una amplia variedad de agentes pueden encapsularse en los liposomas de la presente invencion. Los liposomas de
esta invencion también pueden congelarse con el agente encapsulado o el agente puede congelarse
subsecuentemente a la congelacion. El término “agente” hace referencia a fracciones quimicas que pueden utilizarse
en aplicaciones terapéuticas o diagndsticas. Los términos “agente terapéutico “y “medicamento” como se usan en la
presente memoria se refieren a fracciones quimicas usados en terapia para lo que es deseable la entrega de
medicamentos basada en liposomas. Los liposomas de esta invencién pueden estar encapsulados con agentes
terapéuticos como agentes antineoplasicos, agentes antivirales y agentes antimicrobianos. Los términos “agente
antimicrobiano” y “agente antiviral” como se usan en la presente memoria se refieren a grupos quimicos que tienen
efecto en el crecimiento, proliferacion y supervivencia de los microbios y virus respectivamente. Los agentes
antimicrobianos incluyen, aunque no estan limitados a, penicilina G, estreptomicina, ampicilina, penicilina,
carbenicilina, tetraciclina, estreptomicina, anfotericina B, vancomicina y floxacina y derivados de la floxacina como
ciprofloxacina, norfloxacina, gatrifloxacina, levofloxacina, moxifloxacina y trovafloxacina. Los agentes antivirales
incluyen AZT. El térmico” agente antineoplasico” como se usa en la presente memoria hace referencia a fracciones
quimicas que tienen un efecto en el crecimiento, proliferacion, invasividad o supervivencia de células neoplasicas o
tumores. Los agentes terapéuticos antineoplasicos incluyen agentes alquilantes, antimetabolitos, antibiéticos
citotéxicos y varios alcaloides vegetales y sus derivados.

Los agentes pueden estar encapsulados dentro de los liposomas de la presente invencion mediante técnicas de
carga pasiva conocidas en la técnica. Los métodos pasivos para encapsular agentes terapéuticos en liposomas
implican encapsular el agente durante la sintesis de los liposomas. En este método, el agente puede estar asociado
a la membrana o encapsulado dentro de un espacio acuoso atrapado. Esto incluye un método de atrapamiento
pasivo descrito por Bargham, et al., J.Mol.Biol. (1965) 12:238 en el que la fase acuosa que contienen el agente de
interés se pone en contacto con un lamina de lipidos formadores de vesiculas secos depositada en las paredes del
recipiente de reaccion. Bajo agitacién por medios mecénicos, se producird un hinchamiento de los lipidos y se
formaran vesiculas multilaminares (MLVs). Utilizando la extrusién, las MLVs pueden convertirse en grandes
vesiculas unilamelares (LUVS) o pequefias vesiculas unilamerales (SUVs) siguiendo la extrusion con sonicacion.
Otro método para la carga pasiva que puede ser utilizado incluye el descrito por Deamer, et al., Biochim. Biophys.
Acta (1976) 443:629. Este método implica disolver los lipidos formadores de vesiculas en éter y, en lugar de
evaporar primero el éter para formar una lamina fina en una superficie, siendo esta lamina puesta posteriormente en
contacto con una fase acuosa que va a ser encapsulada, la solucion de éter se inyecta directamente en dicha fase
acuosa y el éter se evapora después, a través de este método se obtienen liposomas con agentes encapsulados. Un
método adicional que puede emplearse es el método de evaporacion en fase inversa (REV, de sus siglas en inglés)
de Szoka, et al., P.N.A.S. (1978) 75:4194 en el que una solucidn de lipidos en un disolvente insoluble en agua se
emulsiona en una fase acuosa transportadora y el disolvente organico se elimina subsecuentemente a presion
reducida.

Otros métodos para el atrapamiento pasivo que pueden utilizarse incluyen someter a los liposomas a tratamientos
sucesivos de deshidratacion y rehidratacién, o congelacion y descongelacién. Esta técnica ha sido descrita por
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Kirby, et al., Biotechnology (1984) 979-984. También, Shew, et al., Biochim. Biophys. Acta (1985) 816:1-8 describe
un método en el que los liposomas preparados por sonicacién son mezclados en solucion acuosa con el soluto que
va a ser encapsulado, y la mezcla se seca con nitrdgeno en un rotavapor. Bajo rehidratacion, se producen grandes
liposomas en los que ha sido encapsulada una fraccion significativa del soluto.

Los agentes pueden ser encapsulados usando métodos activos de encapsulacion. La carga activa implica el uso de
gradientes transmembrana a través de la membrana del liposoma para inducir la captacién de un agente terapéutico
después de que se ha formado el liposoma. Esto puede implicar el gradiente de uno o mas iones incluyendo Na+,
K+, H+, y/o un grupo nitrégeno protonado. Las técnicas de carga activa que pueden utilizarse de acuerdo a esta
invencion incluyen carga por gradiente de pH, atraccion de cargas eléctricas y el lanzamiento del medicamento
mediante un agente que puede unirse con el medicamente.

Los liposomas pueden cargarse de acuerdo a la técnica del gradiente de pH. De acuerdo con esta técnica, se
forman liposomas que encapsulan una fase acuosa con un pH seleccionado. Los liposomas hidratados se colocan
en un entorno acuoso de pH diferente seleccionado para eliminar la carga eléctrica del medicamento o de otro
agente que va a ser encapsulado. Una vez que el medicamento entra en el liposoma, el pH del interior da como
resultado un estado cargado del medicamento, que previene que el medicamento permee a través de la bicapa de
lipidos, atrapando de esta forma el medicamento en el liposoma.

Para crear un gradiente de pH, el medio original externo se remplaza con un medio externo nuevo que tiene
diferentes concentraciones de protones. La sustitucion del medio externo puede conseguirse mediante varias
técnicas, tales como, mediante el paso de preparacion de vesiculas de lipido a través de una columna de filtracién
en fase gel, p. ej., una columna Sephadex, que ha sido equilibrada con el nuevo medio (descrito en los ejemplos
siguientes), o por centrifugacion, didlisis o técnicas relacionadas. El medio interno puede ser o &cido o basico con
respecto al medio externo.

Después del establecimiento de un gradiente de pH, se afiade un agente que puede ser cargado con un gradiente
de pH en la mezcla y se produce la encapsulacion del agente en el liposoma como se ha descrito anteriormente.

La carga utilizando un gradiente de pH puede llevarse a cabo de acuerdo con los métodos descritos en las patentes
EE.UU. n® 5.616.341, 5.736.155 y 5.785.987 incorporadas en la presente memoria por referencia.

