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DESCRIPCION
Formulacién liposomal para la lubricacién articular
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas liposomales en donde los propios fosfolipidos son
los Unicos agentes farmacéuticos activos y su uso terapéutico para la lubricacién articular.

Antecedentes de la invencion

Las disfunciones articulares afectan a una porcion muy grande de la poblacion. La suficiente biolubricacion es un
prerrequisito para la movilidad articular adecuada, que es crucial para la prevencién y mejora de cambios
degradantes de la articulacién.

Una disfuncién articular comun es la artrosis (OA), con una prevalencia superior a 20 millones solo en los Estados
Unidos. El tratamiento actual se centra en la reduccion de la sobrecarga de articulaciones, fisioterapia y alivio del
dolor y la inflamacion, generalmente por administracion sistémica o intraarticular de farmacos.

El cartilago articular forma una superficie suave, tenaz, elastica y flexible que facilita el movimiento 6seo. El espacio
sinovial se llena con el liquido sinovial (SF) altamente viscoso, que contiene acido hialurénico (HA) y la glicoproteina
lubricina. EI HA es un polimero de acido D-glucurdnico y D-N-acetilglucosamina, que es altamente inestable y se
degrada en las condiciones inflamatorias de la OA (Nitzan, D.W., Kreiner, B. &Zeltser, R. TMJ lubricationsystem:
itseffectonthejointfunction, dysfunction, and treatmentapproach. Compend. Contin. Educ. Dent. 25, 437-444
(2004); Yui, N., Okano, T. &Sakurai, Y. Inflammation responsive degradationofcrosslinkedhyaluronicacidgels. J.
Control. Release 22, 105-116 (1992)). La lubricina estd compuesta por ~44 % de proteinas, ~45 % de hidratos de
carbono y ~11 % de fosfolipidos (PL), de los cuales ~41 % son fosfatidilcolinas (PC), ~27 % de fosfatidiletanolaminas
(PE) y ~32 % de esfingomielinas. Estos PL se denominan “fosfolipidos de superficie activa” (SAPL).

La lubricacion de limite, en donde las capas de moléculas lubricantes separan las superficies opuestas, se produce
bajo la carga de articulaciones articulares. Se han propuesto varias sustancias diferentes como lubricantes de limite
nativo en el cartilago articular, incluyendo HA y lubricina. Pickard y col. y Schwartz y Hills demostraron que los
fosfolipidos definidos como fosfolipidos tensioactivos de lubricina facilitan la lubricacion articular en el cartilago
articular  (Pickard, J.E., Fisher, J., Ingham, E. y Egan, J. Investigationintotheeffectsofproteins and
lipidsonthefrictionalpropertiesof articular cartilage. Biomaterials 19, 1807-1812 (1998); Schwarz, IM. y Hills, B.A.
Surface-active phospholipid as thelubricatingcomponentoflubricin. Br. J. Rheumatol. 37, 21-26 (1998)). Hills y
colaboradores demostraron que las articulaciones con OA tienen una deficiencia de SAPL, y que la inyeccion del
fosfolipido de superficie activa 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) en las articulaciones de los pacientes
con OA dio como resultado una mejora de la movilidad que dura hasta 14 semanas sin efectos secundarios
importantes (Vecchio, P., Thomas, R. y Hills, B.A. Surfactanttreatmentforosteoarthritis. Rheumatology (Oxford) 38,
1020-1021 (1999); Gudimelta, O.A., Crawford, R. &Hills, B.A. Consolidation responses ofdelipidizedcartilage. Clin.
Biomech. 19, 534-542 (2004)). En otro estudio, utilizando una técnica de conservacion de cartilago criogénica Unica,
Watanabe y col. observaron vesiculas globulares lipidicas en la superficie del cartilago sano, que se supone que
desempefian un papel importante en la lubricaciéon (Watanabe, M. y col. Ultrastructural study of upper surface layer
in rat articular cartilage by “in vivo cryotechnique” combined with various treatments. Med. Elect. Microsc. 33, 16-24
(2000)). Kawano y col. y Forsey y col., usando modelos animales, han demostrado que el uso de HA de alto peso
molecular (~2000 kDa) combinado con DPPC mejor6 la capacidad lubricante de esta ultima (Kawano, T. y col.
Mechanicaleffectsofthe intraarticular administrationofhigh molecular weighthyaluronicacid plus
phospholipidonsynovialjointlubrication and preventionof articular cartilagedegeneration in experimental osteoarthritis.
ArthritisRheum. 48, 1923-1929 (2003); Forsey, R.W. 'y col. The effect of hyaluronicacid and
phospholipidbasedlubricantsonfrictionwithin a human cartilagedamagemodel. Biomaterials 27, 4581-4590 (2006)).

