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Uso de glicerofosfolipidos para lubricacion de las articulaciones
Descripcion

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Esta invencion se refiere a liposomas y su uso terapéutico.
LISTA DE ANTECEDENTES

[0002] La siguiente es una lista de la técnica anterior, que se considera que sea pertinente para la descripcion del
estado de la técnica en el campo de la invencién.

1. Hills. B. A. Phospholipid and propylene glycol based lubricant. Patente de EE.UU. 6.133.249. 1998.
2. Hills. B. A. Lubricant Composition for Rheumatism. Patente de EE.UU. 5.403.592. 1990.

3. Hills. B. A.; Monds. M. K.. Enzymatic identification of the load-bearing boundary lubricant in the joint. Br. J.
Rheumatol. 1998. 37. (2). 137-142.

4. Oloyede. A.. Gudimetla. P., Crawford. R.. Hills. B. A.. Biomechanical responses of normal and delipidized
articular cartilage subjected to varying rates of loading. Connective Tissue Research 2004. 45. (2). 86-93.

5. Ethell. M. T.; Hodgson. D. R.; Hills. B. A., The synovial response to exogenous phospholipid (synovial
surfactant) injected into the equine radiocarpal joint compared with that to prilocaine. hyaluronan and propylene
glycol. New Zealand Veterinary Jour- nal 1999. 47. (4). 128-132.

6. Pickard. J. E.; Fisher. J.; Ingham. E.; Egan. J., Investigation into the effects of proteins and lipids on the
frictional properties of articular cartilage. Biomaterials 1998. 19. (19). 1807-1812.

7. Kawano. T.; Miura. H.; Mawatari. T.; Moro-Oka. T.; Nakanishi. Y.; Higaki. H.; lwamoto. Y.. Mechanical effects
of the intraarticular administration of high molecular weight hyaluronic acid plus phospholipid on synovial joint
lubrication and prevention of articular cartilage degeneration in experimental osteoarthritis. Arthritis Rheum. 2003.
48. (7). 1923-1929.

8. Forsey. R. W.; Fisher. J.; Thompson. J.; Stone. M. H.; Bell. C.; Ingham. E., The effect of hyaluronic acid and
phospholipid based lubricants on friction within a human cartilage damage model. Biomaterials 2006. 27. (26).
4581-4590.

9. Klein. J., Molecular mechanisms of synovial joint lubrication. J. Proc. Inst. Mech Eng.. Part J: J. Eng. Tribology
2006. 220. (8). 691-710.

[0003] Una lista completa de la técnica anterior, que se denomina en ocasiones en el texto a continuacién, aparece
en la parte final de la descripcion antes de las reivindicaciones. Se hara referencia a las publicaciones mediante la
indicacion de su numero de la lista completa de referencias.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0004] Disfunciones de la articulacion afectan a una gran parte de la poblacién. Biolubricacién suficiente es un
requisito previo para la movilidad adecuada de las articulaciones, que es crucial para la prevencion y mejora de los
cambios degradativos de la articulacion®.

[0005] Una disfuncién de la articulacion comun es la osteoartritis (OA), con una prevalencia superior a 20 millones
Gnicamente en los Estados Unidos®. La etiologia de la OA es multifactorial, incluyendo causas inflamatorias,
metabdlicas y mecanicas®®. Entre la lista de factores de riesgo implicados son la edad, el sexo, la obesidad, la
ocupacion, el trauma, la enfermedad ateromatosa vascular e inmobilizacion™ *”. OA puede surgir como resultado de
la degradacién del cartilago articular; o gor el contrario, la esclerosis del hueso subcondral puede aparecer antes de
la degeneracion del cartilago y pérdidad *°. Una vez que el cartilago articular esta lesionado, los dafios progresanlo.

[0006] El tratamiento actual se centra en la reduccion de exceso de carga de las articulaciones, fisioterapia, y el
alivio del dolor y la inflamacion, por lo general mediante la administracion sistémica o intra-articular de farmacos™™.

[0007] EI cartilago articular forma una superficie lisa, dura, elastica y flexible que facilita el movimiento de los
huesos. El espacio sinovial se llena con el fluido sinovial altamente viscoso (SF), que contiene acido hialurénico (HA)
y la lubricina de glicoproteina®***. HA es un polimero de acido D-glucurénico y D-N-acetilglucosamina, que es
altamente inestable y se degrada en las condiciones inflamatorias de OA™'® Lubricina se compone de ~44% de
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proteinas, ~45% de carbohidratos y ~11% de fosfolipidos SPL)IZ'”, de las cuales ~41% son fosfatidilcolinas (PC),
~27% fosfatidiletanolaminas (PE) y ~32% sfingomielinas”' ° Estos PL se conocen como "fosfolipidos activos en
superficies" (SAPL). El PE y PC de SAPL contienen dos cadenas de hidrocarburos, uno de los cuales es el acido
oleico monoinsaturado (18:1).

[0008] Lubricacion de limite, en la que capas de moléculas de lubricacion separan superficies opuestas, se produce
bajo carga de articulaciones'” *® % Varias sustancias diferentes se han propuesto como los lubricantes de contorno
nativos en el cartilago articular. En el pasado, el HA se pensaba que era el principal lubricante®, sin embargo, un
estudio reciente indica que tribolégico HA "por si mismo ... no es responsable de la biolubricacion de frontera casi sin
fricciobn que se encuentra en el cartilago articular”, pero puede contribuir a la carga rodamiento y proteccion de
desgastezz. Muchos informes han demostrado lubricina para desempefar el ?apel principal en las propiedades
lubricantes de fluido sinovial™® ** % 2% 2% 24 pickard et al®® y Schwartz y Hills® demostraron que los fosfolipidos
definidos como los fosfolipidos de superficie activa (SAPL) de lubricina facilitan la lubricacién de las articulaciones en
el cartilago articular. Hills y compafieros de trabajo demostraron que las articulaciones OA tienen una deficiencia
SAPL, y que la inyeccion del fosfolipido tensioactivo 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) en las
articulaciones de Pacientes con OA dio lugar a la mejora de movilidad de una duracién de hasta 14 semanas® sin
mayores efectos®’. En otro estudio, la utilizacion de una técnica de conservacion de cartilago criogénico Unico,
Watanabe et al. observaron vesiculas lipidicas %Iobulares en la superficie del cartilago sano, que se supone que
desempefian un papel importante en lubricacion®®. Kawano et al.?® y Forsey et al.*, utilizando modelos animales,
han demostrado que el uso de alto peso molecular HA (~2000 kDa) en combinacién con capacidad de lubricante
DPPC mejorado de este ultimo.

[0009] La patente de EE.UU. 6,800298 describen composiciones de hidrogel a base de dextrano que contienen
lipidos, fosfolipidos, en especial para la lubricacion de las articulaciones de mamiferos.

[0010] Recientemente, Klein y colaboradores resumieron diversos temas de lubricacion de las articulaciones a nivel
molecular. Sefialan el papel potencial de las macromoléculas cargadas de tipo cepillo altamente hidratadas en la
superficie del cartilago como principales contribuyentes a lubricacién de cartilago®>*.

[0011] Forsey, R. W. et al. ("The effect of hyaluronic acid and phospholipid based lubricants on friction within a
human cartilage damage model". Biomaterials 2006, 27, (26), 4581-4590), Kawano, T. et al. ("Mechanical ef- fects of
the intraarticular administration of high molecular weight hyaluronic acid plus phospholipid on synovial joint lubrication
and prevention of articular cartilage degener- ation in experimental osteoarthritis”. Arthritis Rheum. 2003, 48, (7),
1923-1929) y WO 03/000190 todos ejemplifican liposomas, que comprenden DPPC como el Unico lipido. El
documento WO 2004/047792 describe formulaciones de liposomas que comprende glucocorticoides como farmacos
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Los liposomas se utilizan simplemente para la encapsulacion o
atrapamiento del componente activo de la farmacéutica. Los liposomas mismos no se utilizan para la lubricacion de
las articulaciones.

[0012] El documento WO 02/078445 describe formulaciones de atrapamento de ingredientes activos y farmacos,
tales como aminoazlcares, por inyeccion intra-articular. Los liposomas se utilizan como vehiculos, no para
lubricacién de las articulaciones.