Los agentes terapéuticos que pueden cargarse utilizando carga en gradiente de pH comprenden una o varias
fracciones ionizables de forma que la forma neutra del grupo ionizable permite al medicamento atravesar la
membrana del liposoma y la conversion d la fraccion en una forma cargada eléctricamente hace que el medicamento
permanezca encapsulado dentro de el liposoma. Los grupos ionizables pueden comprender, pero no se limitan a
comprender, amina, acido carboxilico y grupos hidroxilo. Los agentes que se cargan en respuesta a un interior acido
pueden comprender fracciones ionizables que estan cargados eléctricamente como respuesta a un medio ambiente
acido mientras que los medicamentos que se cargan en respuesta a un interior basico comprenden fracciones que
se cargan eléctricamente en respuesta a un medio ambiente basico. En el caso de un interior basico, pueden
utilizarse fracciones ionizables que incluyen pero no se limitan a acido carboxilico o grupos hidroxilo. En el caso de
un interior acido, pueden utilizarse fracciones ionizables que incluyen pero no se limitan a grupos amino primarios,
secundarios vy terciarios Preferiblemente, el agente cargable mediante gradiente de pH es un agente terapéutico y
mas preferiblemente, un agente antineoplasico, un agente antimicrobiano o un agente antiviral. Los ejemplos de
agentes terapéuticos que pueden ser cargados en los liposomas mediante el método de carga por gradiente de pH y
por la tanto pueden se usados en esta invencion incluyen, pero no se limitan a, antibidticos del grupo de las
antraciclinas, tales como doxorubicina, daunorobicina, mitoxantrona, epirubicina, aclarubicina e idarubicina;
antibidticos antineoplasicos como mitomicina, bleomicina y dactinomicina; alcaloides de la vinca como vinblastina,
vincristina y navelbina; derivados de la purina tales como 6-mercaptopurina y 6-tioguanina; derivados de la purina y
la pirimidina tales como 5-fluoruroacil; camptotecinas tales como topotecan, irinotecan, lurtotecan, 9-
aminocamptotecina, 9—nitrocamptotecina y 10-hidroxicamptotecina; citarabinas tales como arabinodsido de citosina;
agentes antimicrobianos tales como ciprofloxacino y las sales del mismo. Esta invencion no sélo se limita a drogas
actualmente disponibles, sino que se extiende a otras no desarrolladas o no disponibles comercialmente todavia, y
que puedan ser cargadas utilizando gradientes de pH transmembrana.

Para mantener el gradiente de pH a través del liposoma pueden emplearse varios métodos. Esto puede implicar el
uso de iondforos que pueden insertarse en la membrana del liposoma y transportar iones a través de las membranas
en un intercambio por protones (véase, por ejemplo, la patente EE.UU. n° 5.837.282). También pueden ser utilizados
los tampones encapsulados en el interior del liposoma capaces de transportar protones a través de la membrana
liposomal y por tanto establecer un gradiente de pH (véase por ejemplo la patente EE.UU. nimero 5.837.282). Estos
tampones comprenden un grupo ionizable que es neutro cuando se desprotona y que esté cargado eléctricamente
cuando esta protonado. La forma neutra desprotonada del tamp6n (que esta en equilibrio con la forma protonada) es
capaz de atravesar la membrana del liposoma y dejar asi atras el protén en el interior del liposoma y por lo tanto
causar un aumento de pH en el interior. Ejemplos de este tipo de tampones incluyen cloruro de metilamonio, sulfato
de metilamonio, sulfato de etilendiamonio (véase la patente EE.UU. n°® 5.785.987) y sulfato de amonio. También
pueden utilizarse, los tampones de carga interna que son capaces de establecer un pH interno basico. En este caso,
la forma neutra del tampo6n esta protonada de forma que los protones son lanzados fuera del interior del liposoma
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para establecer un interior basico. Un ejemplo de ese tipo de tampdn es el acetato calcico (véase patente n°
5.939.096).

Pueden utilizarse métodos de atraccion de carga eléctrica para cargar activamente agentes terapéuticos. El
mecanismo de atraccion de carga eléctrica para la carga de medicamentos implica crear un potencial
transmembrana a través de la membrana mediante la creaciéon de un gradiente de concentracion para una o0 mas
especies cargadas eléctricamente. Por tanto, para un medicamento que esta cargado negativamente cuando se
ioniza, se crea un potencial transmebrana a través de la membrana que tiene un potencial interior que es positivo
con respecto al potencial exterior. Para un medicamento que esta cargado positivamente, se utilizaria el potencial
transmembrana opuesto.

En una realizacién, subsecuentemente a la preparacion, los liposomas se someten a temperaturas por debajo de 0
°C de forma que estan presentes en estado congelado. Los liposomas pueden congelarse por: inmersién en
nitrégeno liquido, hielo seco, un congelador convencional a -20°C o un congelador convencional a -80°C o -70°C. En
un ejemplo alternativo, los liposomas pueden congelarse en nitrégeno liquido seguida por una inmersién en un
congelador. Los liposomas pueden almacenarse de una forma estable en el estado congelado durante largos
periodos de tiempo hasta que vayan a ser utilizados. Subsecuentemente a la congelacion, los liposomas pueden ser
descongelados para su uso posterior, sometiéndolos a temperaturas superiores a 0°C.

Los liposomas pueden comprender agentes encapsulados previamente a someterse a temperaturas por debajo de
0°C. Esto puede implicar cargar el agente en el liposoma preformado usando las técnicas de carga activas y pasivas
mencionadas anteriormente. Si el agente encapsulado es un agente terapéutico, los liposomas descongelados
pueden utilizarse directamente en la terapia siguiendo procedimientos conocidos para administrar agentes
encapsulados en liposomas.

Los liposomas pueden ser cargados activamente con el agente subsecuentemente a la congelacion. Esto permite
que los liposomas congelados se proporcionen a los fabricantes de medicamentos de forma no encapsulada que los
fabricantes puedan subsecuentemente cargar activamente con el agente. Un método de carga activo preferido es el
método del gradiente de pH descrito anteriormente. Los liposomas pueden congelarse con un gradiente de pH a
través de la membrana o el gradiente puede generarse subsecuentemente a la congelacion.

En el caso de que el gradiente se genere subsecuentemente a la congelacion, el tampén externo puede
intercambiarse y sustituirse por un medio externo nuevo que tenga diferente concentracién de protones. El pH
externo puede también ajustarse por adicion de un &cido o una base. El remplazo del medio externo puede
conseguirse por medio de varias técnicas, tales como, mediante el paso de un preparacion de vesiculas de lipido a
través de una columna de filtracion en gel, p. €j. una columna Sephadex, que ha sido equilibrada con el nuevo medio
(una descripcién en los ejemplos siguientes), o por centrifugacion, didlisis o técnicas relacionadas. El medio interno
puede ser acido o basico con respecto al medio externo.

Los liposomas de la presente invencion pueden estar sujetos también a mas de un ciclo de congelacién y
descongelacion.

Siguiendo a la congelacion, la preparacion de liposomas puede estar deshidratada por la eliminacién de un
disolvente acuoso en la que los liposomas estan inmersos. Los liposomas se deshidratan preferentemente usando
un equipo estandar de congelacién —secado 0 un equipo equivalente; esto es, son deshidratados preferentemente
bajo presién reducida. Previo a su uso, la preparacion de liposomas secos se deshidrata mediante la introduccién de
presion reducida. Los medios para aplicar presion reducida incluyen bombas de vacio o un equipo equivalente. El
proceso de deshidratacién se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura reducida que a temperatura ambiente.
Una vez que los liposomas se han deshidratado, pueden almacenarse durante largos periodos de tiempo hasta que
vayan a ser utilizados.

