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Resumen:

Procedimiento de obtencién de liposomas de re-
tinoides de férmula | R
donde R significa COOH 6 CH; - OCO (CH2)14
CHg, correspondiendo respectivamente al icido
retinoico y al palmitato de retinol. El procedi-
miento comprende la adicién de una mezcla de
uno de dichos retinoides a unos fosfolipidos, pre-
ferentemente una suspensién de liposomas.

Los retinoides son una clase de compuestos que
consisten en andlogos naturales y sintéticos deri-
vados de la vitamina A o estructuralmente rela-
cionados con la misma, y los liposomas obteni-
dos son adecuados para el tratamiento tépico de
disfunciones dermatoheliosis, fotoenvejecimiento
y otras disqueratosis.
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DESCRIPCION

La invencidn se refiere a una composicién der-
matoldgica que comprende liposomas de retinoi-
des de férmula I

donde R significa COOH 6 CH; - OCO (CHa)14
CHs. El primer caso corresponde al dcido re-
finoico y el regundo caso al palmitato de retinol.

Como ya es sabido, los retinoides son una clase
de compuestos que consisten en andlogos natu-
rales y sintéticos derivados de la vitamina A o
estructuralmente relacionados con la misma.

La composicion citada es particularmente ade-
cuada para el tratamiento tépico de disfuncio-
nes dermataldgicas entre las que se encuentran el
acné, dermatoheliosis, fotoenvejecimiento y otras
disqueratosis.

Los derivados de la vitamina A ya se utili-
zan tépicamente en el tratamiento de las disfun-
ciones citadas, y en particular se puede sefialar
que recientemente diferentes experimentos en ra-
tones sin pelo y en humanos han demostrado que
el dcido retinoico es capaz de mejorar clinica e
histolégicamente la piel fotoenvejecida (Kligman
L.J.AM.Acad.Dermatol.15,779-785,1986, Weis et
al. J.AM.Acad.Dermatol.19,165-175,1988).

Sin embargo, con frecuencia la utilizacidn
topica de alguno de estos derivados de la vita-
mina A se ha visto restringida por los efectos se-
cundarios que producen, especialmente irritacién
cutdnea y, en caso, descamacion.

Mas adelante se exponen unos ensayos te-
rapéuticos que muestran comparativamente los
distintos resultados referidos a irritacién cutdnea
que se obtienen en la aplicacién tépica de re-
tinoides incorporadoes a liposomas y los mismos
compuestos formando parte de cremas, geles u
otros vehiculos. En los ensayos a que se ha he-
cho alusién, también se pone de manifiesto que
la vehiculacién de retinoides en liposomas, en ge-
neral incrementa la actividad terapéutica de los
mismos.

La invenci6n se refiere también a un proce-
dimiento de obtencién de liposomas de retinoi-
des, que sustancialmente esta caracterizado por-
que una mezcla de dichos retinoides en un medio
liquido, se afiade a unos fosfolipidos.

Preferentemente, los fosfolipidos constituyen
una suspension de liposomas que es objeto de agi-
tacién.

La mezcla de retinoides puede ser una diso-
lucién en un solvente orgénico cuyo punto de ebu-
Hicién es menor de 100°C.

En un desarrollo preferente de la invencidn,
los fosfolipidos estdn constituidos por el residuo
resultante de una evaporacién a sequedad de una
suspension formada por una primera solucién de
fosfatidilcolina de huevo (EPC) y una segunda
solucidn de acido fosfatidico de huevo gEPA ,¥la
suspension tiene una concentracién de fosfolipidos
de por lo menos 6 mg/ml y una relacién molar
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EPC/EPA comprendida entre 9 y 36.