La patente US-6.800.298 describe composiciones de hidrogel a base de dextrano que contienen lipidos,
particularmente fosfolipidos, para la lubricacién de articulaciones de mamiferos.

La solicitud de patente US-2005/0123593 esta dirigida a una composicién que comprende glicosaminoglicanos
encapsulados en un sistema de administracién liposomal para administracién intraarticular para el tratamiento de la
artrosis.

La patente US-8.895.054 se refiere a métodos de lubricacion articular y/o prevencién de desgaste de cartilago que
hace uso de liposomas que consisten esencialmente en membranas de fosfolipidos que tienen una temperatura de
transicion de fase en el intervalo de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C.

Las composiciones farmacéuticas disponibles comercialmente para la prevencion y el tratamiento de la artrosis, que

se basan en &cido hialurénico como principio activo, incluyen, entre otros,Antalvisc®, Kartilage® y Kartilage® Cross.
Dichas composiciones farmacéuticas incluyen manitol ademas de HA. Se encontr6é que el manitol tiene la capacidad
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de reducir la degradacion de HA bajo estrés oxidativo y, por tanto, puede usarse para aumentar significativamente el
tiempo de residencia intraarticular del HA inyectado y mejorar la eficacia de la viscocomplementacion de las
inyecciones intraarticulares basadas en HA (M. Rinaudo, B. Lardy, L. Grange, and T. Conrozier, Polymers 2014, 6,
1948-1957). Un estudio clinico que compara tanto la seguridad como la eficacia de un viscocomplemento
intraarticular fabricado de acido hialuronico de peso molecular (PM) intermedio mezclado con alta concentracion de
manitol y un HA de alto PM solo (Bio-HA), en pacientes con artrosis de rodilla revelé que el viscocomplemento que
contiene manitol no era menos efectivo que su Bio-HA comparador, en cuanto a alivio del dolor y mejora de la
funcién durante seis meses, sin inducir mas efectos secundarios (Conrozier, Thierry y col. The Knee, 2016, 23 (5),
842 - 848). Theeffectofmannitolontheefficacyof HA-basedviscosupplementcompositionswasalsostudiedbyEymard y
col., (Eymard F, Bossert M, Lecurieux R, Maillet B, Chevalier X, y col (2016)
AdditionofMannitoltoHyaluronicAcidmayShortenViscosupplementationOnsetofAction in
PatientswithKneeOsteoarthritis: Post-Hoc Analysisof A Double-blind, Controlled Trial. J Clin ExpOrthop 2: 21)
and Conrozier, T. y col. (Role of high concentrations of manitol on the stability of hyaluronan in an oxidative stress
model induced by xanthine/xanthine oxidase Osteoarthritis and Cartilage, volumen 22, S478). Ferraccioli y col. han
demostrado que la iluminacién ultravioleta del liquido sinovial podria ser un método Util para la deteccién del efecto
de eliminacién de radicales libres de farmacos, ya que induce una caida de viscosidad debido a la produccién de
radicales libres. La proteccion de la viscosidad del liquido sinovial humano estaba mediada por la superéxido
dismutasa, el manitol y la catalasa (G.F. Ferraccioli, U. Ambanelli, P. Fietta, N. Giudicelli, C. Giori, Decrease of
osteoarthritic synovial fluid viscosity by means of u.v. illumination: A method to evaluate the free radical scavenging
action of drugs, Biochemical Pharmacology, 30, (13) 1981, 1805-1808).

La solicitud de patente internacional WO2012/001679 se refiere a una formulacién farmacéutica inyectable para el
alivio o la reduccién de la irritacién articular o para la reduccion de empeoramiento de la inflamacion articular
existente, formulada para inyeccién intraarticular, que comprende un principio activo de poliol, principio activo de
poliol que es xilitol. La eficacia del xilitol se comparé con la eficacia del manitol y el glicerol para la prevencién de la
irritacion articular, y se describidé que una disoluciéon de manitol o glicerol no evité la irritacion, cuando se inyect6 por
inyeccion intraarticular en la rodilla de un conejo.

El documento US 2017/128473 A1 describe una formulacion de bicapa vesicular.