El término “crioestable” en esta especificacion se refiere a liposomas que son sustancialmente resistentes a
cualquiera de los numerosos efectos indeseables que ocurren bajo la exposicion de la composicion del liposoma a
una temperatura por debajo de 0 °C suficiente para causar uno de los efectos indeseables. Los efectos indeseables
incluyen, pero no se limitan a, un aumento en el tamafio de los liposomas, distribucion de tamafios o turbidez de la
preparacion de liposomas debida a la agregacion o fusion de los liposomas debido a la agregacion o fusion de los
liposomas, o pérdida del agente encapsulado. Tipicamente, los efectos colaterales no deseables ocurren a
temperaturas por debajo de 0°C, méas tipicamente por debajo de -5°C e incluso mas tipicamente por debajo de -
10°C.

Puede evaluarse si un liposoma es crioestable o no, por ejemplo, midiendo los efectos indeseables asociados con la
exposicion de los liposomas a temperaturas por debajo de 0 °C. Las medidas de la variacién de tamafio de los
liposomas antes y después de someterse a temperaturas por debajo de 0°C pueden realizarse como se describe
mas adelante utilizando dispersién de la luz cuasi-elastica (QELS, de sus siglas en inglés). La fusiéon de los
liposomas puede medirse mediante otros medios incluyendo transferencia de energia por fluorescencia en
resonancia. Esto implica la medida de la transferencia de energia desde una muestra excitada a una segunda
muestra debido a la proximidad de ambas muestras. La medida de la liberacién de un agente encapsulado
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subsecuente a la congelacion puede realizarse como se describe a continuacién. El agente encapsulado puede
incorporarse a los liposomas usando los métodos de carga activos o pasivos descritos anteriormente. La pérdida del
agente atrapado puede determinarse mediante la determinacion de agente encapsulado atrapado previo a y
subsecuente a la congelacion. El agente puede cuantificarse mediante recuento por centelleo en el caso de un
agente radiomarcado o por espectroscopia en el caso de un agente que tenga una absorbancia detectable por
cuantificacion. Alternativamente, el agente puede cuantificarse por cromatografia de gases, cromatografia liquida de
alta resolucion, absorcién atémica o técnicas relacionadas.

Las preparaciones de liposomas también pueden ser inspeccionadas visualmente para detectar evidencias
macroscopicas de dafio por congelacién, como la presencia de particulas macroscopicas, o por claridad o turbidez
de la suspensién en comparacion con muestras de control no congeladas. La turbidez puede medirse utilizando un
espectrofotometro fijado en 650 nm. Los liposomas también pueden analizarse para determinar particulas grandes,
agregados u otros cambios que puedan indicar que el liposoma no es crioestable por centrifugacion.
Subsecuentemente a la centrifugacion, el tubo de la centrifuga se observa para determinar la presencia de particulas
en el fondo del tubo que puedan verse a simple vista.

Los efectos indeseables asociados con la exposicion de liposomas a temperaturas por debajo de 0°C pueden
compararse a formulaciones de liposomas equivalentes que contienen colesterol.

Esta invencion también incluye la composicidon de esta invencién para su uso en el tratamiento de un mamifero
afectado por o susceptible a 0 sospechoso de estar afectado por un trastorno (p. €j., cancer). Ejemplos de usos
médicos de las composiciones de la presente invencién incluyen pero no se limitan a tratamiento del cancer,
tratamiento de enfermedades cardiovasculares como la hipertension, restenosis y arritmia cardiaca, tratamiento de
infecciones bacterianas, flngicas o parasitarias, tratamiento y/o prevencion de enfermedades mediante el uso de
composiciones de la presente invencion como vacunas, tratamiento de la inflamacion o tratamiento de
enfermedades autoinmunes. Generalmente se entendera que el tratamiento o la administracién comprenden la
administraciéon de la composiciéon farmacéutica en una dosis suficiente para mejorar los mencionados trastornos o
los sintomas de los mismos.

Para el tratamiento de dolencias humanas, debe esperarse que un médico cualificado determine como se van a
utilizar las composiciones de la presente invencién con respecto a la dosis, calendario y ruta de administracion
utilizando protocolos establecidos. Dichas aplicaciones también pueden utilizar escalas de dosis en caso de que los
agentes activos encapsulados en las composiciones de los vehiculos de entrega de la presente invencion exhiban
una toxicidad reducida para los tejidos sanos del sujeto.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los liposomas de la invencién se preparan de acuerdo a técnicas
estandares y ademas comprenden un portador farmacéutico aceptable. Generalmente, se empleard una solucién
salina normal como portador farmacéutico aceptable. Otros transportadores aceptables incluyen, p. €j. , agua, agua
tamponada, suero salino 0,4%, glicina 0,3%, dextrosa 5% y similares, incluyendo glicoproteinas para conseguir una
estabilidad aumentada, como albumina, lipoproteina, globulina, etc. Estas composiciones pueden ser esterilizadas
mediante técnicas de esterilizacion bien conocidas, convencionales. La solucidon acuosa resultante puede estar
empaquetada para su uso o filtrada en condiciones asépticas y liofilizada, la preparacion liofilizada se combina con
una solucidon acuosa previamente a su administracion. Las composiciones pueden contener las sustancias
farmacéuticas auxiliares que se requieran para aproximarse a las condiciones fisiologicas, tales como agentes que
ajustan el pH o agentes tampon, agentes que regulan la tonicidad y similares, por ejemplo, acetato sddico, lactato
sédico, cloruro sédico, cloruro potéasico, cloruro calcico, etc. Adicionalmente, la suspensién de liposomas puede
contener agentes protectores de lipidos que protegen a los lipidos frente los dafios por radicales libres y
peroxidantes de lipidos durante el almacenamiento. Son adecuados los neutralizadores de radicales libres, como el
alfatocoferol, y quelantes especificos de hierro solubles en agua, como la ferroxiamina.

La concentracion de los liposomas, en las formulaciones farmacéuticas pueden variar ampliamente, esto es, desde
menos de alrededor del 0,05%, usualmente a o al menos alrededor del 2-5% hasta tanto como del 10 al 30 % en
peso y se seleccionaran primeramente por volimenes de fluido, viscosidades, etc., de acuerdo con el modo
especifico de administracion seleccionado. Por ejemplo, la concentracion puede aumentarse para reducir la carga de
fluido asociada con el tratamiento. Alternativamente, los liposomas compuestos de lipidos irritantes pueden diluirse
para reducir las concentraciones para reducir la inflamacién en el punto de administracién. Para el diagndstico, la
cantidad de liposomas administrados dependera del marcador particular utilizado, el estado de la enfermedad que se
ha diagnosticado y el criterio del clinico.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas se administran parenteralmente, esto es, intraarterialmente,
intravenosamente, intraperitonealmente, subcuntaneamente, o intramuscularmente, o via aerosoles. Los métodos de
administracion en aerosol incluyen administracion intranasal y pulmonar. Mas preferiblemente, las administraciones
farmacéuticas se administran intravenosamente o intraperitonealmente mediante un bolo inyectable. Por ejemplo,
véase Rahman, et al., patente EE.UU. n° 3.993.754; Sears, patente EE.UU. n° 4.145.410; Papahadjopoulos, et al.,
patente EE.UU. n°® 4.235.871; Schneider; patente EE.UU. n°® 4.224.179; Lenk, et al., patente EE.UU. n°® 4.522.803; y
Fountain, et al., patente EE.UU, n°® 4.588.578. Las formulaciones particulares que son adecuadas para este uso se
encuentran en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Philadelpia, PA, 17th ed. (1985).
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Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar la invencion pero no limitarla.