La resuspensidn que se forma con la adicidn de
la disolucién de retinoides a dicho residuo, recibe
la adicién de una solucién tamponada, resultando
una mezcla que es objeto de sonicacién de la
que resulta una emulsién homogeneizada, la cual,
sometida a evaporacién a baja presion, -propor-
ciona una suspension de liposomas cuyo tamaio
se homogeneiza por medio de extrusiones suce-
sivas a través de membranas calibradas. Segiin
una caracteristica preferente de la invencién, la
suspensién de liposomas es el resultado de las si-
guientes etapas: a) formacién de una suspensién
de fosfolipidos a partir de una primera solucién
de fosfatidilcolina de huevo (EPC) y una segunda
solucién de acido fosfatidico de huevo (EPA),
de modo que esta suspension tenga una concen-
tracion de fosfolipidos de por lo menos 6 mg/ml y
una relacién molar EPC/EPA comprendida entre
9y 36; b? adicién de una solucién de tampén fos-
fato, de la que resulta una mezcla; c) sonicacién
de esta mezcla, obteniendo una emulsidn homo-
geneizada; y d) evaporacién de esta emulsidn que
proporciona una suspensién de liposomas, cuyo
tamaiio se homogeneiza por medio de extrusiones
sucesivas a través de membranas calibradas.

Preferentemente, las citadas primera y se-
gunda solucién son el cloroformo.

También es preferente que estas membranas
calibradas sean de policarbonato y en niimero de
tres, cuyos poros son de 0,8 0,4 y 0,2 um, respec-
tivamente.

En un desarrollo de lainvencién, la suspensién
de liposomas recibe, la incorporacién de agentes
antioxidantes, que preferentemente son butilhi-
droxitolueno, butilhidroxianisol o acetato de alfa-

“tacoferol.

Dicha suspensién también puede recibir una
adicién de sacarosa, a la que sigue una lifolizacion.
En este caso, se ha conseguido preparar liposo-
mas sin EPA en la composicién lipidica, ya que la
sacarosa al mismo tiempo que actila como crio-
protector, evita la agregacion de los liposomas,
mision que se atribuye al EPA en las prepara-
ciones de liposomas EPC/EPA. Estos liposomas
comprendiendo sacarosa pueden ser liofilizados y
controles realizados mediante laser light scatte-
ring y microscopia electrénica han demostrado
que los liposomas liofilizados conservan las mis-
mas propiedades que los no liofilizados.

A continuacidn se exponen unos e¢jemplos no
ilimitativos del procedimiento al que se ha hecho
referencia.

Ejemplo 1

En un baldn con 57,7 mg de fosfatidileolina de
huevo (EPC) en solucién cloroférmica, se afiaden
2,9 mg de 4cido fosfatidico de huevo (EPA) en so-
lucién cloroférmica, obteniendo una suspensién fi-
nal de 6 mg/ml de fosolipidos, cuya relacién molar
EPC/EPA es de 18:1. Esta suspensién se evapora
a sequedad a la temperatura ambiente.

Una vez secos los fosfolipidos, se afiade 4,5 ml
de una solucidén de éter dietilico (0,074 ml de éter
por mg de fosfolipido) en la que se encuentran 25
mg de acido retinoico.

Con esta solucién se resuspenden los fos-
folipidos secos, y a continuacién se afiade 1,5 ml
de una solucién tampdn 50 mM fosfato, 100 mM
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KCI (pH 7), siendo la relacién volumen tampén
fosfato/éter de 1/3.

Esta mezcla se homogeneiza sonicandola a una
potencia de 100 W durante 5 minutos, mante-
niendo la suspensién a 4°C. Una vez lograda la
homogeneizacién, se procede nuevamente a eva-
porar a una presion de 410-460 mm Hg y se agita
a una velocidad de rotacidn de 20-30 rpm, a tem-
peratura ambiente durante 40 minutos.

Con la finalidad de eliminar posibles trazas
de éter presentes en la suspensién de liposomas,
se afiade nuevamente 1 ml de tampén fosfato y
se repite la evaporacién, pero a 10 mm Hg de
presion, temperatura ambiente y girando a 40-60
rpm durante 20 minutos.