[0013] US 2006/029655 describe un método para atrapamiento eficiente de materiales activos en liposomas. Una
vez mas, los liposomas se utilizan simplemente como vehiculos, no para la lubricacion de las articulaciones.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0014] La presente invencién se basa en el descubrimiento de un sistema liposomal para lubricacién de las
articulaciones y en el estudio del efecto de diferentes composiciones PL, tamafio, y laminaridad en friccion de la
junta, utilizando un aparato de cartilago-sobre-cartilago que imita articulaciones articulares.

[0015] Asi, de acuerdo con la invencion, una nueva formulacion lubricante basada en un sistema de liposomas que
comprende fosfolipidos (PL) se propone, para su introduccién en las articulaciones sinoviales con el fin de mejorar o
restaurar la movilidad de las articulaciones.

[0016] Asi, de acuerdo con un primero de sus aspectos, se proporciona liposomas que consisten en una 0 mas
membranas con al menos un fosfolipido (PL) seleccionado del grupo que consiste en un glicerofosfolipido (GPL) que
tiene dos, que son iguales o diferentes, cadena de hidrocarbono Ci2-C16 y una esfingomielina (SM) que tiene una
cadena de hidrocarburo C1,-Cis, la una 0 mas membranas que tienen una temperatura de transicion de fase en la
gue sdlido ordenado (SO) a transicion de fase liquida desordenada (LD) ocurre, estando la temperatura de transicién
de fase dentro de una temperatura de 20°C a 39°C, para su uso en el tratamiento de la disfuncién de la articulacion
por la lubricacién de las articulaciones que tiene una temperatura conjunta que esta por encima de la temperatura de
transicion de fase.

[0017] De acuerdo con un segundo de sus aspectos, se proporciona el uso de liposomas que consisten en una o
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mas membranas con al menos un fosfolipido (PL) seleccionado del grupo que consiste en glicerofosfolipido (GPL)
que tiene dos, siendo iguales o diferentes, cadena de hidrocarburo C12-Ci6 y una esfingomielina (SM) que tiene una
cadena de hidrocarburo C12-Cis, las una o mas membranas que tienen una temperatura de transicion de fase en la
gue sdlido ordenado (SO) a fase de transicion liquida desordenada (LD) se produce, siendo dentro de una
temperatura de 20°C a 39°C la temperatura de transicion de fase, para su uso en la preparacion de una composicion
farmacéutica para el tratamiento de disfunciones de la articulacion de las articulaciones que tienen una temperatura
conjunta esta por encima de dicha temperatura de transicion de fase.

[0018] De acuerdo con una realizacion, el GPL comprende dos cadenas de acilo C14 o Cye.

[0019] Segun otra realizacion, al menos una de dichas cadenas de hidrocarburo es una cadena de hidrocarburo
saturada. Preferiblemente, las dos cadenas de hidrocarburos estan saturadas.

[0020] De acuerdo con una realizacion adicional, la PL es una fosfatidilcolina (PC). Preferiblemente, dicho PC se
selecciona de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 1, 2-dipalmitoil-sn- glicero-3-fosfocolina (DPPC) y la combinacion de
los mismos.

[0021] De acuerdo con otra realizacion, los liposomas son vesiculas multilameller (MLV). Preferiblemente los
liposomas tienen un diametro medio de entre aproximadamente 0,3 mm a aproximadamente 5 mm.

[0022] De acuerdo con todavia otra realizacién, el grupo de cabeza de la PL estad complejado con al menos 6
moléculas de agua por grupo de cabeza.

[0023] De acuerdo con una realizacion adicional de la temperatura conjunta es 1-15°C por encima de dicha
transicion de fase temperatura ambiente.

[0024] De acuerdo con otra realizacién, los liposomas se formulan para inyeccion intra-articular, administracion
artroscépica o para la administracion quirdrgica.

[0025] De acuerdo con todavia otra realizacién, los liposomas son de uso para el tratamiento de un trastorno
articular o de los sintomas derivados de los mismos. Preferiblemente, el trastorno articular se selecciona de artritis,
pacientes con artritis reumatoide en osteoartritis, artrosis, lesién articular traumatica, articulacion bloqueada, lesiones
deportivas, artrocentesis post estatus, la cirugia artroscépica, cirugia de la articulacion abierta, y el reemplazo de la
articulacion.

[0026] La composicién de liposomas de la invencién se pueden administrar a una articulacion afectada a través de la
inyeccion intra-articular, la administracién ortoscopica, administraciéon quirargica y, en general, cualquier forma de
administracion que puede ser utilizada para infundir una formulacion de este tipo en la membrana sinovial o conjunta
en el cartilago de la articulacion. Articulaciones afectadas tratables de acuerdo con la invencion pueden estar
asociadas con una variedad de condiciones, tales como la artritis, la artritis reumatoide, la osteoartritis (asi como la
osteoartritis en pacientes de artritis reumatoide), lesion articular traumatica, lesion deportiva, articulacion bloqueada
(como en la articulacion temporomandibular (ATM)), intervencién post quirdrgica de estatus como la artrocentesis, la
cirugia artroscépica, artroplastia, rodilla y protesis de cadera. Una condicion preferida para ser tratada o prevenida
por la invencién es osteorarthritis primaria o secundaria.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0027] Con el fin de entender la invencién y para ver cémo se puede llevar a cabo en la préactica, ahora se
describiran formas de realizacién, a modo de ejemplo no limitativo, con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 es un grafico de barras que muestra los coeficientes de friccién (estaticos y dinamicos) obtenidos
para varios medios de lubricacion, incluyendo el liquido sinovial inflamado (ISF); tampdn de histidina (HB, 5 mM),
dispersiones que comprenden vesiculas multilamelares (MLV, realizado en HB 5 mM, estando los lipidos en un
rango de concentracion de entre 35-140 mm) con el fosfolipido DMPC, MLV que comprende DMPC o DMPC-
colesterol, o una mezcla de DMPC y *°°PEG-DSPE DMPC o una mezcla de DMPC y DPPC, o vesiculas
unilamelares pequefias (SUV) que comprenden DMPC. Todas las mediciones se realizaron a 37°C bajo presion
de contacto de 2,4 MPa (carga de 30N) y una velocidad de deslizamiento de 1 mm/s. La salina se utiliz6 como
control.

La Figura 2 muestran el efecto de los diversos lubricantes y medios en concentracién total de fosfolipidos, en
muestras de cartilago de individuos sanos después de haberse sometido a ensayos de friccién similares en la
presencia de los diferentes lubricantes. Los controles no fueron sometidos a ensayos de friccion.

La Figura 3 es una concentracion de PC que muestra el grafico como funcion de la profundidad vertical en

cartilago donde especimenes de cartilago se sometieron a ensayos de friccién similares en la presencia de:
DMPC-MLV (0,8-3,5um de diametro) 141 mM en 5 mM HB (Hl); DMPC-SUV (~100 nm de didmetro) 141 mM en 5
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mM HB (A); o HB solo 5 mM (x); cortada en discos y la prueba de su concentracion DMPC como una funcion de
la profundidad del cartilago.

Las Figuras 4A-4F son micrografias de escaneo de microscopio electronico (SEM) de las muestras de cartilago
en presencia y en ausencia de medios lubricantes y pruebas de friccién. Micrografias SEM de las muestras de
control, en ausencia de prueba de friccion:

FIG. 4A es una micrografia de cartilago sano, mostrando su origen natural en las estructuras vesiculares
lipidicas en la superficie (x3000); FIG. 4B es una micrografia del cartilago artritico (x3000); y cartilago
sano sometido a ensayos de friccion en presencia de los siguientes lubricantes: solucion salina (x6000,
Fig 4C); ISF (x800, Fig. 4D); DMPC- SUV (x800, Fig. 4E.); y DMPC-MLV (X6000 Fig. 4F).