La solicitud de patente US-2014/0038917 se refiere a una formulacién acuosa estéril e inyectable para
administracion en el espacio intraarticular de una articulacién intraarticular de un sujeto, en forma de un gel que
comprende: acido hialurdnico, o una de sus sales, y un poliol, preferiblemente, sorbitol a una concentracion igual o
superior a 7 mg/ml.

La solicitud de patente internacional WO2003/000191 se refiere a una composicion y un método para tratar la artritis
que comprende uno o mas glicosaminoglicanos en combinaciéon con uno o mas inhibidores de hialuronidasa, en
donde los inhibidores de hialuronidasa pueden seleccionarse de sulfato de heparan, sulfato de dextrano y sulfato de
xilosa, y en donde el acido hialurénico puede estar coencapsulado con un inhibidor de hialuronidasa en liposomas.

Se sabe que las composiciones de HA inyectables tienen diversos efectos secundarios, tales como dificultad con el
movimiento, el dolor muscular o la rigidez, el dolor en las articulaciones y la hinchazén o el enrojecimiento en la
articulacion. Algunos de los efectos secundarios de Antalvisc® incluyen dolor transitorio e hinchazon de la
articulacién inyectada después de la inyeccion.

Por tanto, sigue existiendo una necesidad insatisfecha de una composicién farmacéutica eficiente para la lubricacion
articular, que proporcionaria un efecto duradero, al tiempo que se reduce la probabilidad de efectos secundarios
asociados con la administracion intraarticular.

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona una formulacion liposomal para la introduccién en articulaciones sinoviales para
proporcionar lubricacion para reducir el dolor y la irritacion y mejorar o restaurar la movilidad articular. La formulacion
liposomal se adapta especificamente para la administracién intraarticular. La composicién farmacéutica de la
presente invencién comprende liposomas, como un principio activo, que comprenden membranas de fosfolipidos
que tienen una temperatura de transicion de fase que es ligeramente menor que la temperatura fisioldégica. Por tanto,
los liposomas estan en la fase desordenada liquida (LD) cuando se administran a la articulacion sinovial. La
composicion farmacéutica comprende ademés un agente de tonicidad que es manitol. El agente de tonicidad se usa
para reducir la irritacion local evitando choque osmético en el sitio de aplicacion.

La presente invencion se basa en parte en el sorprendente descubrimiento de que el manitol, un agente de tonicidad
no iénico que se afadié a la composicion liposomal, proporcioné una lubricacién mejorada en comparaciéon con un
agente de tonicidad iénico. En particular, la adicion de manitol a la formulacion liposomal mejoré la eficacia de
lubricacién de la composicion, mientras que el uso de cloruro de sodio dio como resultado una disminucién de la
eficiencia de lubricacion de los liposomas. El efecto del manitol es ain méas sorprendente en vista del hecho de que
las composiciones farmacéuticas no comprenden ningun agente farmacéuticamente activo adicional ademas de los
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propios fosfolipidos, y en particular, no contienen acido hialurdnico, cuya actividad se sabe que se mejora mediante
la adicion de polioles.

Por tanto, segun un primer aspecto, la presente invencidon proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un agente de tonicidad no iénico, que comprende un poliol que es manitol; y liposomas que comprenden
al menos una membrana que comprende al menos un fosfolipido (PL) seleccionado de un glicerofosfolipido (GPL),
teniendo dicho GPL dos cadenas hidrocarbonadas C12-C1s, que son iguales o diferentes, y la esfingomielina (SM)
que tiene una cadena hidrocarbonada Ci2-C1s, en donde la al menos una membrana tiene una temperatura de
transicion de fase en el intervalo de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C; en donde la composicion
farmacéutica esta esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo adicional. La composicién
farmacéutica es Util en la lubricacion de una articulacion de mamifero que tiene una temperatura que esta por
encima de la temperatura de transicién de fase.

Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia.

En otro aspecto, se proporciona un método para lubricar una articulacion de un mamifero, comprendiendo el
método: administrar en una cavidad de la articulacién una composicién farmacéutica que comprende un agente de
tonicidad, que comprende un poliol que es manitol; y liposomas que comprenden al menos una membrana que
comprende al menos un fosfolipido (PL) seleccionado de un glicerofosfolipido (GPL), teniendo dicho GPL dos
cadenas hidrocarbonadas Ci2-C1s, que son iguales o diferentes, y la esfingomielina (SM) que tiene una cadena
hidrocarbonada C12-C1s, en donde la al menos una membrana tiene una temperatura de transicion de fase en el
intervalo de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C; en donde la composicion farmacéutica esta
esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo adicional, en donde la articulacion tiene una temperatura
de articulacion que esta por encima de la temperatura de transicion de fase.