Para obtener una poblacién de liposomas de
tamafio homogéneo, se procede a extrusionar se-
cuencialmente la suspensién anterior a través de
membranas de policarbonato de 0,8, 0,4 y 0,2 um.
La suspension asi obtenida se lleva a un volumen
de 10 ml con tampén fosfato, consiguiéndose una
concentracién final de 6 mg/ml de fosfolipidos.
Ejemplo 2

Con el fin de evitar posibles oxidaciones de
acido retinoico durante el proceso de inclusién de
liposomas, se ha disefiado un método de incorpo-
racién posterior a la preparacién de los liposomas,
tal y como se describe a continuacidn.

Se prepara la suspensién de liposomas tal
como esta descrita en el Ejemplo 1, pero sin in-
corporar el dcido retinoico en el éter dietilico.

Una vez finalizada la preparacién de la sus-
pensién de liposomas, se disuelven 2,5 mg de
acido retinoico ien 0,247 ml de etanol (que repre-
senta aproximadamente, el 2% del volumen total
de la suspension). Esta solucién se incorpora a la
suspension de liposomas en 4 adiciones y mante-
niendo la suspensién en agitacién.

Ejemplo 3

Se procede de modo igual que en el Ejemplo
1, si bien el éter dietilico que se incorpora, con-
tiene en disolucién 2,5 mg de butilhidroxitolueno

BHT).
jemplo 4

Se procede igual que en el ejemplo 3, si bien
empleando 2,5 mg de butilhidroxoanisol (BHA),
en lugar de BHT.

Ejemplo 5

Se procede igual que en el Ejemplo 1, pero in-
corporan 2,5 mg de acetato de a-tocoferol junta-
mente con las soluciones de fosfolipidos, antes de
proceder a su evaporacidn.

Ejemplo 6 .

A 28 g de una suspensién en agitacién de lipo-
somas multilamelares previamente fabricados, se
incorporan 0,12 g de-acido retinoico en solucién
alcohdlica. A la suspensién asf obtenida se adi-
ciona tampén fosfato hasta obtener un peso final
de 60 g.

Ejemplo 7

Se procede igual que en el Ejemplo 6, pero
afladiendo a la solucién alcohdlica 0,16 g de BHT
De modo andlogo se actiia con otros antioxidan-
tes, como el BHA y el acetato de a-tocoferol.
Ejemplo 8

A 5,75 mg de fosfatidilcolina de huevo (EPC)
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en solucién cloroférmica contenidos en un balén,
se afiaden 2,9 mg de 4cido fosfatidico de huevo
(EPA), en solucion cloroférmica, obteniendo una
suspension final de 12 mg/ml de fosfolipidos, cuya
relacién molar EPC/EPA es de 18:1. En el balén
se incorporan también 0,02 g de palmitato de re-
tinol. La suspensién resultante se evapora a se-
quedad a la temperatura ambiente.

Una vez secos los fosfolipidos, se afiade al
balén 9 ml de una solucién de éter dietilico (0,15
ml de éter por mg de fosfolipido). En esta so-
lucion se resuspenden los lipidos secos y a conti-
nuacion se afladen 3 ml de una solucién tampén
50 mM fosfato y 100 mM KCl (pH 7), siendo la
relacién volumen fosfato/éter de 1/3.

Esta mezcla se homogeneiza sonicdndola a una
potencia de 100 W durante 5 minutos, mante-
niendo la suspensién a 4°C. Una vez lograda la
homogeneizacién, se procede nuevamente a eva-
porar a una presién de 410-460 mm Hg y se agita
a una velocidad de rotacién de 20-30 rpm, a tem-
peratura ambiente durante 40 minutos.

Con la finalidad de eliminar posibles trazas
de éter presentes en la suspensién de liposomas,
se aflade nuevamente 1 ml de tampdn fosfato y
se repite la evaporacidn, pero a 10 mm Hg de
presion, temperatura ambiente y girando a 40-60
rpm durante 20 minutos.