DESCRIPCION DETALLADA DE ALGUNAS REALIZACIONES

[0028] La presente invencion se basa en el resultado de una combinacion de (i) la medicién del coeficiente de
friccion utilizando una configuracién de cartilago en el cartilago humano (Merkher, Y. et al.40), (ii) estudios de
cartilago morfolégicos basados en SEM, (iii) determinaciones cuantitativas de cartilago fosfolipido y fosfatidilcolina
(PC), y (iv) las caracteristicas fisicoquimicas de diferentes liposomas basados en PC, lo que demuestra el potencial
de vesiculas multilamelares de gran tamafio (diametro superior a 0,3 um), como DMPC-MLV y de DMPC/DPPC-MLV
(0,6/1,0 relacion molar), dispersado en baja fuerza i6nica HB, como lubricantes de cartilago eficaces y reductores de
desgaste a temperatura ligeramente por encima (por ejemplo, aproximadamente 1°C, 2°C, 3°C, 5°C, 8°C, 11°Cy, a
veces hasta aproximadamente 15°C) de la temperatura de transicion de fase-SO-a LD.

[0029] Inicialmente, la eficacia lubricante de los liposomas multilamelares compuestos de varios PCs, con dos
cadenas de hidrocarburos de 14 a 22 carbonos, totalmente saturados o con diversos grados de insaturaciones, se
compard. Cadenas de hidrocarburos C1,-C16, donde demostraron ser de una longitud preferida.

[0030] A continuacion, utilizando el lubricante de componente Gnico mas eficaz, DMPC, los efectos del tamafio del
liposoma, laminaridad, y de la incorporacién ya sea de colesterol, ya sea de mMPEG-DSPE o un PL adicional en las
bicapas lipidicas de los liposomas de DMPC. Estos estudios demostraron que MLV, como DMPC-MLV o
DMPC/DPPC-MLV (0,8-3,5 mm de diametro), cuando se utilizan como lubricantes a una temperatura ligeramente
por encima de la temperatura de transicion de fase SO-a-LD, fueron los mas efectivos. Esto fue confirmado por el
desempefio de DMPC/DPPC-MLV a 37°C, que se encuentra ligeramente por encima del rango de SO a la
temperatura de fase de transicién LD, es decir, Tm = ~34°C, en comparacién con su desempefio a 24°C (fase SO).

[0031] Los resultados presentados en este documento a continuacién muestran ademas los siguientes:

- DMPC, que fue identificado como uno de los componentes preferidos de la composicién liposémica
biolubricante (cuando se utiliza solo o en combinacién con DPPC) tiene cadenas de acilo de longitud media (14
carbonos) saturadas, que tienen una Ty, ligeramente inferior a la temperatura fisiolégica (Tm = 23,2°C para
DMPC-MLV y Ty = ~34°C durante DMPC/DPPC [0,6/1,0 mol/mol] de segunda mano), por lo tanto, ambas
composiciones PL proporcionan liposomas que estan en la fase liquida desordenada (LD) a 37°C, en la que su
grupo de cabeza polar es altamente hidratada (~9.7 moléculas de agua por groupo de cabeza DMPC o DPPC,
en compsaaracién con <4,3 moléculas de agua por 10 grupo de cabeza cuando esta por debajo de la T, en la
fase SO)™;

- Los datos de compresibilidad adiabatica presentados en el presente documento a continuacion demuestran
las diferencias entre PC en la fase sdlida ordenada (SO) (valores bajos de K) y la fase LD (valores mas altos K)
y la superioridad de la fase de LD. Compresibilidad adiabatica de bicapa lipidica parcial (K), que se correlaciona
bien con el comportamiento termotrc')pico54 y se encontrd que reflejaba el nivel de hidratacién, el estado fisico y
el volumen de cavidades (volumen libre) en la bicapa lipida 45. Moléculas de agua unidas, que interactian con
el grupo de cabeza de PC, se sugiere que afectan al volumen total de las cavidades en la bicapa, lo que afecta
a las interacciones intermoleculares, asi como la compresibilidad adiabatica. Especificamente, tanto DOPC y
DMPC estan en la fase de LD (por encima de su T, Tabla 1 a continuacion) al (24°C, asi como a 37°C. Sin
embargo, la Tabla 2 demuestra que la capacidad de lubricacién de los liposomas de DMPC es sustancialmente
superior a la de DOPC. Sin estar limitado por la teoria, se cree que la diferencia de comportamiento entre
DMPC y DOPC reside en el hecho de que en condiciones fisiologicas, es decir a una temperatura de entre
36°C y 43°C DMPC, es solo ligeramente por encima de la Tr. Por otra parte, la temperatura en articulaciones
sinoviales de la mano pueden ser tan bajas como ~ 28C. En tales condiciones DMPC también esta ligeramente
por encima de la Tn. Ademéas, DMPC es el PC con las cadenas de acilo mas cortas capaces de formar
liposomas estables, componiendo asi la bicapa mecanicamente "suave" de todas las demas bicapas de PC de
un solo componente ejemplificado aqui**.

- La capacidad de lubricacién de MLV compuesta de mezcla DM-PC/DPPC (0,6:1,0 mol/mol) que tiene buenas

propiedades de miscibilidad casi ideales, y una temperatura de transicion de fase SO-a-LD combinada de
~34°C. EI DMPC/DPPC-MLV mostr6 una eficacia alta de lubrificantes a 37°C (coeficientes de friccion estatica y
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dinamica de 0,017 y 0,0083, respectivamente), pero no a 24°C (0,042 y 0,021, respectivamente), en
comparacién con DPPC-MLV solo (T, de 41,4°C), que eran inferiores a 37°C (0,029 y 0,022, para los
coeficientes de friccién dinamicos y estaticos, respectivamente);

- La "debilidad" y nivel de hidratacion de DMPC-MLV y el impacto de cambios en estas caracteristicas en
lubricacién de cartilago. La primera modificaciéon en introducciéon que incluye formulacion de ~33 mol% de
colesterol en membranas de liposomas. Como se muestra mas adelante, esto dio lugar a una transicion fisica
de la fase de LD a la fase liquido-ordenada (LO)**. Tal cambio se sabe que "seca" el lipido bicapa®®, y también
se refleja en una reduccion en la compresibilidad adiabatica y por lo tanto en debilidad bicapa. Por lo tanto, el
lubricante de cartilago con DMPC/colesterol-MLV fue sustancialmente inferior a la lubricacién del cartilago con
DMPC-MLYV (Tabla 2 o Fig. 1). En otra modificacion 5% en moles del lipopolimero mPEG-DSPE en la bicapa
lipidica de DMPC-MLYV se introdujo. Los restos de PEG, que se extienden desde 4 hasta 10 nm de la superficie
del liposoma (dependiendo del estado de la cadena de polimero, siendo ya sea en una configuacion hongo o
un cepillo39), y son de flexibilidad alta e hidratacion alta (de 3 a 4 moléculas de agua por grupo de 6xido de
etilen0)45. Sin embargo, la adicion de mPEG-DSPE con los liposomas de DMPC no mejor6 lubricacion (Fig. 1),
que parecia contradecir la funcion de la hidratacion en la lubricacion. Esto puede explicarse por el hecho de
que el resto de AI-PEG aunque altamente polar es no iénico y por lo tanto su hidratacion difiere de la de la
hidratacién del grupo de cabeza idnico PC®. Hay que sefialar, que estos restos de PEG injertados pueden
todavia ser beneficiosos en vivo, ya que pueden proteger a los liposomas de la interaccion con macromoléculas
de fluido intersticial®*, de manera similar al comportamiento protector de cartilago de HA?;

- Los coeficientes de friccion obtenidos por los diferentes medios de comunicacion (salina, ISF, y HB de baja
fuerza iénica) demostraron que HB fue superior a la de solucién salina y de ISF (Tabla 2 y Fig. 1). Ademas, la
concentracion total de PL de especimenes de cartilago lubricados con HB fue casi el doble que la de cartilago
lubricado con ISF y sustancialmente mayor que la del cartilago lubricado con solucion salina (Fig. 2). Lo que
sugiere que la HB puede mejor retener SAPLs de cartilago de origen natural, y mejorar con ello la lubricacion.
La superioridad de HB sobre la solucion salina (Fig. 1) también se puede explicar por su fuerza i6nica mas
baja, lo que induce un embalaje PL menos compacto en la bicapa lipidica, lo que permite una rapida
recuperacion de bicapa después de eventos de friccion®* *’. Esto apoya la importancia de la debilidad de
bicapa como un importante contribuyente a la lubricacién eficaz. De lo anterior, se hizo evidente que HB es un
medio eficaz y propicio para los liposomas como lubricantes;