En otro aspecto, se proporciona un método para el tratamiento del dolor o la irritacion en una articulacion de un sujeto
que tiene un trastorno articular, comprendiendo el método lubricar una articulacién de dicho sujeto administrando en
una cavidad de la articulaciéon una composicién farmacéutica que comprende un agente de tonicidad que comprende un
poliol que es manitol; y liposomas que comprenden al menos una membrana que comprende al menos un fosfolipido
(PL) seleccionado de un glicerofosfolipido (GPL), teniendo dicho GPL dos cadenas hidrocarbonadas C12-C1s, que son
iguales o diferentes, y la esfingomielina (SM) que tiene una cadena hidrocarbonada C12-C1s, en donde la al menos una
membrana tiene una temperatura de transicion de fase en el intervalo de aproximadamente 20 °C a aproximadamente
39 °C; en donde la composicion farmacéutica esta esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo
adicional, y en donde la articulacion tiene una temperatura de articulacién que esta por encima de la temperatura de
transicion de fase.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un agente de tonicidad, que comprende un poliol que es manitol;
y liposomas que consisten esencialmente en al menos una membrana que comprende al menos un fosfolipido (PL)
seleccionado de un glicerofosfolipido (GPL), teniendo dicho GPL dos cadenas hidrocarbonadas C12-C1s, que son
iguales o diferentes, y esfingomielina (SM) que tiene una cadena hidrocarbonada C12-C1s, en donde la al menos una
membrana tiene una temperatura de transicion de fase en el intervalo de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 39 °C, para la preparacion de una composicion farmacéutica para la lubricacion de una
articulaciéon de mamifero que tiene una temperatura por encima de dicha temperatura de transicién de fase, en
donde la composicion farmacéutica esta esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo adicional.

En algunas realizaciones, el manitol esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso que
oscila entre aproximadamente el 5% (p/p) y aproximadamente el 50 % (p/p) del peso seco de la composicion
farmacéutica. En algunas realizaciones, el manitol estd presente en la composicidon farmacéutica en un porcentaje
en peso que oscila entre aproximadamente el 20 % (p/p) y aproximadamente el 40 % (p/p) del peso seco de la
composicion farmacéutica. En algunas realizaciones, los fosfolipidos estan presentes en la composicién
farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila entre aproximadamente el 50 % (p/p) y aproximadamente el 95 %
(p/p) del peso seco de la composicion farmacéutica.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende ademas un medio fluido en donde se dispersan o
suspenden los liposomas. En realizaciones adicionales, el manitol se disuelve en dicho medio fluido. El medio fluido
puede seleccionarse de tampén y agua. En determinadas realizaciones, dicho tamp6n comprende un tampén de
histidina o solucién salina tamponada con fosfato. Cada posibilidad representa una realizacién independiente de la
invencion. En determinadas realizaciones, dicho tampdn comprende un tampdn de histidina.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica estad en forma de una suspensiéon farmacéuticamente
aceptable que comprende liposomas suspendidos en el medio fluido.

Segun algunas realizaciones, la concentracion del poliol que es manitol dentro del liposoma es esencialmente la
misma que la concentracion del poliol en el medio fuera del liposoma.
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En algunas realizaciones, el manitol oscila entre aproximadamente el 0,1 % (p/p) y aproximadamente el 7 % (p/p).
En todavia realizaciones adicionales, el porcentaje en peso de manitol oscila entre aproximadamente el 1 % (p/p) y
aproximadamente el 5 % (p/p).

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene una osmolalidad en el intervalo de aproximadamente
200 a aproximadamente 600 mOsm. En determinadas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene una
osmolalidad de aproximadamente 300 mOsm. En determinadas de tales realizaciones, la composicién farmacéutica
es isotonica.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene un pH de aproximadamente 5-8.

En algunas realizaciones, la razon en peso entre los liposomas y el manitol oscila entre aproximadamente 15:1 y
aproximadamente 1:1. En realizaciones adicionales, la razén en peso entre los liposomas y el manitol oscila entre
aproximadamente 10:1 y aproximadamente 1:1.

Segun algunas realizaciones, los liposomas tienen mas de una membrana. En determinadas de tales realizaciones,
los liposomas son vesiculas multilaminares (MLV).