Para obtener una poblacién de liposomas de
tamaiio homogéneo, se procede a extrusionar se-
cuencialmente la suspensién anterior a través de
membranas de policarbonato de 0,8, 0,4 y 0,2 um.
La suspension asi obtenida se llelva a un volu-
men de 5 ml aiiadiendo tampén fosfato, consi-
guiéndose una concentracién final de 12 mg/ml
de fosfolipidos.

Se comsiguen- liposomas unilamelares de
tamaiio muy homogéneo (0,2 ym) de didmetro y
una encapsulacion total del palmitato de retinol.
Ejemplo 9

A 3 g de una suspensién en agitacién de lipo-
somas multilamelares previamente fabricados, se
incorporan 15 mg de una palmitato de retinol en
solucién aceténica. A la suspensién asf obtenida
se adiciona tampdn fosfato hasta obtener un peso
final de 5 g.

Ejemplo 10

Se procede igual que en el Ejemplo 9, pero
afiadiendo a la solucién aceténia 1,25 mg de BHT.
De modo anidlogo se actiia con otros antioxidan-
tes, como el BHA y el acetato de a-tocoferol.
Ejemplo 11

A una suspensién de liposomas preparada
segiin los ejemplos 1y 2, se afiaden 0,85 G de sa-
carosa, como agente protector, obteniéndose una
concentracién de 250 mM. A continuacién se pro-
cede a liofilizar la suspensién.

A continuacion se indican, a titulo orientativo,
unas posibles formulaciones de la composicién ob-
jeto de la invencién.

acido retinoico 001a03g
fosfolipidos (EPC/EPA 18:1) 06 g
tampén fosfato con conser- cs. 100 g

vantes y antioxidantes



&cido retinoico
fosfolipidos (EPC/EPA 18:1)

BHT
tampén fosfato con conser-
vantes y antioxidantes

acido retinoico
fosfolipidos (EPCEPA 18:1)

BHA
tamp6n fosfato con conser-
vantes y antioxidantes

dcido retinoico

fosfolipidos (EPC/EPA 18:1)
a-acetato de tocoferol
tampén fosfato con conmser-
vantes y antioxidantes

acido retinoico
fosfolipidos de soja

tampén fosfato con conser-
vantes y antioxidantes

palmitato de retinol
fosfolipidos (EPC/EPA 18:1)

tampon fosfato con conser-
vantes y antioxidantes

" palmitato de retinol
fosfolipidos de soja
tampén fosfato con conser-
vantes y antioxidantes

dcido retinoico

fosfolipidos (EPC)

sacarosa

tampdn fosfato con conser-
vantes y antioxidantes

icido retinoico
fosfolipidos (EPC/EPA 18:1)
excipiente para gel acuoso

acido retinoico
fosfolipidos (EPC/EPA 18:1)

acetato de a-tocoferol
excipiente para gel acuso

dcido retinoico
fosfolipidos de soja
excipiente para gel acuoso

palmitato de retinol
fosfolipidos (EPC/EPA 18:1)
excipiente para gel acuoso

001a203g
06¢g

0,025 g

cs. 100 g

001a03¢g
06 g
0,025g

cs. 100 g

0,01a03g
0,6¢g
0,025g

cs. 100 g

001a03¢g
0,6 g
cs. 100 g

001a04g
12¢g
cs. 100 g

001a04dg
12¢g
cs. 100 g

001a03¢g
06¢g

85 g

cs. 100 g

0,025 g
06¢g
cs. 100 g

0,025 g
06g
0,025¢
cs. 100 g

0,025 g
06¢g
cs. 100 g

001a04¢g
12¢
cs. 100 g
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palmitato de retinol 001a04G
folfolipidos de soja 12¢g
excipiente para gel acuoso cs. 100 g

Ensayos terapeuticos

Irritacion Primaria Culdnea

Se ha determinado comparativamente sobre
conejo albino neozelandés, el indice de irritacién
primaria cutnea (IPC) de una crema O/W, gel y
de una suspensién de liposomas de &cido retinoico
como la del ejemplo 1, al 0,01 y 0,025% p/p.