Preparacién A

Métodos para Preparar Liposomas Grandes Unilamelares

Los lipidos fueron disueltos en una solucion cloroformo y subsecuentemente secados bajo una corriente de
nitrégeno gas y colocados en una bomba de vacio para eliminar el disolvente. Se afiadieron niveles traza del lipido
radiactivo CHE-*H o CHE-**C para cuantificar el lipido durante el proceso de formulacién y la inyeccién intravenosa
siguiente. La lamina de lipido resultante se colocé bajo alto vacio durante un minimo de 2 horas. La capa de lipido
de hidrato6 en la solucién indicada para formar vesiculas multilamerales (MLVs). La preparacion resultante se extruyo
10 veces sobre filtros de policarbonato apilados con un aparato de extrusion (Lipex Biomembranes, Vancouver, BC)
para conseguir un tamafio medio de liposoma entre 80 y 150 nm. Todos los constituyentes lipidos de los liposomas
se presentan en % en moles.

Preparacién B

Métodos para cuantificar la carga de medicamento

En varios puntos temporales después del inicio de la carga de medicamento, se eliminaron alicuotas y se pasaron
por una columna de giro Sephadex G-50 para separar la droga libre de la encapsulada. Los niveles de lipido se
determinaron por recuento del centelleo en medio liquido. Cuando se emplearon, los niveles de daunorubicina
(daunorubicina-3H) y FUDR (FUDR-3H) marcadas radiactivamente presentes en el eluyente se midieron por recuento
por centelleo en medio liquido. Los niveles de irinotecan se midieron por absorbancia a 370 nm frente a una curva
patron libre de medicamento. Para un volumen especifico de eluyente, se afiadid Triton X-100 para solubilizar los
liposomas que contienen irinotecan. Siguiendo a una adicion de detergente, la mezcla se calentd a 100 °C y se dejo
enfriar a temperatura ambiente antes de la medicion de la absorbancia.

Ejemplos

Ejemplo 1

La estabilidad en sangre de liposomas DSPC aumenta con el aumento en el contenido en fosfatidilglicerol (PG)

Se investigé la capacidad de diferentes niveles de fosfatidilglicerol (PG) para aumentar el tiempo de residencia en
sangre e intensificar las propiedades de retencion de medicamentos de los liposomas que contienen
diesteraofosfatidilcolina (DSPC) como el componente bruto del lipido. Los liposomas DSPC se prepararon con
niveles variables de difestearoilsfatidilglicerol (DSPG) y se cargaron con daunorubicina en respuesta al CuSO4
encapsulado. Los niveles de lipido en plasma y las concentraciones de medicamento se determinaron tras la
administracion a ratones.

Los liposomas DSPC que contienen DSPG al 10, 20 y 30 % mol se prepararon como se describe en los métodos
disolviendo DSPC en cloroformo y los lipidos DSPG en cloroformo/ metanol/ agua (16:8:1 v/v) y combinando las
preparaciones con relaciones molares de 90:10, 80:20 y 70:30 junto con el marcador radiactivo CHE-*C. Las
laminas de lipido se dejaron bajo vacio durante la noche para eliminar cualquier disolvente residual seguido de
rehidratacion en CuSO,4 150 mM, histidina 20 mM, pH 7,4. Después los liposomas fueron intercambiados de tampon
a suero salino para eliminar el cobre externo y ademas intercambiados por sacarosa 300 mM, HEPES 20 mM, EDTA
5mM (tampon SHE), pH 7,4 utilizando una columna de didlisis de flujo tangencial de uso manual.

La captacion de daunorubicina (que contiene niveles traza de daunorubicina-SH) en los liposomas DSPC/DSPG se
establecié mediante incubacién de los liposomas con medicamento (con una relacion en peso medicamento a lipido
de 0,1. La carga completa del medicamento, medida por analisis en columna de giro como se describe en los
métodos, se consiguid después de la incubacion de la solucién a 60°C - El tampon externo se intercambid por suero
salino usando una columna tangencial de uso manual. Los lipomas DSPC/DSPG resultantes cargados de
daunorubicina se inyectaron en ratones Balb/c ( 3 ratones por punto temporal) con una dosis de lipido de 100 mg/kg
y una dosis de medicamento de 10 mg/kg. En los puntos temporales indicados, se recogié sangre mediante puncién
cardiaca y se coloc6 en microtubos recubiertos con EDTA. Las muestras se centrifugaron y el plasma se transfirio
cuidadosamente a otro tubo. La recuperacion de lipido y medicamento se control6 mediante recuento por centelleo
con doble marcado. Los puntos de datos representan los resultados medios, +/- la desviacion estandar (SD).

Los resultados demuestran que la residencia éptima en sangre de los liposomas se consiguid6 mediante la
incorporacion de DSPG 20 % en moles (Figura 1A). En contraposicion, Mehta et al. en el documento W0O99/59547
informaron de que los liposomas DPPC/Col preparados con menos de un 15 % en moles de DMPG presentaban
vidas medias en sangre aumentadas con respecto a los liposomas preparados con 20 % en moles de DMPG. Los
liposomas en estos estudios previos utilizan un lipido bruto (DPPC) que tiene una temperatura de transicion de fase
por debajo de la empleada en la presente invencién y colesterol (Col) como lipido estabilizante. Por tanto, estos
resultados demuestran que la naturaleza de los componentes lipidos que constituyen liposomas que contienen
fosfatidilglicerol pueden afectar las propiedades de estabilidad en plasma del transportador.
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Previamente, se ha demostrado que los liposomas preparados con polimeros hidrofilicos tales como polietilenglicol y
lipidos tales como GM; tienen la capacidad de aumentar el tiempo de vida en circulacion de los liposomas. Estos
resultados muestran que el polimero, poli (etilenglicol) (PEG), no se requiere para conseguir la estabilidad en plasma
y que los grupos de iones zwitteriénicos como el glicerol unidos al grupo de cabeza pueden generar propiedades de
circulacion de larga duracion en los liposomas. Aunque no se esperaba en teoria que estuviesen ligados, la
presencia de grupos hidroxilo en el grupo de cabeza del PG puede facilitar la unién del hidrégeno con moléculas de
agua en el medio externo creando una cubierta de hidrataciéon que rodea el liposoma.

Los resultados representados en la Figura 1B indican que los niveles de daunorubicina en plasma sanguineo
también aumentaron con niveles crecientes de DSPG. Estos datos demuestran por tanto que como afiadidura a una
eliminacion decreciente de liposomas en el compartimento sanguineo, los liposomas que contienen DSPG exhiben
excelentes propiedades de retencién de medicamentos in vivo.