En algunas realizaciones, el GPL comprende dos cadenas de acilo. En realizaciones adicionales, dichas cadenas se
seleccionan del grupo que consiste en cadenas de acilo Ci4, Cis, C16 y C1s. En determinadas realizaciones, al menos
una de dichas cadenas hidrocarbonadas es una cadena hidrocarbonada saturada. En realizaciones adicionales, las
dos cadenas hidrocarbonadas estan saturadas.

En algunas realizaciones, el PL es una fosfatidilcolina (PC). En realizaciones adicionales, la al menos una
membrana comprende 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC).

En algunas realizaciones, la al menos una membrana comprende ademas una PC seleccionada del grupo que
consiste en 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (C15), 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), y N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina (D-eritro C16). En algunas
realizaciones, el porcentaje en moles de DMPC en la al menos una membrana oscila entre aproximadamente el
10 % y aproximadamente el 75 %.

En algunas realizaciones, la al menos una membrana comprende DMPC y DPPC. En realizaciones adicionales, la
razon en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DPPC esta en el intervalo de aproximadamente 25:75 a
aproximadamente 70:30. En determinadas realizaciones, la razoén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a
DPPC es de aproximadamente 45:55.

En algunas realizaciones, la al menos una membrana comprende DMPC y C15. En realizaciones adicionales, la
razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a C15 esta en el intervalo de aproximadamente 25:75 a
aproximadamente 45:55.

En algunas realizaciones, la al menos una membrana comprende DMPC y DSPC. En realizaciones adicionales, la
razon en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DSPC es de aproximadamente 75:25.

En algunas realizaciones, la al menos una membrana comprende DMPC y D-eritro C16. En realizaciones
adicionales, la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a D-eritro C16 esta en el intervalo de
aproximadamente 10:90 a aproximadamente 25:75.

En algunas realizaciones, la al menos una membrana comprende C15.

La concentracién total de los fosfolipidos en la composicion farmacéutica segun algunas realizaciones de la
invencion oscila entre aproximadamente 50 y aproximadamente 300 mM. En determinadas realizaciones, la
concentracion total de los fosfolipidos oscila entre aproximadamente 100 mM y aproximadamente 200 mM.

En algunas realizaciones, los fosfolipidos estan presentes en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso
que oscila entre aproximadamente el 0,5 % (p/p) y aproximadamente el 30 % (p/p) del peso total de la composicién
farmacéutica. En realizaciones adicionales, el porcentaje en peso de fosfolipidos oscila entre aproximadamente el
3 % (p/p) y aproximadamente el 30 % (p/p).

En algunas realizaciones, los liposomas tienen un didametro medio de entre aproximadamente 0,5um y
aproximadamente 10 pm.

En determinadas realizaciones, la al menos una membrana tiene la temperatura de transicion de fase de
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 35 °C.
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En algunas realizaciones, la temperatura de la articulaciéon esta en el intervalo de aproximadamente 1-15 °C por
encima de dicha temperatura de transicion de fase.

En algunas realizaciones actualmente preferidas, la composicion farmacéutica esta esencialmente libre de acido
hialurénico.

En determinadas realizaciones, los liposomas consisten esencialmente en la al menos una membrana que
comprende al menos un fosfolipido (PL), tal como se ha detallado anteriormente.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende liposomas de MLV cuyas membranas consisten
esencialmente en DMPC y DPPC; manitol; y tampdn de histidina. En algunas realizaciones, la DMPC esta presente
en la composicién farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila entre aproximadamente el 1% (p/p) y
aproximadamente el 10 % (p/p) del peso total de la composicién farmacéutica. En todavia realizaciones adicionales,
la DPPC esta presente en la composicién farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila entre aproximadamente
el 2% (p/p) y aproximadamente el 12 % (p/p) del peso total de la composicion farmacéutica. En adn realizaciones
adicionales, el manitol esta presente en la composicién farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila entre
aproximadamente el 1 % (p/p) y aproximadamente el 7 % (p/p) del peso total de la composicion farmacéutica.

En algunas realizaciones, la lubricacién de la articulacion es para el tratamiento de un trastorno articular o sintomas
que surgen de los mismos. En realizaciones adicionales, el trastorno articular se selecciona del grupo que consiste
en artritis, artrosis, artrosis en pacientes con artritis reumatoide, lesion articular traumatica, union bloqueada, lesién
deportiva, estado tras la artrocentesis, cirugia artroscopica, cirugia abierta articular y artroplastia. Cada posibilidad
representa una realizacion independiente de la invencién. En determinadas realizaciones, la composicion
farmacéutica es para la reduccién del dolor de la articulacion de la rodilla en pacientes con artrosis.