En la tabla 1 se representan los valores del
IPC obtenidos después de aplicar el producto me-
diante parche semioclusivo, durante 24 horas. El
valor de IPC se obtiene sumando los valores de
eritema y edema a las 24 y 72 horasd de apli-
cacién. El valor medio se obtiene dividiendo el
total por el nimero total de valores eritema -+
edema (= 12).

Estos estudios ponen de manifiesto que los tra-
tamientos cutdneos con 4cido retinoico incorpo-
rado en liposomas, no originan ningin tipo de
irritacién cutinea a diferencia de los tratamien-
tos en que se ha empleado 4cido retinoico en cre-
mas o gel. En estos tiltimos casos, el IPC indica
que tanto la administracién del 4cido retinoico en
forma de gel como de crema, resultan ligeramente
irritantes. En lo sucesivo, p/p indica porcentaje
en peso.

Tabla 1
IPC
Liposomas placebo 0,2 u 0
Liposomas placebo 0,4 u 0
Liposomas 4cido retinoico 0,01% | 0,125
p/p, 0,2 ym

Liposomas 4cido retinoico 0,01% 0
p/p, 0,4 pm

Liposomas 0,5
acido retinoico 0,025% p/p, 0,2

pm

Liposomas 03

4cido retinoico 0,025% p/p, 0,4

pm

gel placebo 0,13
gel 4cido retinoico 0,01% p/p 0,60
gel acido retinoico 0,025% p/p 0,90
crema placebo . 0,70
crema d4cido retinoico 0,025% | 1,00

p/p

Poder comedolitico

Se ha evaluado el poder comedolitico de una
suspension de liposomas de dcido retinoico al 0,01
¥ 0,025% p/p elaborado segin el ejemplo 2. La
evaluacion del poder comedolitico ha sido reali-
zada en conejo albino neozelandés y en ratén sin
pelo Rhino.

Evaluacidn en conejo albino neozelandés

El test se realiza sobre la parte externa del ca-
nal auditivo de la oreja de conejo (Weinstein y col.
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Clin. Res. 36(3) 1989, 380A). En primer lugar se
provoca la formacién de comedones aplicando du-
rante 15 dias miristato de isopropilo o coaltar al
10% en aceite mineral. A continuacidn se aplica
la suspensién de liposomas durante 15 dias y se
evalia el efecto comedolitico macroscdpicamente
y mediante estudio histoldgico de la estructura de
la epidermis y de la glandula sebacea.

Los estudios macroscdpicos muestran una
fuerte disminucidn de la presencia de comedones
por el tratamiento con la suspensién de liposomas
de 4cido retinoico al 0,01% y 0,025%.

El examen histoldgico indica que el trata-
miento con la suspensién de liposomas provova
una regeneracién de la epidermis y una recupe-
racién de la estructura de la glaindula sebacea. El
acido retinoico incorporado en liposomas es mds
eft;ctivo que el vehiculizado en gel o en crema
o/W.

Se ha observado también que el 4cido retinoico
vehiculizado en liposomas disminuye de forma im-
portante los efectos irritantes y la descamacién de
la piel.

Evaluacidn en ratén sin pelo Rhino

El ratén sin pelo Rhino, alelo del ratén sin
pelo Skhl es un buen modelo para el estudio de
agentes comedoliticos pués presenta de un modo
espontdneo comedones o utriculos. (Kligman, J.
Invest. Dermatol. 73: 354-358, 1979).