Ejemplo 2

La retencién de 5-Fluoro-2’-deoxiuridina (FLTDR) es 6ptima cuando se encapsula en liposomas libres de colesterol
que contienen PG.

El efecto de la incorporacion de colesterol (Col) en formulaciones liposomales en la retencién in vivo de 5- fluoro-2’
deoxiuridina (FUDR) se examin6 y comparé con la retencion de FUDR encapsulado en liposomas que contienen
fosfatidilglicerol. Esto se llevd a cabo mediante atrapamiento pasivo de FUDR en liposomas que consisten en
DSPC/Col (55:45 razon molar) y DSPV/DSPG (80:20 razén molar) y comparando las relaciones medicamento a
lipido después de la administracion de las formulaciones a ratones. Los liposomas DSPC/Col se seleccionaron como
control para estos estudios ya que esta formulacion ha sido utilizada histéricamente en la técnica debido a su
capacidad para retener Optimamente medicamentos en parte debida al efecto estabilizante del colesterol. Se
incorpor6 DSPG a los liposomas DSPC en un 20% mol ya que se encontré que este nivel de PG confiere a los
liposomas una longevidad en circulacion 6ptima como se demuestra en el Ejemplo 1.

Las laminas de lipidos DSPC/Col y DSPC/DSPG marcadas con CHE-*C se prepararon como se describe en el
Ejemplo 1 y se hidrataron en una solucién que consiste en FUDR en HBS, pH 7,4 que contiene niveles traza de
FUDR-*H. Subsecuentemente a la extrusion, los liposomas se intercambiaron de tampén a suero salino normal
mediante el uso de didlisis de flujo tangencial. Los liposomas cargados con FUDR se administraron a ratones Balb/c
(3 ratones por punto temporal) con una dosis de FUDR de 20 umol/kg con una dosis resultante de lipidos de 200
pmol/kg. En los puntos temporales indicados, se recogié sangre mediante puncion cardiaca y se coloco en
microtubos recubiertos con EDTA. Las muestras se centrifugaron y el plasma se transfirio cuidadosamente a otro
tubo. La recuperacion de lipidos y las concentraciones de medicamentos en plasma se determinaron mediante
recuento por centelleo liquido. Los puntos de datos son la media +/- SD procedente de 3 puntos.

Los resultados de la Figura 2 demuestran que el FUDR se retuvo 6ptimamente en formulaciones DSPC/DSPG
(80:20 relacion molar) en relacion con formulaciones DSPC/Col (55:45 relacién molar). Estos resultados sugieren
gue la retencién mejorada de FUDR tiene lugar cuando se emplea PG como lipido estabilizante como un remplazo
para el colesterol.

Ejemplo 3

La reduccién en el contenido de colesterol da como resultado una retencién aumentada de FUDR en liposomas que
contienen PG gue contienen Irinotecan

Se investigd el efecto del colesterol en la retencion de FUDR atrapado en PG que contienen liposomas
subsecuentemente cargados con irinotecan para examinar el efecto del colesterol en la retencion de FUDR en una
formulacion que contiene dos medicamentos encapsulados. Los inventores han demostrado previamente que la
interaccion sinérgica de dos medicamentos in vivo ocurre Optimamente si las tasas de liberacién de los dos
medicamentos son comparables. La retencion del medicamento puede ajustarse controlando parametros como la
longitud de la cadena acilo del lipido constituyente, el contenido de colesterol y la osmolaridad del compartimento
interno del liposoma. Estos estudios se realizaron para explorar la capacidad del colesterol para modular la tasa de
liberacion de un medicamento en un liposoma cargado doblemente con el objetivo final de alcanzar una liberacion
coordinada de ambos medicamentos. Para determinar el efecto de niveles crecientes de colesterol en la retencion
de FUDR atrapado pasivamente, se prepararon liposomas que contenian DSPG con 5, 10, 15y 20 % en moles de
colesterol y se midieron las relaciones medicamento a lipido en plasma después la administraciéon intravenosa a
ratones. Como en el ejemplo previo, se incorpor6 PG en los liposomas a un 20 % en moles ya que se ha
encontrado que este nivel de PG confiere éptimamente propiedades de circulacion de larga duracion a los liposomas
DSPC.

Se prepararon laminas de lipidos que consistian en DSPC/Col/DSPG con el colesterol incorporado en relaciones de
5, 10, 15y 20 % en moles y con PG mantenido constante al 20 % en moles como se describe en el Ejemplo 1
mediante la disolucion de DSPC y colesterol en cloroformo y DSPG en cloroformo/metanol/agua y combinando las
preparaciones en relaciones molares adecuadas. Después de la eliminacion del disolvente, las laminas de lipidos se
redisolvieron en cloroformo y se secaron una vez mas, seguido por hidrataciéon en una disolucién que consiste en
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CuSO4 250 mM que contiene 25 mg/mL de FUR con niveles traza de FUDR-*H. Después de la extrusion, se hizo un
intercambio de tampdn en los liposomas por sacarosa 300 mM, HEPES 20, EDTA 30 mM, pH 7,4 usando una
columna de didlisis de flujo tangencial de uso manual. Subsecuentemente al intercambio de tampoén, las muestras se
cargaron con irinotecan a 50 °C en una relacién molar medicamento a lipido de 0,1:1 y se intercambiaron a HBS, pH
7,4 utilizando una columna tangencial de uso manual. Los liposomas resultantes cargados doblemente se
administraron a ratones Balb/c a 340 umol lipido/ kg, 34 umol FUDR/ kg y 34 pmol irinotecan/ kg. Se recogi6é sangre
en los puntos temporales indicados mediante puncién cardiaca y se colocaron en microtubos recubiertos de EDTA,;
se usaron tres ratones para cada punto temporal (como en los ejemplos previos, los puntos de datos son la media
+/- SD). Las muestras se centrifugaron y el plasma se transfirié cuidadosamente a otro tubo. Las concentraciones de
lipido y FUDR se determinaron mediante recuento por centelleo liquido, y las concentraciones de irinotecan se
determinaron por analisis HPLC:

Los resultados de la Figura 3 demuestran que el contenido en colesterol en los liposomas de DSPC que contienen
20 % en moles de DSPG estd aumentado, hay un descenso concomitante en el porcentaje inicial de la relacion
FUDR a lipido. Estos resultados demuestran por tanto que el colesterol puede emplearse para controlar la cinética
de liberacion de medicamentos de liposomas que contienen PG cargados con un segundo medicamento.

Ejemplo 4

La estabilidad en sangre de los liposomas puede mejorarse mediante la Incorporaciéon de Dipalmitoilfosfatidilglicerol
(DPPG) y Fosfatidilinositol (P1).