- Multilamelares largos DMPC-MLV se encontraron para ser superior a los pequefios liposomas unilamelares
(<100 nm). Sin estar limitados por la teoria, ya que no se requiere para el establecimiento de la invencion, se
cree que esta superioridad se deriva de la forma en que aquéllos se retienen cerca de la superficie del
cartilago, como lo demuestra por la distribucion PC a lo largo de la profundidad del cartilago (Fig. 3), debido al
gran tamafio de MLV (0,8-3,5 pm de diametro). Maroudas et al. informaron de la presencia de lagunas de 100
Nm entre las fibras de colageno en el cartilago *°. Stockwell y Barnett®® y Barnett y Palfrey> afirmaron que
estas fibras actlan como barreras contra la penetracion de particulas grandes en el cartilago, informando de
que las particulas pequefias de plata proteinada penetraron mas profundamente que las particulas grandes en
el cartilago. Los resultados presentados en este documento muestran que la DMPC-SUV mas pequefia penetré
profundamente en el cartilago, mientras que DMPC-MLV se mantuvo cerca de la superficie (Fig. 3). Esto esta
de acuerdo de la similitud de los niveles de friccidon obtenidos a partir de cartilago lubricado con DMPC-SUV en
HB y de cartilago lubricado con HB sola (Fig. 1), al penetrar la DM- PC-SUV profundamente en el cartilago el
efecto de lubricacién es sobre todo de los medios de comunicacion (es decir, HB).

- Estudios morfolégicos SEM, en los que estructuras globulares que ocurren naturalmente, en el rango de
tamafio de DM-PC-MLV, parecian estar presentes en la superficie del cartilago no lubricado saludable antes de
realizar los ensayos de friccion (Fig. 4A), y ausentes después de las pruebas de friccion de cartilago sano
lubricado con solucién salina o ISF (Figs. 4C y 4D, respectivamente). Espécimenes de cartilago lubricados con
DMPC-MLV parecian tener estructuras lipidicas globulares en su superficie, después de llevarse a cabo
pruebas de friccion (Fig. 4F).

[0032] A la luz de estos resultados, se ha previsto que los fosfolipidos (PL) seleccionados de glicerofosfolipidos
(GPL) y esfingolipidos (SPL), son posibles sustituyentes para estructuras globulares lipidicas de origen natural,
siendo capaz de reduccion de la friccion y proteccion contra el desgaste del cartilago.

[0033] Ademas, se ha previsto que cuando estd presente cerca de la superficie del cartilago que comprende
liposomas GPL, SPL o su combinacion a media que los fosfolipidos de formacion de liposoma actian como un
deposito para la reposicion de una bicapa lipidica protectora recubriendo la superficie del cartilago, por lo tanto
consistente en la preservacion de PL de origen natural, tal como se indica por el nivel PL total mas alto en el
cartilago lubricado con DMPC-MLV en comparacion con el cartilago lubricado con otros lubricantes y medios de
comunicacion (Fig. 2).

[0034] De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, el GPL esta llevando un grupo de cabeza de
fosfocolina (fosfatidilcolina, lipido a base de PC) o un grupo de cabeza de fosfoglicerol (fosfatidilglicerol, lipido a base
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de PG), y el SPL es una ceramida (N-acilo sfingosina que lleva un grupo de cabeza de fosfocolina, también conocido
como N-acilo sfigosilo-fsfocolina (lipidos a base de SM).

[0035] Como se apreciard por los expertos en técnicas basadas en lipidos, PCs y SMS son fosfoliipidos
zwitteridnicos con la colina catiénica y restos de fosfato de diéster aniénico (que constituyen el grupo de cabeza de
fopshocolina) permanecen totalmente ionizado sobre un amplio rango de pH sin carga neta (potencial zeta = 0
mV)34. el PG esta cargada negativamente en el mas amplio rango de pH como es evidente del potencial zeta
negativo. la parte hidréfoba de la PC y PG incluye 2 de hidrocarburos (por ejemplo, cadenas de acilos y alquilos). La
SM también tiene dos cadenas de hidrocarburo de hidrofébico de las cuales una es la cadena de la propia base
esfingoide y el otro es la cadena de N-acilo. PC, SM y PG en el que las cadenas de hidrocarburo estan por encima
de 12 atomos de carbono son todas en forma similar a cilindro, ya que su parametro de embalaje esta en el intervalo
de 0,74 a 1,0. Forman bicapas de lipidos, las cuales, por encima de la transicion de fase LD, pasan a ser altamente
hidratadas y vesiculares para formar vesiculas lipidicas (Iiposomas)34‘ % Las bicapas de liposomas PC y PG pueden
ser o0 bien una fase sélida ordenada (SO) (denominada anteriormente como gel o en fase sélida), o bien en una fase
desordenada liquida (LD) (previamente se refiere a cristalino como liquido o fase de fluid0)34. La transformacion
entre el pliego de fases LD implica una primera transicién de fase endotérmica de primer orden denominada como
transicion de fase principal. Tm es la temperatura en la que se produce el cambio maximo en el cambio de capacidad
de calor durante el SO de transicién de fase LD. Ty y el rango de temperatura de la SO hasta la transicion de fase
LD de PC depende, entre otras cosas, de la composicion de la cadena de hidrocarburos PC. En la fase de LD (pero
no en la fase de SO), el grupo de cabeza de fopshocolina y fosfoglicerol cargado es altamente hidratado.

[0036] Se observa, ademas, que las PGs y SM tienen Tr, que son similares a la de la PC correspondiente (la misma
longitud de la sustitucién de la cadena de hidrocarburos). Por ejemplo, la T, de DMPG es idéntica a la de DMPC, a
saber, 23°C, y la de DPPG o N-palmitoil SM es idéntica a la de DPPC, a saber, 41°C.

[0037] Una mezcla de dos o mas PLs (por ejemplo, dos PC diferentes, un PC con PG, dos PGs diferentes, dos de
SM, un PC o PG con SM, etc.) pueden ser utilizados, siempre que la mezcla formada se encuentra en un estado LD
y los grupos de cabeza de lipidos son altamente hidratados, cuando in situ (ya sea en la region articular de una
articulacion sana o en estado de mal funcionamiento).

[0038] Después de considerar lo anterior, los inventores han desarrollado sistemas de liposomas para la lubricacion
de las articulaciones, que son quimicamente estables, resistentes a los dafios de oxidacién y libres de HA.

[0039] Los liposomas se caracterizan porque comprenden una o mas membranas con al menos un fosfolipido (PL)
del grupo que consiste en un fosfolipido (GPL) que tiene dos, teniendo cadenas de hidrocarburo iguales o diferentes
C12-C16 ¥ una esfingomielina (SM) que tiene una cadena de hidrocarburo Ci,-Cis. La fase de temperatura de
transicion en la que fase de transicion de solido ordenado (SO) liquido desordenado (LD) ocurre, esta dentro de un
rango de temperatura de aproximadamente 20°C a aproximadamente 39°C. Los liposomas se utilizan para lubricar
las articulaciones que tienen una temperatura conjunta que es algo mayor que la temperatura de transicion de fase.
De acuerdo con ello, los liposomas son en una fase LD dentro de la articulacion. El hecho de que la temperatura de
union es tipicamente soélo ligeramente (por ejemplo, dentro del intervalo de aproximadamente 1°C a
aproximadamente 15°C, como se detalla mas arriba) por encima de la temperatura de transicion de fase parece ser
de importancia para la lubricacion eficiente.

[0040] En una realizacion, dichas cadenas hidréfobicas C12-Ci16 0 C12-C1g estan saturadas.

[0041] Hay que sefialar que las anteriores condiciones son acumulativas, es decir, la seleccion de PL (ya sea una
sola PL o una combinacién de PL con PL adicionales) que figuran en el liposoma es para que el liposoma tenga
temperatura de transicion de fase SO-LD entre alrededor de 20°C a aproximadamente 39°C.

[0042] EI GPL, asi como el SM son altamente hidratados, es decir, el nUmero de moléculas de agua por grupo de
cabeza de lipidos es al menos aproximadamente 6; 7 o0, a veces, al menos, 8 moléculas de agua que forman
complejos con el grupo de cabeza ionizado de la GPL o SPL.