Se evalia la actividad comedolitica, cuantifi-
cando las variaciones durante el tratamiento del
perfil del comeddén o cociente del didmetro en
la boca del utriculo/ didmetro en el centro del
utriculo (DII/DI}), o cuantificando la disminucién
de los diametros de los utriculos en whole mount
epidermis. Se observaen la tabla II el tratamiento
con acido retinoico atrapado en liposomas da lu-
gar a la disminucidn del didmetro en el centro del
utriculo y aumenta el cociente DII/DI.

Tabla II
Pila- Liposomas
cebo acido
retinoico
0,025%
DI 122,55 £ 1,68 | 23,81 + 4,66
DII/DI | 0,44 + 0,10 1,50 4 0,26

Reparacidn del fotoenvejecimiento

Dado que el 4cido retinoico ejerce una accién
reparadora sobre la piel fotoenvejecida (Kligman
J.Am. Acd. Dermatol 15, 779-785, 1986), se
ha evaluado comparativamente la eficacia de una
suspension de liposomas de 4cido retinoico al
0,01% p/p preparada segiin el ejemplo 2 y la de
una crema 0£W de acido retinoico al 0,025% p/p.
Para ello se ha aplicado dcido retinoico segiin las
dos formas galénicas a diferentes ejemplares de ra-
tones sin pelo (SKh-1 hembras, de 5-6 semanas de
edad), previamente fotoenvejecidos por los efectos
de la radiacién UV (irradiacién durante 5 min,
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3 dias por semana durante 12 semanas con una
lampara UV Vilbert VL-6M, mantenida a 10 cm
de la piel). Los productos se han aplicado 3 veces
a la semana, durante 12 semanas.

Los estudios histolégicos y prefilométricos rea-
lizados comparando la piel de los animales irra-
diados, la de los irradiados y posteriormente tra-
tados y la de los no irradiados, demuestran que el
acido retinoico incorporado en liposomas repara
notablemente los efectos de la radiacién.

Estos estudios han permitido evaluar la ma-
yor eficiencia del tratamiento del 4cido retinoico
incorporado en liposomas respecto a la crema de
acido retinoico.

Para conseguir resultados de tratamiento con

- la crema de 4cido retinoico parecidos a los conse-

guidos con liposomas, ha sido preciso utilizar cre-
mas con una concentracién de acido retinoico 2,5
veces mayor que en los liposomas. Esto demues-
tra que la incorporacién del 4cido en liposomas
permite una mejor difusién del producto y por lo
tanto permite disminuir la dosis en el tratamiento.

Poder antiarrugas del palmitato de retinol en
liposomas.

Se ha evaluado comparativamente el poder an-
tiarrugas del palmitato de retinol en liposomas
al 0,3% p/p preparado segiin el ejemplo 8 y en
crema O/W, en ratones sin pelo Rhino.

Se ha aplicado palmitato de retinol en las dos
formas galénicas al 0,3% a estos animales una vez
al dia, durante 3 semanas.

Los estudios perfilométricos realizados compa-
rando la piel de los animales tratados con crema,
con liposomas, con placebos y no tratados, de-
muestran que la incorporacién de palmitato de
retinol en liposomas confiere a esta vitamina una
cierta accion tipo dcido retinoico, que se refleja
en la importante disminucidn de las arrugas del
ratén Rhino. Esta accidn es inapreciable en los
ratones tratados con palmitato de retinol incor-
porada en la crema O/W.

Poder comedolitico del palmitato de retinol en
liposomas

Se ha evaluado comparativamente el poder co-
medolitico del palmitato de retinol en liposomas
al 0,3% p/p preparado segin el ejemplo 8 y en
crema O/W, en ratones sin pelo Rhino.

Se ha aplicado palmitato de retinol en las dos
formas galénicas al 0,3% a estos animales una vez
al dia, durante 3 semanas.