En algunas realizaciones, la lubricacion es para prevenir el desgaste articular.

Segun realizaciones especificas, la composicion farmacéutica es una composicion farmacéutica parenteral que
comprende una suspension de liposomas. La composicién farmacéutica puede estar en una forma adecuada para la
administracion por inyeccién intraarticular, administracion artroscépica o mediante administraciéon quirdrgica. Cada
posibilidad representa una realizacién independiente de la invencion.

La composicion farmacéutica segun las diversas realizaciones de la invencién puede administrarse en una dosis de
aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 10 ml. En realizaciones adicionales, la composicién farmacéutica se
administra en una dosis de desde aproximadamente 1 ml hasta aproximadamente 6 ml. En determinadas
realizaciones, la composicion farmacéutica se administra en una dosis de aproximadamente 3 ml.

En algunas realizaciones, una unidad de dosificacion de la composicién farmacéutica comprende de desde
aproximadamente 20 mg hasta aproximadamente 350 mg de manitol. En una determinada realizacion, una unidad
de dosificacion de la composicién farmacéutica comprende aproximadamente 120 mg de manitol.

En algunas realizaciones, una unidad de dosificacion de la composicién farmacéutica comprende de desde
aproximadamente 50 mg hasta aproximadamente 1000 mg de fosfolipidos. En algunas realizaciones, una unidad de
dosificacién de la composicién farmacéutica comprende de desde aproximadamente 50 mg hasta aproximadamente
500 mg de DPPC. En algunas realizaciones, una unidad de dosificaciéon de la composiciéon farmacéutica comprende
de desde aproximadamente 40 mg hasta aproximadamente 300 mg de DMPC.

Las realizaciones adicionales y el alcance completo de aplicabilidad de la presente invencion seran evidentes a partir
de la descripcion detallada dada a continuacién en el presente documento. Sin embargo, debe entenderse que la
descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque indican realizaciones preferidas de la invencién, se dan
solamente a modo de ilustracion.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra termogramas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en bruto de composiciones
liposomales isotdnicas e hipotdnicas que comprenden DMPC/DPPC.

La figura 2 muestra termogramas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en bruto de composiciones
liposomales isotdnicas e hipotdnicas que comprenden C15.

La figura 3 es un grafico de diagrama de barras que muestra el intervalo de temperatura de transicion de la fase SO
a LD de liposomas que comprende diferentes mezclas de fosfolipidos evaluadas a partir de las exploraciones de
DSC. El area gris indica el intervalo de temperatura de 20 °C-39 °C.
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La figura 4 muestra perfiles de agujas de fijacion de cartilago antes y después de la prueba de desgaste en liquido a
base de proteinas. La posicién del hueso subcondral que aparece esta marcada por una flecha. La escala no
muestra la altura efectiva a medida que los perfiles se desplazan para una mejor visibilidad.

Las figuras 5A-5B muestran imagenes oOpticas de la aguja de fijacion de cartilago n.° 9 antes (figura 5A) y 12 horas
después (figura 5B) de las pruebas de desgaste en liquido a base de proteinas. Ademas del anillo de cartilago
externo, aparecié hueso subcondral donde se desgasto el cartilago (indicado por la flecha).

La figura 6 muestra perfiles de agujas de fijacion de cartilago antes y después de la prueba de desgaste en
composicion liposomal. La escala no muestra la altura efectiva a medida que los perfiles se desplazan para una
mejor visibilidad.

Las figuras 7A-7B muestran imagenes oOpticas de la aguja de fijacion de cartilago n.° 14 antes (figura 7A) y 6 horas
después (figura 7B) de las pruebas de desgaste en composicién liposomal.

Las figuras 8A-8B muestran imagenes Opticas de la aguja de fijacién de cartilago n.° 17 antes (figura 8A) y 12
horas después (figura 8B) de las pruebas de desgaste en composicion liposomal.

Las figuras 9A-9B muestran una comparacion grafica de la pérdida de masa (figura 9A) y la pérdida de altura
(figura 9B) de la composicién a base de proteinas frente a la composicién liposomal. Las barras de error son una
estimacién aproximada de la precision de medicion.

Las figuras 10A-10B muestran perfiles de las superficies de cartilago antes y después de la prueba de desgaste en
liquido a base de proteinas (figura 10A) y en la composicion liposomal (figura 10B).