[0043] EI GPL o SM son capaces de formar MLV (asi como el otro tipo de liposomas mencionados anteriormente),
preferiblemente MLV tiene un diametro medio por encima de 0,3 mm. De acuerdo con una realizacion, el MLV se
define por un didmetro medio en el intervalo de entre 0,3 umy 5 pum.

[0044] Al demostrarse que el colesterol reduce las propiedades de lubricacion del MLV que se forma a partir de
GPL, SM o sus combinaciones, como se define en el presente documento, el MLV o los otros tipos de liposomas que
se pueden utilizar de acuerdo con la invencion, no deben incluir en sus bicapas un esterol activo de membrana, tales
como colesterol. Un esterol de membrana activa se define por afectar el orden de lipidos de rango de corto y largo
plazo de las membranas, lo que minimiza el volumen y la disminuciéon de la permeabilidad de la membrana.
Especificamente, el esterol debe poseer 1), un sistema de anillo plano fundido, 2), un grupo hidroxilo u otro grupo
polar pequefio en la posicién 3, 3), una cola "de tipo colesterol”, y 4), una pequefia area por molécula (<40 A?
cuando se ensamblan en la interfase aire/agua a una presion superficial de 12 mN/m).
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[0045] Es de notar que las composiciones de la invencién preferiblemente no contienen propilenglicol.
[0046] Ademas, debe observarse que las composiciones de la invencién preferiblemente no contienen dextrano.

[0047] Un grupo particular de GPLs abarcado por una o mas de las realizaciones anteriores comprenden un grupo
de cabeza de fosfocolina que lleva un GPL (lipidos basados en PC o SM). Una PC preferida de acuerdo con la
invencion es dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC).

[0048] Ejemplos no limitantes de lipidos basados en PC que se pueden usar en de acuerdo con la invencion
comprenden 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC, Tm 41,4°C); 1,2-dipentadecanoil--sn-glicero-3-
fosfocolina (C15, T 33,0°C). SPL que puede ser de acuerdo con la invencion comprende una esfingomielina (SM)
llevando un grupo de fosfocolina, y no limitativo, ejemplos incluyen N-palmitoil SM T, 41,0°C y 1, 2-dimiristoil-sn-
glicero-3-PC. Valores de T, de varios lipidos basados en PC se pueden encontrar en "Thermotropic Phase Tran-
sitions of Pure Lipids in Model Membranes and Their Modifications by Membrane Proteins”, John R. Silvius, Lipid-
Protein Interactions, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 1982, y también en la Lipid Thermotropic Phase
Transition Data Base - LIPIDAT, y en Marsh (1990).

[0049] Se hace notar que de acuerdo con la invencién, los liposomas MLV (o los otros liposomas (tiles de acuerdo
con la invencién) tienen un offset de temperatura (limite superior) de la transicién de fase SO a LD que no es mayor
que 15°C de la temperatura in situ, es decir, en la unién, dentro del intervalo de aproximadamente 20°C a
aproximadamente 39°C. De acuerdo con la invencion, los liposomas MLV se forman a partir de GPL, SPL o su
combinacion, y el SO a la temperatura de transiciéon de fase LD se ha descrito anteriormente por lo tanto se refiere a
liposomas MLV que se forman a partir de GPL, SPL y combinaciones de los mismos, proporcionando de este modo
un liposoma en el que PLs o su mezcla estan en fase de LD.

[0050] También se describe el uso de DMPC-MLV o DM-PC/DPPC-MLV para la preparacién de un reemplazo de
cartilago PL de origen natural, es decir, como un lubricante y el desgaste del cartilago reductor. Estos MLV tienen
importantes ventajas practicas también. Se pueden preparar de forma sencilla y a bajo costo. Tanto DMPC como
DPPC son resistentes al dafio oxidativo y estable durante largos periodos de tiempo. Por otra parte, estos equipos
ya estan aprobados para uso humano. Cuando se utiliza una mezcla de DMPC y DPPC, la relacion molar entre
DMPC y DPPC depende de la temperatura de la articulacion a tratar y esta disefiada de tal manera que T de la
combinacién proporciona MLV en fase LD. Un ejemplo de una proporcién adecuada es de aproximadamente 0,6/1,0
que proporciona MLV en fase de LD a una temperatura conjunta de entre 35°C a 39°C.

[0051] También se describe un método para lubricar una articulacion de un mamifero, el método comprende la
administracion en una cavidad de dicha junta que contiene una cantidad de fluido sinovial de liposomas efectivas
para producir un efecto lubricante.

[0052] Hay que sefalar que la temperatura de las articulaciones en los pacientes que sufren de lubricacion de
articulaciones reducidas con el desgaste en las articulaciones, como la artrosis varia a medida que la enfermedad
procede [Hollander, J. L.; Moore, R., Studies in osteoar- thritis using Intra-Articular Temperature Response to In-
jection of Hydrocortisone. Ann. Rheum. Dis. 1956, 15, (4), 320-326]. De hecho, este cambio de temperatura se utiliza
como una herramienta clinica para evaluar la inflamacién de osteoartritis [Thomas, D.; Ansell, B. M.; Smith, D. S;
Isaacs, R. J., Knee Joint Temperature Measurement using a Differen- tial Thermistor Thermometer. Rheumatology
1980, 19, (1), 8-13]. En articulaciones de mano de pacientes de osteoartritis, se demostré que la temperatura varia
desde ~28 a ~ 33°C [Varju, G .; Pieper, C. F .; Renner, J. B .; Kraus, V. B., Assessment of hand osteoarthritis:
correlation between thermograph- ic and radiographic methods. Rheumatology 2004, 43, 915-919], mientras que la
temperatura de la articulacion temporo-mandibular sana (ATM) varia de ~ 35 a 37°C [Aker- man, S.; Kopp, S., Intra-
articular and skin surface tem- perature of human temporomandibular joint. Scand. J. Dent. Res. 1987, 95, (6), 493-
498].

[0053] Por lo tanto, es esencial y, de hecho, un requisito previo que la GPL o la mezcla de la misma con PL
adicionales, esté en una fase de LD, in situ, en la regién de la union a lubricarse.

[0054] El método puede usarse para tratar, aliviar, retrasar, prevenir, controlar o curar cualquier enfermedad o los
sintomas que surgen que se asocian con disfuncién articular. Para los fines de esta descripcion el término
"trastorno articular" se emplea para referirse a cualquier disfuncion (congénita, autoinmune o de otro tipo), lesion o
enfermedad de la regién articular que provoca la degeneracion, dolor, disminucion de la movilidad, inflamacién o
interrupcion fisioldgica y disfuncion de las articulaciones. El trastorno puede estar asociado con una reduccion de la
secrecién de las articulaciones y lubricacién, asi como de las complicaciones de la rodilla y prétesis de cadera.

[0055] La articulacion puede ser cualquiera de la de la rodilla, cadera, tobillo, hombro, codo, tarso, carpo,
interfalangica e intervertebral.

[0056] Trastornos articulares especificos incluyen, pero no se limitan a, las deficiencias de la secrecion y/o
lubricacién de las articulaciones que surge de la artritis, incluidas las condiciones de la erosion articular en la artritis
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reumatoide, la osteoartritis, la osteoartritis en pacientes con artritis reumatoide, lesién articular traumatica (incluyedo
lesiones deportivas), articulacion bloqueada (como en las articulaciones temporo-mandibulares (ATM)), el estado de
post artrocentesis, la cirugia artroscopica, cirugia de la articulacion abierta, las articulaciones (por ejemplo,
reemplazo de rodilla o cadera) en mamiferos, preferiblemente seres humanos. Un trastorno preferido que va a
tratarse o prevenirse por el método de la invencion es la osteoartritis.

[0057] ElI método se podria utilizar como medida profilactica para prevenir el dafio futuro o degeneracion. Por
ejemplo, los liposomas MLV a base de PL podrian ser administrados por via intra-articular a los atletas
intermitentemente a lo largo de su carrera para reducir al minimo el riesgo de lesiones relacionadas con el estrés o
la degeneracion del cartilago.