Se examind el tiempo de residencia en plasma de liposomas DSPC que contienen dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG)
y fosfatidillinositol (PI) con el fin de determinar si estos lipidos confieren también propiedades de circulacién de larga
duracion a estos liposomas de forma similar a la observada para DSPG. Ambos DSPG y DPPC contienen un grupo
glicerol de cabeza, pero difieren en que la cadena acilo de DSPG contiene 18 atomos de carbono saturados
mientras que la cadena acilo de DPPG contiene solo 16 atomos de carbono saturados. PG y Pl comparten
caracteristicas quimicas comunes en tanto que ambos contienen un grupo fosfato cargado negativamente protegido
por una fraccidn hidrofilica neutra.

Se prepararon liposomas DPPG que contenian 10, 20 y 30 % mol de DPPG como se describe en el Ejemplo 1,
excepto que los lipidos DPPG se disolvieron en cloroformo/ metanol (94:6 v/v) y se empleé como marcador de
lipidos CHE-*H. Las laminas de lipido resultante se hidrataron en HBS, pH 7,4 y después de la extrusion los
liposomas se inyectaron en ratones Balb/c (3 ratones por punto temporal) con una dosis de lipido de 100 mg/kg. En
los puntos temporales indicados, se recogio la sangre por puncién cardiaca y se colocé en microtubos recubiertos
con EDTA. Las muestras se centrifugaron y el plasma se transfirié6 cuidadosamente a otro tubo. La recuperacion de
lipido se control6 mediante recuento por centelleo liquido y los puntos de datos representan los resultados promedio
+/- SD.

Los liposomas DSPC/PI se prepararon disolviendo lipidos DSPC en cloroformo y el Pl vegetal hidrogenado
disolviendo en cloroformo/ metanol/ agua (8:4:2 v/v). A continuacion los lipidos se combinaron juntos a relaciones
molares DSPC a PI 90:10, 80:20 y 70:30 con una cantidad apropiada de CHE-H ®. El cloroformo se elimino bajo una
corriente de Nz gas mientras la temperatura se mantenia a 70 °C hasta que se mantuvo una pequefia cantidad de
disolvente. Las laminas de lipido resultantes se pusieron bajo vacio para eliminar el grueso del disolvente. Las
laminas se redisolvieron en una solucidon de cloroformo que contenia metanol seguida por una eliminacion del
disolvente como se indica anteriormente. Las laminas de lipido se colocaron en una bomba a vacio durante la noche
para eliminar el disolvente restante seguida por una rehidratacion en HBS, pH 7,4. Después de la extrusion, las
LUVs resultantes se inyectaron en ratones Balb/c (3 ratones por punto temporal) a una dosis de lipido de 100 mg/kg.
En los puntos temporales indicados, se recogié la sangre por puncion cardiaca y se colocé en microtubos
recubiertos con EDTA. Las muestras se centrifugaron y el plasma se transfiri6 cuidadosamente a otro tubo. La
recuperacion de lipidos se controld mediante recuento por centelleo liquido y los puntos de datos representan los
resultados promedio +/- la desviacion estandar.

Los resultados resumidos en la Figura 4 indican que los lipidos DPPG confieren propiedades de circulacion de larga
duracion a los liposomas DSPC. Por tanto reducir la longitud de las cadenas acilo que componen el lipido PG por
eliminacion de dos grupos metileno no parece que influya sustancialmente la capacidad de los lipidos para conferir
propiedades de circulacion de larga duracién a los liposomas G.

Los resultados que se muestran en la Figura 5 demuestran que de forma similar a los liposomas que contienen PG,
las preparaciones con Pl presentan tiempos de vida en circulacién aumentados. El grupo inositol de cabeza del PI
parece por tanto que actda de la misma forma que el grupo de cabeza glicerol del PG para aumentar la estabilidad
en plasma de los liposomas.

Ejemplo 5

Los liposomas de fosfatidilglicerol que contienen niveles bajos de colesterol resisten los efectos perjudiciales de la
congelacion
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Es preferible que las preparaciones de liposomas presenten propiedades de estabilidad quimica y fisica aumentadas
para que estas composiciones tengan aplicacién practica. Esto requiere a menudo del uso de formatos de producto
congelados o enfriados-secados (liofilizados) para evitar la ruptura de medicamentos labiles y/o de los componentes
del lipido. Sin el uso de crioprotectores, los liposomas son generalmente propensos a ruptura mecanica, agregacion
y fusiéon durante el proceso de descongelacion/ rehidratacién. Para examinar si los liposomas que contienen
fosfatidilglicerol co-cargados con FUDR e irinotecan y preparados con colesterol por debajo del 20 % en moles eran
resistentes a los efectos perjudiciales de la congelacion, los liposomas DSPC se prepararon con 5, 10, 15y 20 % en
moles de colesterol y se sometieron a temperaturas de -20 °C y -70 °C. El tamafio de los liposomas se midi6é antes y
después de la congelacion y antes y después de cargar el medicamento para medir el grado de agregacion de
liposomas inducido por la carga del medicamento y la descongelacion tras la congelacion.

Las laminas de lipido con 0-20 % en moles de colesterol, DSPG y DSPC y niveles traza de CHE-*C se prepararon
como se describe en los métodos. Las laminas de lipido se rehidrataron en CuSO4 250 mM que contiene FUDR 100
mM con niveles traza de FUDR-’H. Después de la extrusion, los liposomas se intercambiaron de tampoén a suero
salino y después a sacarosa 300 mM, HEPES 20 mM, pH 7,4 para eliminar cualquier resto de EDTA en el tamp6n
exterior. Los liposomas se cargaron con irinotecan por incubacion de los liposomas con el medicamento a 50°C
durante 5 minutos en una relacion molar medicamento a lipido 0,1:1. El medicamento libre se eliminé de las
muestras mediante intercambio del tampon por HBS usando flujo tangencial. Las muestras fueron clasificadas por
tamafio antes y después de la carga de medicamentos utilizando un clasificador de tamafios de particula NICOMP.
Para estudios de congelacion, las muestras fueron congeladas a -20°C y -70°C durante 24 horas. Después de la
congelacién, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y después se hizo pasar una alicuota de la
muestra a través de una columna Sephadex G-50 girada y después se centrifugaron. La razén molar medicamento a
lipido del eluyente de la columna girada se gener6 utilizando recuento por centelleo liquido para determinar las
concentraciones de lipido y 5 FUDR Yy utilizando la absorbancia a 370 nm frente a una curva patrén para determinar
las concentraciones de irinotecan. El tamafio de particulas de los liposomas eluidos se determiné también utilizando
dispersion de la luz cuasi-elastica. Los valores de desviacion estandar de las medidas del tamafio de los liposomas
varian del 24% al 34% para los liposomas previamente a la congelacion, del 31% al 61% después de la congelacién
a -20°C y del 32% al 47% para la congelacién a -70 °C. Todos los valores de Chi cuadrado fueron inferiores a 1.