La figura 11 muestra los parametros de rugosidad Ra (*), Rk (#), Rpk (A) y Rvk (¥), antes (t=0) y después de la
prueba de desgaste (6 h y 12h) para las agujas de fijacién 13 a 18 sometidas a prueba en la composicion liposomal,
en donde Ra es una desviacion media aritmética del perfil de rugosidad y Rk es una profundidad de rugosidad del
nucleo (profundidad de rugosidad excluyendo el valor del pico més alto (Rpk) y el valle inferior (Rvk)).

Descripcion detallada de algunas realizaciones

La presente invencién proporciona una formulacion liposomal para su uso en la lubricacion de articulaciones de
mamiferos, proporcionando dicha lubricacion un dolor e irritacién reducidos y permitiendo mejorar o restaurar la
movilidad articular y reducir el desgaste de la articulacion. La composicion farmacéutica puede usarse ademas para el
tratamiento, manejo o prevencion de un trastorno o afeccion articular. La composicion farmacéutica segun los principios
de la invencién se basa en una composicién liposomal, que tiene una temperatura de transicion de fase definida de las
membranas de los liposomas, estando dicha temperatura por debajo de la temperatura de la articulacion.

El término “temperatura de transicién de fase”, tal como se usa en el presente documento, se refiere en algunas
realizaciones a una temperatura a la que se produce la transicion de fase ordenada soélida (SO) a fase liquida
desordenada (LD) del liposoma. La temperatura de transicion de fase de los liposomas puede evaluarse mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Diversos parametros del termograma de DSC que pueden examinarse
para evaluar la temperatura de transicion de fase incluyen Ton, que representa la temperatura a la que se inicia la
transicion de fase SO-LD y Tott, que representa la temperatura a la que finaliza la transicién de fase SO-LD durante
barridos de calentamiento y Tp y Tm, que representan la temperatura a la que se produce el cambio maximo en la
capacidad calorifica durante la pretransicion (Tp) y la transicion principal (Tm), respectivamente.

Liposomas de vesiculas multilaminares compuestos por diversas PC, con dos cadenas hidrocarbonadas C12-Crs,
donde previamente se demostré que son lubricantes de cartilago eficaces y reductores de desgaste a una
temperatura ligeramente superior (por ejemplo, aproximadamente 1 °C, 2 °C, 3 °C, 5°C, 8 °C, 11 °C vy, en
ocasiones, hasta aproximadamente 15 °C), la temperatura de transicion de fase SO a LD (tal como se detalla en la
patente estadounidense 8.895.054). Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden
ademas un agente de tonicidad no iénico, que aumenta la osmolaridad de la composicion.

Se encontré sorprendentemente que la eficiencia de lubricacion de la composicion farmacéutica que comprende
manitol, como agente de tonicidad de poliol no idnico, fue significativamente mayor en comparacién con una
composicion farmacéutica que comprende un agente de tonicidad idnico, y en particular, sal de cloruro de sodio. El
efecto positivo de los polioles en comparacion con el cloruro de sodio era completamente imprevisto, ya que la
composicion farmacéutica de la invencién no se basa en acido hialurénico, cuya actividad se sabe que se mejora
mediante la adicion de polioles.

Los inventores han demostrado ademas que la adicion de manitol no alterd la temperatura de transicién de fase de
las membranas de liposomas. Sin querer limitarse a la teoria o el mecanismo de accién, puede suponerse que el
efecto sorprendente de la adicion de polioles no esté directamente relacionado con la temperatura de transicion de
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fase del liposoma, que se ha informado previamente que es la caracteristica esencial que proporciona la capacidad
de lubricacion del mismo.

Por tanto, segun un aspecto de la invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
agente de tonicidad, que comprende un poliol que es manitol; y un liposoma que comprende al menos un fosfolipido
(PL) seleccionado de glicerofosfolipido (GPL) o esfingolipido (SPL) y que tiene una temperatura de transicién de
fase en el intervalo de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C, en donde la composicion farmacéutica
esta esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo adicional. En algunas realizaciones, la composicién
farmacéutica es para su uso en la lubricacién de una articulacién de mamifero.