[0058] El método puede ser utilizado con independencia de, o como un adjunto a, agentes antiinflamatorios, agentes
analgésicos, relajantes musculares, antidepresivos, o agentes que promueven lubricacion de las articulaciones
comunmente utilizadas para tratar trastornos asociados con la rigidez de las articulaciones, tales como la artritis. Un
enfoque terapéutico combinado es beneficioso en la reduccién de los efectos secundarios asociados con los
agentes, como no esteroideos, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), utilizado cominmente para
prevenir, gestionar o tratar trastornos como la artrosis asociada con una menor lubricacion de las articulaciones.
Ademas de mejorar la seguridad, un enfoque terapéutico combinado también puede ser ventajoso en el aumento de
la eficacia del tratamiento.

[0059] La administracion de los liposomas en una cavidad articular de un paciente puede ser por un método
seleccionado del grupo que consiste en la inyeccion intra-articular, administraciéon artroscopica o administracion
quirurgica.

[0060] También se describe una composicion farmacéutica para lubricacién de las articulaciones que comprende un
vehiculo fisiolégicamente aceptable y los liposomas que comprende al menos una PL seleccionada de GPL o SPL
como se define aqui.

[0061] EI vehiculo fisiolégicamente aceptable puede ser acido hialuronico (HA) o tampon de histidina (HB). La
composicion también puede incluir polimeros tales como los descritos por Klein, 2006°".

[0062] La composicion puede estar en una forma adecuada para la administracion por una ruta seleccionada de
inyeccion intra-articular, la administracién artroscopica o administracién quirdrgica.

[0063] La cantidad de liposomas en la composicion variara dependiendo de la composicion del liposoma PL, la
enfermedad, su gravedad y régimen de tratamiento, asi como una de la edad, peso, etc., del mamifero a tratar. La
cantidad para los propdsitos en la presente memoria se determina por tales consideraciones como puede conocerse
en la técnica. La cantidad debe ser eficaz para lograr una mejora en la lubricacién de la articulacion tratada, es decir,
para reducir la friccion entre los cartilagos que forman la articulacién, la mejora puede ser exhibida por pruebas
clinicas, asi como por una mejora en el bienestar del sujeto sometido a dicho tratamiento (por ejemplo, reduccién del
dolor en la articulacion afectada, la mejora de la movilidad). La cantidad efectiva se determina normalmente en
ensayos clinicos adecuadamente disefiados (estudios de rango de dosis) y expertos en la técnica sabran como
realizar correctamente este tipo de ensayos con el fin de determinar la cantidad efectiva.

[0064] A lo largo de la descripcion y reivindicaciones de esta memoria, las formas singulares "un", "una" y "el"
incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, una
referencia a "un PL" es una referencia a uno o mas PLs y "un liposoma" se refiere a uno o mas liposomas. A lo largo
de la descripcion y reivindicaciones de esta memoria, las formas plurales de palabras incluyen referencias singulares
también, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

[0065] Sin embargo, a lo largo de la descripcién y reivindicaciones de esta memoria, los términos "comprende" y
"contienen” y variaciones de las palabras, por ejemplo "que comprende" y "comprende", significan "incluyendo,
pero no limitado a", y no se destinan a y no excluyen otros restos, aditivos, componentes, niUmeros enteros o
etapas.

[0066] La invencién se describira ahora a modo de ejemplos no limitativos.

DESCRIPCION DE EJEMPLOS NO LIMITANTES

Materiales y métodos

[0067] Lipidos : Los lipidos utilizados en este estudio y sus fuentes se describen en la Tabla 1; todos son de pureza
>98%. La Tabla 1 también presenta el sélido ordenado (SO) a temperaturas de transicion de fase liquido-

desordenadas (LD), Tm, de bicapas de fosfolipidos, ***, asi como el estado de bicapa a 37°C.

[0068] Agua: El agua se purificd usando un sistema hibrido WaterPro PS HPLC/Ultrafiltro (Labconco, Kansas City,
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MO), proporcionando el suministro de agua libre de pir6genos con bajos niveles de carbonos totales e iones
inorganicos (18,2MQ).

[0069] Reactivos : Todos los demas reactivos utilizados son de calidad analitica o mejor.

[0070] Liposomas : Los liposomas multilamelares (MLV) se prepararon disolviendo los lipidos deseados en terc-
butanol, seguido de liofilizacion para formar una "torta" seca. Esto se hidraté en fuerza iénica baja (5 mM) tampén de
histidina (HB) pH 6,7, a una temperatura de al menos 5°C por encima de la T, Cuando se desee, MLV se redujo
para formar pequefias vesiculas unilaminares (<100 nm, SUV) por extrusién por pasos a través de membranas de
policarbonato (GE-Osmonics, Minnetonka, MN), a partir de un 400-nm y terminando con una membrana de tamafio
de poro de 50-NM, utilizando un sistema de extrusion de 10-mL (Northern Lipids, Vancouver, Canada) se calienta al
menos 5°C por encima de la Tn>".

[0071] La seleccién inicial de los lubricantes de cartilago se llevé a cabo con MLV de diferentes composiciones de
PC - DMPC, DPPC, HSPC, DBPC, DOPC y POPC (para abreviaturas, véase la Tabla 1). En esta prueba de
deteccién se encontrd que los liposomas de DMPC actuaron como los mejores reductores de friccion (Tabla 2). Por
lo tanto, los liposomas basados en DMPC se investigaron mas liposomas que comparan compuestos de cualquiera
de la DMPC sola, de diferentes tamafios y laminaridades, o de una mezcla de DMPC/DPPC (0,6:1,0 relacion molar),
0 de DMPC en combinacién con colesterol (2:1 relacion molar), o de DMPC combinada con el lipopolimero mPEG-
DSPE (95:5 relacion molar). El mPEG-DSPE utilizado consiste en un polietilenglicol 2.000 Dalton unido al grupo
amino primario de diestearoil fosfatidiletanolamina.

[0072] Caracterizacién de liposomas : Los liposomas se caracterizan por:

(i) fosfolipidos (PL) concentracién, usando el ensayo Bartlett modificado 3" *%;

(i) distribucién de tamafio, para los liposomas de menos de 1 um por dispersién de luz dinamica utilizando un
rendimiento ALV-NIBS Medidor de particulas de rendimiento alto (Langen, Alemania) a un angulo de dispersion
de 173°; y para los liposomas anteriores 400 nm mediante difraccion de la luz usando un Analizador de tamafio
de particulas LS Beckman Coulter de 13 a 320 (Fullerton, CA), equipado con una dispersion de intensidad de
polarizacion diferencial (PIDS) para proporcionar un rango de deteccion dindmica de 40 nm a 2000 pm;

(iii) compresibilidad adiabatica especifica parcial, por calculo de la densidad de la dispersion de liposomas
(utilizando un medidor de densidad DMA 5000, Anton Paar, Graz, Austria) y la velocidad de una onda ultrasénica
5 MHz que viaja a través de él (usando un velocimetro ultrasénico UCC-12, NDT Instruments, Jerusalén, Israel),
segun lo descrito por Garbuzenko et al.*; y

(iv) estructura, usando microscopia electronica de escaneo

[0073] Cartilago : El cartilago articular de los seres humanos sanos o OA (de 65 afios a 86 afios) se obtuvo de
operaciones de fractura de cabeza femorales o los reemplazos totales de cadera. Tapones completos de cartilago (4
y 8 mm de didmetro, -1.5 cm de espesor) se retiraron de la zona de soporte de carga de la cabeza femoral vy,
posteriormente recortado, en el lado del hueso, utilizando un microtomo de congelacion 1320 Leica, resultando en
discos de cartilago planos, 2 mm de espesor, que se llevo a cabo a -20°C.

[0074] Friccion y pruebas de desgaste : Los liposomas que cubre una amplia gama de tamafios y de
concentraciones, dispersados en HB, fueron seleccionados como lubricantes potenciales para reducir la friccion y el
desgaste entre dos discos de cartilago humano a 24°C y 37°C. Mediciones de friccion se realizaron con una
configuracion de cartilago en cartilago (Merkher, Y.; Sivan, S .; Etsion, | .; Maroudas, A .; Halperin, G .; Yosef, A,,
una prueba de friccién de junta humana racional que usa una disposicion cartilago-en-cartilago humano. Tribol. Lett.
2006, 22, 29-36), utilizando dos discos de cartilago inmersos en una dispersiéon de liposoma en HB, o como
controles, en HB sola, o en solucion salina fisiolégica (0,9% wi/v; pH 5,0; Teva Medical, Israel), o en el liquido sinovial
inflamado (ISF) obtenido a partir de pacientes con OA. Estos discos se sometieron a deslizante relativo sobre una
amplia gama de cargas (1-30 N), lo que equivale a las presiones fisiologicas en las articulaciones (0,08 a 2,4 MPa).
Varias velocidades deslizantes (de 0,5 a 2 mm/s) y tiempos de permanencia (de 5 a 300 s) se utilizan para simular,
junto con diversas cargas, una gama de movimientos fisiologicos.