Los estudios histoldgicos realizados con mi-
croscopia electrénica de rastreo comparando la
piel de los animales tratados con crema, con li-
posomas, con placebos y no tratados, de mues-
tran que la incorporacién de palmitado de retinol
en liposomas confiere a esta vitamina una cierta
accion tipo acido retinoico, que se refleja en la im-
portante disminucién del didmetro de los comedo-
nes del ratén Rhino. Esta accién es inapreciable
en los ratones tratados con palmitato de retinol
incorporada en la crema O/W.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de liposomas
de retinoides, de férmula I

donde R signiﬁca. COOH & CH2 - OCO( CH2)14
CHj, caracterizado porque una mezcla de uno
de dichos retinoides en un medio liquido se afiade
a unos fosfolipidos.

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porque dichos fosfolipidos consti-
tuyen una suspension de liposomas que es objeto
de agitacién.

3. Procedimiento segiin la reivindicacién 1,
caracterizado porque dicha mezcla es una di-
solucién y dicho medio liquido es un solvente
organico cuyo punto de ebullicién es menor de
100°C.

4. Procedimiento segin la reivindicacién 3,
caracterizado porque dichos fosfolipidos estin
consituidos por el residuo resultante de una eva-
poracion a sequedad de una suspensién formada
por una primera solucién de fosfatidilcolina de
huevo (EPC) y una segunda solucién de 4cido
fosfatidico de huevo (EPA), dicha suspensién te-
niendo una concentracién de fosfolipidos de por lo
menos 6 mg/ml y una relacién molar EPC/EPA
comprendida entre 9 y 36, de modo que la adicién
de dicha solucién a dicho residuo origina una re-
suspension.

5. Procedimiento segiin la reivindicacién 4,
caracterizado porque dicha resuspensién recibe
la adicidn de una solucién de tampédn fosfato, de
lo que resulta una mezcla que es objeto de so-
nicacidn, proporcionando una emulsion homoge-
neizada, que es sometida a evaporacién a baja
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presion obteniéndose una suspensién de liposo-
mas, cuyo tamaiio se homogeneiza por medio de
extrusiones sucesivas a través de membranas ca-
libradas.

6. Procedimiento segin la reivindicacidén 2,
caracterizado porque dicha suspensién de lipo-
somas es el resultado de las siguientes etapas: a)
formacién de una suspensién de fosfolipidos a par-
tir de una primera solucién de fosfatidilcolina de
huevo (EPC) y una segunda solucién de 4cido
fosfatidico de hueco (EPA), dicha suspensién te-
niendo una concentracién de fosfolipidos de por lo
menos 6 mg.ml~! y una relacién molar EPC/EPA
comprendida entre 9 y 36; b) adicién de una so-
lucién de tampdn fosfato, resultando una mesz-
cla; ¢) sonicacién de dicha mezcla obteniendo una
emulsién homogeneizada; y d) evaporacién de di-
cha emulsién, de lo que resulta una suspensién
de liposomas, cuyo tamafio se homogeneiza por
medio de extrusiones sucesivas a través de mem-
branas calibradas.

7. Procedimiento segiin la reivindicaciones 4
o 6, caracterizado porque dichas primera y se-
gunda solucién son el cloroformo.

8. Procedimiento segfin las reivindicaciones
5 o0 6, caracterizado porque dichas membranas
calibradas son de policarbonato, son tres y sus
poros son respectivamente de 0,8, 0,4, y 0,2 gm.

9. Procedimiento seglin una de las reivin-
dicaciones anteriores, caracterizado porque se
efectiia la incorporacién de agentes antioxidantes
a la suspensién de liposomas.

10. Procedimiento segin la reivindicacidn
9, caracterizado porque dichos agentes antioxi-
dantes son butilhidroxitolueno, butilhidroxianisol
o acetato de alfa-tocoferol.

11. Procedimiento segiin una de las reivin-
dicaciones anteriores, caracterizado porque la
suspensi6n de liposomas recibe una adicién de sa-
carosa, seguida de una liofilizacién.
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