Los resultados resumidos en la Figura 6A muestra que los liposomas co-encapsulados con FUDR e irinotecan
muestran una estabilidad 6ptima tras congelar-descongelar a -70°C como se evidencia por la observacion de que el
tamafio del liposoma no cambia sustancialmente previamente a y subsecuentemente a la congelacion. El examen de
la retencion de FUDR e irinotecan en los liposomas cargados dualmente antes y después del enfriamiento a -20°C y
-70°C revel6 que el FUDR era bien retenido durante el proceso de enfriar/descongelar (Figura 6B). Se observaron
hallazgos similares para la retencién de irinotecan antes y después del enfriamiento a -20°C y -70°C (Figura 6C).
Acumulativamente, estos resultados demuestran que los lipidos estabilizantes como fosfatidilglicerol pueden
utilizarse para proteger a los liposomas frente a los efectos perjudiciales del enfriamiento sin que se requiera la
presencia de crioprotectores.

Ejemplo 6

Liposomas libres de colesterol preparados en ausencia de un gradiente de pH resisten la agregacién subsecuente al
enfriamiento

Los lipidos fueron preparados en cloroformo y subsecuentemente secados bajo una corriente de nitrégeno gas y
colocados en una bomba de vacio durante la noche. Las muestras se hidrataron después con 300 mM de un tampon
de citrato pH 4,0, o suero salino tamponado HEPES (HBS) pH 7,4 y se hicieron pasar diez veces a través un equipo
de extrusién (Biomembranas Lipex, Vancouver, BC) con filtros de policarbonato de 80 y 100 nm. El tamafio
promedio de los liposomas se determiné por dispersion de la luz cuasi-elastica (QELS) utilizando un clasificador de
tamafios de particula submicrénicas NICOMP 370 a una longitud de onda de 632,8 nm. Los liposomas fueron
congelados en nitrogeno liquido (-196 °C) durante 24 horas, se dejaron descongelar a temperatura ambiente y se
siguid con la determinacion de la determinacion del tamafio promedio de los liposomas utilizando un clasificador de
tamafios de particula NICOMP.

La Figura 7 muestra que el tamafio de los liposomas (liposomas libres de colesterol) DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5
% en moles) hidratados en citrato 300 mM no exhibian cambios sustanciales de tamafio previamente a y
subsecuentemente a la congelacién. En contraposicién, los liposomas DPPC/Col (55:45 % mol) y
DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles), también hidratados en citrato 300 mM, aumentaron de
tamafio aproximadamente diez veces subsecuentemente a la congelacién. La misma tendencia presentaron los
liposomas DSPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles), DSPC/Col (55:45 % en moles) y DSPC/colesterol/DSPE-
PEG2000 (50:45:5 % mol) hidratados en citrato como se ejemplifica en la Figura 8.

El tamafio de los liposomas DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % mol) hidratados en HBS tampoco exhibié grandes
cambios de tamafo subsecuentes a la congelaciébn como se muestra en la Figura 9. En contraposicién, los
liposomas DPPC/Col (55:45 % en moles) y DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles), también
hidratados en HBS, presentaron cambios sustanciales de tamafio subsecuentes a la congelacién (también Figura 9).
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La Figura 10 muestras que el tamafio de los liposomas DSPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles) hidratados en
HBS no cambié subsecuentemente a la congelacién, mientras que los liposomas hidratados en HBS y que consisten
en DSPC/colesterol (55:45 % en moles) y DSPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles) también seguian
la misma tendencia que se muestra en la Figura 9.

La Figura 11 muestra que los liposomas que consisten en DPPC/DSPE-PEG750 (95:5 % mol) y DSPC/DSPE-
PEG750 (95:5 % en moles) hidratados en HBS tampoco cambiaron de tamafio subsecuentemente a la congelacion
demostrando asi que los polimeros hidrofilicos de bajo peso molecular también protegen frente a la agregacion de
liposomas debida a la congelacion en sistemas libres de colesterol.

La Figura 12 muestra que los liposomas que consisten en DAPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % mol) hidratados en HBS
tampoco cambiaron de tamafio subsecuentemente a la congelacion demostrando asi que un aumento en la longitud
de cadena del grupo acilo no afecta a las propiedades de crioestabilidad.

Ejemplo 7

Los liposomas unidos a PEG libres de colesterol con gradiente de pH resisten la agregacion subsecuente a la
congelacion.

Se prepararon liposomas que consisten en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles) y DPPC/colesterol/DSPE-
PEG2000 (50:45:5 % en moles) de acuerdo con el método del ejemplo 7 (usando citrato como tampon para la
hidratacién) excepto la extrusién que sigue y la determinacién del tamafio, los liposomas se pasaron a través de una
columna de Sephadex 50 equilibrada en HBS para generar un gradiente de pH. Los liposomas resultantes fueron
congelados en nitrégeno liquido (-196 °C) durante 24 horas, se dejé que se enfriasen a temperatura ambiente y se
siguié con una segunda determinacion del tamafio promedio de los liposomas.

La Figura 13 muestra que el tamafio de los liposomas DPPC/DSPE-PEG200 (95:5 % en moles), de gradiente de pH
no exhibia cambios sustanciales en el tamafio subsecuentes a la congelacion. En contraposicion, los liposomas
DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles) de gradiente de pH, también hidratados en citrato 300 mM,
aumentaron de tamafio aproximadamente tres veces subsecuentemente a la congelacion. Del mismo modo, como
se ejemplifica en la Figura 14, los liposomas de gradiente de pH que consisten en DSPC/DSPE-PEG2000 (95:5 %
en moles) no demostraron cambios de tamafio subsecuentes a la congelacion mientras que los liposomas
DSPCl/colesterol/DSPE-PEG 2000) si lo hicieron.

Ejemplo 8

Crioestabilidad de liposomas libres de colesterol y liposomas que contienen colesterol que comprenden glucosa
encapsulada

Los liposomas se prepararon de acuerdo con el ejemplo 7 excepto la hidratacién que se llevé a cabo en una
disolucion HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, glucosa 50 mM pH 7,4 con trazas de glucosa- 14C . Se determind el
tamafio de los liposomas resultantes que contienen glucosa encapsulada pasivamente y después se hicieron pasar
a través de una columna Sephadex G50 de 10 mL en HBS para eliminar la glucosa del medio exterior. El porcentaje
de atrapamiento de la glucosa se midié mediante recuento por centelleo liquido. Los liposomas se congelaron a -
196°C, se dej6 que se descongelaran a temperatura ambiente y se siguid con la determinacion de tamafo usando
andlisis QELS. El porcentaje de encapsulacion de la glucosa se midié después de la congelacion haciendo pasar los
liposomas a través de una columna de giro Sephadex G50 de 1mL equilibrada con HBS, seguido de un recuento por
centelleo liquido del eluyente.

La Figura 15 muestra que los liposomas DPPC/DSPE-PEG2000 (95-5 % en moles) que contienen glucosa atrapada
son resistentes a la agregacion inducida por congelacion. DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles),
por otro lado, aumentan de tamafio subsecuentemente al paso de congelacion. Los métodos convencionales
requieren la presencia de crioprotectores en ambas superficies interior y exterior del liposoma. Estos resultados
muestran que la presencia de crioprotectores en el interior del liposomas es suficiente para la proteccion frente a la
congelacion/descongelacion.