[0075] Para la evaluacion de desgaste, se determiné el efecto de ensayos de friccion de la concentracion del total de
PL en el cartilago, y en la estructura de la superficie del cartilago.

[0076] Extraccion y cuantificacion PL  : Total PL se extrajeron a partir de muestras de cartilago antes y después de
las pruebas de lubricacion, utilizando el procedimiento de extraccién de Bligh y Dyer“‘ 2 Para esto, las muestras de
cartilago se incubaron en una solucién de cloroformo-metanol (1:1 v/v) durante 1 hora a 37°C. Se afiadi6é agua a una
relacion de metanol cloroformo-agua final de 1: 1: 1, la solucién se agité en voértice durante 1 min y después se
centrifugd, utilizando una centrifuga de mesa de trabajo, para formar dos fases. La fase inferior de cloroformo-rico,
que contiene PL, se recogio, se sec6 bajo vacio (concentrador 5301, Eppendorf), y el residuo (que contiene lipidos)
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se volvié a disolver en un pequefio volumen de solucion cloroformo-metanol (2:1 v/v) y después se cargd en placas
de vidrio recubiertas con gel de silice phorus de bajo fosfato (Uniplate - Silica Gel G, Analtech, Newark, DE). Un
sistema de disolvente cloroformo-metanol-agua (65:25:4 viviv) se utilizd para TLC*. Marcadores comerciales de
esfingomielina, PC y PE también se cargaron en las placas de identificacion in situ. Se detectaron manchas de
lipidos después de la pulverizacion de las placas de TLC secas con una solucién primulina UV-detectable (Sigma) (1
ml de 0,1% w/v primulina en agua, afiadido a 100 ml de acetona-agua, 4:1 v/v). Cada punto de PL se raspé de la
placa de TLC, y su contenido de PL se cuantifico mediante el procedimiento de Bartlett modificado. %

[0077] Una concentraciéon PL también se cuantificé como una funcion (SEM) de profundidad de cartilago. Para esto,
las muestras de cartilago se seccionaron por microtomo en rodajas 20 o 50 um de espesor, a partir de la superficie
del cartilago hacia el interior, paralela a la cara del cartilago. Concentracion PL de cada parte fue cuantificada,
3d7e358pués de que la PL se extrajo como se ha mencionado anteriormente, por el procedimiento modificado Bartlett

[0078] Estructura del cartilago : la estructura del cartilago se examiné por SEM. Las muestras se conservaron por
enfriamiento rapido en nitrégeno liquido y se mantienen bajo vacio (~ 15 mbar) durante 48 h para eliminar el exceso
de agua. A continuacion, las muestras fueron montadas en trozos y revestidas por bombardeo i6nico con oro en una
Polaron E5100 Sputter Coater (Watford, Inglaterra). Las muestras se examinaron utilizando un sistema de
microscopia electronica de escaneo FEI Quanta 200 (Polaron) usando un voltaje de aceleracion de 30 kV.

Resultados

[0079] Los fosfolipidos tensioactivos (SAPL) probados eran fosfatidilcolinas (PC), que también estan naturalmente
presentes en el cartilago y el liquido sinovial.

[0080] Liposomas de escaneo para la lubricacion de cartilago y el desgaste del cartilago de reduccion, la
comparacion implicada de los coeficientes de friccion estatica y dinamica obtenidos con MLV compuestas por varios
ordenadores de un solo componente (tal como se describe en Materiales y Métodos y en la Tabla 1). Las PCs
ejemplificadas difieren en sus cadenas de acilo, que determinan las caracteristicas basicas de los liposomas,
especialmente la T, y el estado fisico.

[0081] Revision de liposomas de composiciones diferentes d e PC: Revision de MLV (0,8 a 3,5 um de diametro)
se compone de diferentes PCs (DMPC, DPPC, HSPC, DB-PC, DOPC y POPC) revel6 que tanto a 24°C como a
37°C, DMPC era el lubricante cartilago con mejores resultados (Tabla 2). En cuanto a los medios de dispersién de
liposomas, se encontr6 que la eficacia de la lubricacion de HB es mejor que la de solucién salina o de ISF (Tabla 2 y
Fig. 1). Ademas, los liposomas dispersados en HB eran mejores lubricantes que los liposomas dispersados en
solucién salina (datos no mostrados).

[0082] Friccién y desgaste en el cartilago lubricado con v arios liposomas basados en DMPC : Investigando el
efecto de tamafio de los liposomas y lamelaridad, la eficacia lubricante de los liposomas de DMPC multilamelares
(DMPC-MLV) se compar6 con la de <100 nm liposomas unilamelares DMPC (DMPC-SUV). Ademas, la eficacia
como lubricantes de cartilago de DMPC-MLV enriquecidos con lipidos que no son formadores de liposomas, aunque
son componentes comunes de liposoma, tales como colesterol 0 mMPEG-DSPE, se estudid. El colesterol, que tiene
un parametro de embalaje de ~1,2 % se anadié a ~33% en moles para formar DMPC/colesterol-MLV, lo que
provoca la transformacion de la bicapa lipidica de sélido ordenado (SO, si PL estan por debajo de la T, ) o fase
liquido-desordenada (LD, si PL estan por encima de Tn) para una nueva fase fisica denominada liquido-ordenado
(LO) 434 De esta manera, fue posible comparar el efecto de liposomas en las tres fases de dos capas diferentes
LD, SO y LO en lubricacién. Otro componente afiadido a DMPC-MLYV era el lipopolimero mPEG-DSPE, que tiene un
parametro relativamente bajo de embalaje de ~0,5 %, gue introduce una barrera estérica altamente hidratada
extendida que rodea la liposoma® **. mPEG-DSPE se afadié a 5 % en moles para formar DMPC/mPEG-DSPE-
MLV.

[0083] Los coeficientes de friccion estatica y dinamica de DMPC-MLV en MP (0.020 y 0.011, respectivamente)
fueron inferiores a los obtenidos con DMPC/colesterol-MLV en HB (0,040 y 0,036, respectivamente) o DMPC/mPEG
DSPE-MLV en HB (0,022 y 0,023, respectivamente), como se muestra en la Fig. 1, y eran similares a los
coeficientes de baja friccion que existen en articulaciones*® sinoviales saludables. Mas aun, los coeficientes de
friccion estatica y dinamica de cartilago lubricado con DMPC-MLYV fueron inferiores a los del cartilago lubricado con
DMPC-SUV (0,045 y 0,036, respectivamente), que fueron solo ligeramente inferiores a los de HB sola (0,053 y
0,037, respectivamente), Fig. 1.

[0084] La evaluacion estadistica, mediante la prueba t de Student, indica la superioridad de DMPC-MLV sobre las
otras formulaciones de liposoma ensayadas en este ensayo y los medios de comunicacion (p<0,008).

[0085] Compresibilidad de la bicapa lipidica: La compresibilidad adiabatica parcial especifica, K, es una medida
tanto de la fase fisica de la bicapa lipidica (SO, LD o LO) y de su estado de hidratacion, que se postula en este
documento para tener una importante contribucion a la eficacia de los liposomas como reductores de friccién y
desgaste 5 valores de K para DMPC, DPPC vy fosfatidilcolina hidrogenada de soja (HSPC) determinada a 37°C
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fueron 50,7, 31, 2 y 33,3 X10° mL/(g-atm), respectivamente. Un perfil similar, con valores algo mas bajos de K, 46,4,
28,0y 30,3 X10° mL/(g-atm), se encontré a 24°C para DMPC, DPPC y HSPC respectivamente. Estos valores de K
reflejan las temperaturas de transicion mas altas de fase, Tm, de DPPC y HSPC (41,4°C, 52, 5 C) que la de DMPC
(23,2°C). En liposomas DM-PC /colesterol (2:1 relacion molar) K se reduce a 42,2 y 45,5 X107 mL/(g- atmg az24°Cy
37°C, respectivamente. La mtroducmon de 5% en moles de mPEG-DSPE en liposomas HSPC (T, 53° C) eleva la
compresibilidad a 32,8 y 35,5 X107 mL/(g-atm) a 24°C y 37° C respectivamente. Mientras que en liposomas
HSPC/colesterol (2:1 relacién molar) K se reduce a 30,0 y 33,6 X107° mL/(atm g-) a 24°C y 37°C.

[0086] Sin limitarse por la teoria, los resultados anteriores sugieren que la fase fisica de las bicapas de MLV son
importantes para biolubricacion de cartilago, y que las condiciones éptimas para la lubricacién estan en la fase de
LD, no muy por encima de la temperatura de transicion de fase SO-a-LD (Tm). A fin de poner a prueba esta
hipétesis, los inventores probaron MLV compuesto de 0,6/1,0 (mol/mol) DMPC/DP- PC Esta composicion se
selecciona de modo que permita la formacion de un liposoma que tiene una Tr, de ~34° c? (S|endo posible debido a
la mezcla casi ideal de estos dos PCs). Estos MLV se estudiaron a 24°C y 37°C. Los resultados apoyan claramente
la hipétesis anterior, ya que muestran (Fig. 1) que DMPC/DPPC-MLV son los lubricantes mas eficaces a 37°C
(coeficiente de friccion estatica y dinamica de 0,017 y 0,0083, respectivamente), pero no a los 24°C (coeficiente de
friccion estatica y dindmica de 0,042 y 0,021, respectivamente). Ademas, DMPC/DPPC-MLV fueron superiores a
DPPC-MLV (T = 41,3) por si sola, que son inferiores a 37°C (coeficiente de friccion estatica y dinamica de 0,029 y
0,022, respectivamente).

[0087] Niveles de PL en muestras de cartilago lubricadas : Los niveles de PL general (que incluye de SAPLs y
PLS de origen natural de liposomas) de especimenes de cartilago sano (espesor ~1200 um), antes y después de ser
sometidos a ensayos de friccion, en presencia de diferentes lubricantes y medios, se midi6. Se puede observar (Fig.
2) que la concentracion total de PL en el cartilago lubricado con DMPC-MLV es el mas alto entre todas las muestras
ensayadas. La concentracion de PL de cartilago obtenido a partir de sujetos sanos y lubricados con HB es mas alta
que la de cartilago similar lubricado con solucién salina o ISF, este ltimo (ISF), tiene niveles similares de PL a los
de cartilago obtenido a partir de pacientes con OA.

[0088] Efecto de tamafio de los liposomas y lamelaridad ens  u penetracion en Cartilago : Concentracion de PC,
como una funcién de profundidad de cartilago (0 a 800 um, en incrementos 20 a 50-um), se midié después de las
pruebas de friccion para los especimenes lubricados con DMPC-MLV y DMPC-SUV, tanto dispersoa en HB, como
para especimenes lubricados con HB sola (control). Entre estas muestras, el cartilago lubricado con DMPC-MLV
tenia la mayor concentracion de PC cerca de la superficie del cartilago (Fig. 3). La concentracion PC alcanz6 un
maximo a una profundidad de aproximadamente 100 um, por debajo del cual, disminuyd. Por otro lado, en el
cartilago lubricado con DMPC-SUV se produjo la mayor concentracion PC profunda (~600 um) en el interior del
cartilago, mientras que en la superficie la concentracion PC era similar a la del control (cartilago lubricado con HB).

[0089] Morfologia de cartilago : SEM se utilizd para estudiar la morfologia de superficie de cartilago y desgaste®®.
En la Fig. 4 presentamos imagenes de SEM de las muestras de cartilago sometidas a diferentes tratamientos. Las
dos muestras de control (Fig. 4A y 4B) no fueron sometidas a ensayos de friccion, mientras que todas las demas
muestras (Fig. 4C-4F) de cartilago se obtuvieron de las personas sanas y sometidas a ensayos de friccion identicos
en la presencia de diferentes lubricantes. FIG. 4A muestra el cartilago sano, donde las estructuras lipidicas
globulares de anillo natural ocurren, se dispersan en su superficie porosa, como se muestra previamente en la
superficie del cartilago de la rata por Ohno y compaﬁeroszg‘ “8_Por otro lado, la superficie del cartilago artrésico
carece de estas estructuras (Fig. 4B), al igual que el cartilago sano evaluado por friccién lubricado con solucién
salina (Fig. 4C) o ISF (Fig. 4D), lo que indica una mala proteccién contra el desgaste por estos lubricantes. En la
superficie del cartilago lubricado con DMPC-SUV (Fig. 4E), muy pocas estructuras lipidicas se pueden notar
después de la prueba de friccion. Con DMPC-MLV (Fig. 4F), grandes estructuras lipidicas, parecidas a las de
cartilago sano, estan presentes después de las pruebas de friccion.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Los liposomas que consisten en una o0 mas membranas con al menos un fosfolipido (PL) seleccionado de
entre el grupo que consiste en un glicerofosfolipido (GPL) que tiene dos, siendo el mismo o diferente,
cadena de hidrocarburo C12-C16 y una esfingomielina (SM) que tiene una cadena de hidrocarburo C12-
C18, las una o mas membranas que tienen una temperatura de transiciéon de fase en la que sélido
ordenado (SO) a liquido desordenado (LD) se produce, estando la temperatura de transicion de fase dentro
de una temperatura de 20°C a 39°C, para su uso en el tratamiento de la disfuncién de la articulacion por la
lubricacién de articulaciones que tiene una temperatura de unién que esta por encima de la temperatura de
transicion de fase.

El uso de liposomas que consisten en una 0 mas membranas con al menos un fosfolipido (PL) seleccionado
del grupo que consiste en glicerofosfolipido (GPL) que tiene dos, siendo las mismas o diferentes, cadenas
de hidrocarburo C12-C16 y una esfingomielina (SM) que tiene una cadena de hidrocarburo C12-C18, las
una o mas membranas que tienen una temperatura de transicion de fase en las que el sélido ordenado
(SO) para liquido desordenado (LD) de transicion de fase se produce, la temperatura de transicion de fase
esta dentro de una temperatura de 20°C a 39°C, para su uso en la preparacion de una composicién
farmacéutica para el tratamiento de disfunciones de la articulacién de las articulaciones que tienen una
temperatura conjunta por encima de dicha temperatura de transicién de fase.

Los liposomas para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en el que dichos GPL comprenden dos
cadenas de acilo C 14 o C 16.

Los liposomas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que al menos una de
dichas cadenas de hidrocarburo es una cadena de hidrocarburo saturada.

Los liposomas para uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que las dos cadenas de hidrocarburos
estan saturadas.

Los liposomas para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha PL es
una fosfatidilcolina (PC).

Los liposomas para uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que dicho PC se selecciona de
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 1, 2-dipalmitoil-sn- glicero-3-fosfocolina (DPPC) y la combinacién de los
mismos.

Los liposomas para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dichos
liposomas son vesiculos multilamelares (MLV).

Los liposomas para uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que los liposomas tienen un diametro
medio de entre aproximadamente 0,3 um a aproximadamente 5 um.

Los liposomas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el grupo de cabeza de
PL se compleja con al menos 6 moléculas de agua por grupo de cabeza.

Los liposomas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la temperatura
conjunta es 1- 15°C por encima de dicha temperatura de transicion de fase.

Los liposomas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que los liposomas se
formulan para inyeccion intraarticular, la administracion artroscépica o para la administracion quirdrgica.

Los liposomas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, siendo para el tratamiento de
un trastorno articular o sintomas derivados de los mismos.

Los liposomas para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que el trastorno articular se selecciona
de artritis, osteoartritis, osteoartritis en pacientes de artritis reumatoide, lesién articular traumatica,
articulacion bloqueada, lesion deportiva, estado post artrocentesis, cirugia artroscopica, cirugia de
articulacion abierta, y el reemplazo de la articulacion.
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