El porcentaje de encapsulacion de la glucosa antes y después de la congelacion se representa en la Figura 16. Los
liposomas que consisten en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles) no exhibian pérdida de glucosa después de
la congelacion. En contraposicion, la fuga de glucosa después de la congelacién ocurria en liposomas que consisten
en DPPC/colesterol/DSPE-PEG2000 (50:45:5 % en moles).

Ejemplo 9

Crioestabilidad de liposomas libres de colesterol que comprenden doxorubicina encapsulada

Se prepararon liposomas con gradiente de pH transmembrana como en el ejemplo 8. Se afiadié doxorubicina a la
mezcla de liposoma a una relacién doxorubicina: lipido 0,2 :1 y se incubd durante 2 h a 37 °C para los liposomas
DPPC/DSPE-PEG2000. Después de la incubacion, la mezcla se pasoé a través de una columna de giro Sephadex
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G50 de 1 mL equilibrada con HBS. La concentracion de lipido en el eluyente se midi6 mediante recuento por
centelleo liquido. Para medir los niveles de doxorubicina, un volumen definido del eluyente se ajusté a 100 pL
seguido de la adicion de 900 uL de Triton -100 al 1% para disolver la membrana liposomal. La muestra se calentd
hasta que presentd una apariencia turbia y la Abssgg se midié después de que se equilibrase a temperatura
ambiente. Las concentraciones de doxorubicina se calcularon mediante la preparacion de una curva patron.

Los liposomas encapsulados con doxorubicina se pasaron a través de una columna Sephadex de 10 mL en HBS
(pH 7,4) para intercambiar el tampdn externo por HBS. Los niveles de lipido y doxorubicina se determinaron como se
describe anteriormente. Los liposomas se pasaron después por una columna de giro Sephadex G50 equilibrada con
HBS y las concentraciones de lipidos y doxorubicina se midieron como se describe anteriormente.

Como se representa en la Figura 17, los liposomas DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles) que encapsulan
doxorubicina no aumentaron de tamafio subsecuentemente a la congelacion. La doxorubicina también fue retenida
en esta formulacion después de la congelacion.

Ejemplo 10

Liposomas libres de colesterol crioestables cargados con medicamentos subsecuentemente a la congelacion

Los liposomas se prepararon como en el ejemplo 6 y se congelaron durante 24 horas a -196 °C. Un subconjunto de
las muestras se cargd con doxorubicina previamente a la congelacion (“cargadas en fresco”) y otro subconjunto
subsecuentemente a la congelacién. La carga de DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles) se llevd a cabo durante
2 horas a 60 °C durante 15 minutos para liposomas DSPC/DSPE-PEG2000. La determinacién del porcentaje de
encapsulacién de doxorubicina se llevé a cabo como en el Ejemplo 10. Los liposomas que contenian colesterol no
pudieron cargarse debido a la agregacion. Los liposomas que consistian en DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en
moles) se cargaron por incubacion a 37 °C mientras que los liposomas que consistian en DSPC/DSPE-PEG2000
(95:5 % en moles) se cargaron por incubacion a 60 °C.

Las Figuras 18 y 19 muestran que los liposomas DPPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles) y los liposomas
DSPC/DSPE-PEG2000 (95:5 % en moles) cargados previamente a y subsecuentemente a la congelacién muestran
perfiles de carga similares.

Estos resultados demuestran que los liposomas libres de colesterol pueden cargarse activamente con un agente
subsecuentemente a la congelacién. Esto permite que se provean liposomas congelados en una forma encapsulada
para su carga posterior con un agente.

Se pueden hacer numerosas modificaciones a los sistemas precedentes sin apartarse de las instrucciones basicas
de los mismos. Aunque la presente invencion se ha descrito con abundantes detalles en referencia a una o varias
realizaciones especificas, los expertos en la técnica reconoceran que pueden hacerse cambios en las realizaciones
reveladas especificamente en esta solicitud, sin embargo estas modificaciones y mejoras estan dentro del alcance y
espiritu de la invencion, como se describe en las reivindicaciones que siguen. Todas las publicaciones o documentos
de patentes citados en esta especificacion se incorporan en la presente memoria por referencia como si cada una de
las publicaciones o documentos fuese especifica e individualmente indicado para ser incorporado en la presente
memoria por referencia.

La citacion de las publicaciones o documentos anteriores no se entiende como una admision de que cualquiera de
las precedentes es una técnica previa, ni constituye una admision de los contenidos o fechas de estas publicaciones
o documentos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende liposomas que contienen al menos un agente biolégicamente activo en el que
dichos liposomas tienen un diametro medio entre 80 -200 nm +/- 25 nm; y tienen una temperatura de transicién (Tc)
de al menos 38 °C,

(a) en la que la(s) bicapa(s) ordenada(s) de dichos liposomas consiste(n) esencialmente en:
(i) uno o mas lipidos formadores de vesiculas, que son fosfolipidos o esfingolipidos;

(i) al menos 1 % en moles de uno o varios acidos fosfatidicos cada uno acoplado a una fraccién no
zwitterionica que es un alcohol, un &cido una cetona, un éster, un éter, una amida, un aldehido, un ciclitol o
un sacarido.

(iii) de un 5 % en moles a un 20 % en moles de colesterol; 0
(b) en la que la(s) bicapa(s) ordenada(s) de dichos liposomas consiste(n) esencialmente en:
(i) uno o mas lipidos formadores de vesiculas, que son fosfolipidos o esfingolipidos;

(i) al menos 1 % en moles de uno o varios acidos fosfatidicos cada uno acoplado a una fraccion no
zwitterionica

(iii) de un 5 % en moles a un 20 % en moles de colesterol; y

en el que el agente activo mencionado en 1(a) y 1(b) estd asociado con la(s) bicapa(s) ordenada(s) o esta
encapsulado en el interior del espacio acuoso definido por la(s) mencionada(s) bicapa(s) ordenada(s).

2. La composicidn de la reivindicacion 1(a), en la que cada uno de los acidos fosfatidicos mencionados acoplado a
una fraccién no zwitterionica es un fosfatidilglicerol (PG) o un fosfatidilinositol (PI).

3. La composicion de la reivindicacion 1(b), en la dicho acido fosfatidico acoplado a una fraccién no zwitteridnica es
un acido fosfatidico acoplado a un polimero hidrofilico.

4. La composicion de la reivindicacion 3, en la que el polimero hidrofilico mencionado es polietilenglicol (PEG).

5. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que los liposomas mencionados comprenden al
menos un 10% de dicho acido fosfatidico acoplado a una fraccién no zwitteriénica.

6. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el lipido formador de vesiculas mencionado
es diestearoilfosfatidilcolina,

7. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el agente biolégicamente activo mencionado
comprende FUDR y/o CPT-11 y/o carboplatino.

8. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que es crioestable en ausencia de un crioprotector.
9. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en forma congelada o liofilizada.

10. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que ademas contiene un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

11. El uso de la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para preparar un medicamento para su uso
en un método para administrar un agente bioldgico a un sujeto con necesidad de dicho agente.

12. Un método para conservar una composicion de liposomas que comprende congelar o liofilizar la composicion de
cualquiera de las reivindicaciones 1-10.
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Porcentaje inicial de la relacion molar FUDR a lipido
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