En otro aspecto, se proporciona un método para lubricar una articulacion de un mamifero, comprendiendo el
método: administrar en una cavidad de la articulacion una composicion farmacéutica que comprende: un agente de
tonicidad, que comprende un poliol que es manitol; y un liposoma que comprende al menos un fosfolipido (PL)
seleccionado de glicerofosfolipido (GPL) o esfingolipido (SPL) que tiene una temperatura de transicion de fase en el
intervalo de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C, en donde la composicion farmacéutica esta
esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo adicional.

En otro aspecto, se proporciona un método para el tratamiento del dolor o la irritacién en una articulacién de un
sujeto que tiene un trastorno articular, comprendiendo el método lubricar una articulacion de dicho sujeto
administrando en una cavidad de la articulacion una composicién farmacéutica que comprende: un agente de
tonicidad que comprende un poliol que es manitol; y un liposoma que comprende al menos un fosfolipido (PL)
seleccionado de glicerofosfolipido (GPL) o esfingolipido (SPL) que tiene una temperatura de transicion de fase en el
intervalo de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C, en donde la composiciéon farmacéutica esta
esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo adicional.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un agente de tonicidad, que comprende un poliol que es manitol
y un liposoma que comprende al menos un fosfolipido (PL) seleccionado de glicerofosfolipido (GPL) o esfingolipido
(SPL) que tiene una temperatura de transicion de fase en el intervalo de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 39 °C, para la preparacion de una composicion farmacéutica para la lubricacién de una
articulacion de mamifero, en donde la composicion farmacéutica esta esencialmente libre de un agente
farmacéuticamente activo adicional.

El término “agente de tonicidad”, tal como se usa en el presente documento, se refiere en algunas realizaciones a
un agente de tonicidad adecuado para su uso en composiciones farmacéuticas para inyeccion intraarticular.

También se describe en el presente documento, pero no forma parte de la invencion reivindicada, que el agente de
tonicidad es no idnico. También se describe en el presente documento, pero que no forma parte de la invencion
reivindicada, que el poliol es un poliol lineal. También se describe en el presente documento, pero que no forma
parte de la invencidn reivindicada, que el poliol es un poliol ciclico. Los ejemplos no limitativos de polioles no iénicos,
que no se mencionan en las reivindicaciones, pero son utiles para comprender la invencién, incluyen glicerol,
dextrosa, lactosa y trehalosa.

El poliol de la invencién es manitol. El manitol es un excipiente bien conocido y de bajo coste, usado frecuentemente
por formuladores en diversos tipos de composiciones farmacéuticas. Tal como se mencion6 anteriormente, el
manitol se ha usado en combinacién con acido hialurénico en composiciones farmacéuticas para la lubricacion
articular. También se ha informado que el manitol es Util en la crioconservacién de liposomas (Talsma H, van
Steenbergen MJ, Salemink PJ, Crommelin DJ, Pharm Res. 1991, 8 (8): 1021-6).

Debe enfatizarse que, segun algunas realizaciones actualmente preferidas, el agente de tonicidad, que comprende
un poliol que es manitol, no esta encapsulado dentro de los liposomas. El término “encapsulado”, tal como se usa
en el presente documento, se refiere en algunas realizaciones, a la concentracion del agente de tonicidad dentro del
liposoma que es sustancialmente mas alta que en el medio fuera del liposoma. La expresion “dentro del liposoma”
debe entenderse que abarca al menos una fase acuosa interna del liposoma. El término “concentracion” puede
incluir concentracion osmética. La expresion “sustancialmente mas alto”, tal como se usa en el presente documento,
se refiere en algunas realizaciones a la diferencia en la concentracion de al menos aproximadamente el 90 %. En
algunas realizaciones, el poliol, que es manitol, no esta encapsulado dentro de los liposomas.

Segun realizaciones adicionales, la concentracién del agente de tonicidad dentro del liposoma es esencialmente la
misma que la concentracion del agente de tonicidad en el medio fuera del liposoma. La expresion “esencialmente
igual”, tal como se usa en el presente documento, se refiere en algunas realizaciones, a la diferencia en la
concentracién de menos de aproximadamente el 15 %. En realizaciones adicionales, la expresion “esencialmente
igual” se refiere a la diferencia en la concentracion de menos de aproximadamente el 10 %, menos de
aproximadamente el 5%, menos de aproximadamente el 2,5 %, o menos de aproximadamente el 1 %. Cada
posibilidad representa una realizacion independiente de la invencién.
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Segun realizaciones adicionales, la concentracién del poliol que es manitol, dentro del liposoma es esencialmente la
misma que la concentracion del poliol en el medio fuera del liposoma.

En algunas realizaciones, los liposomas no se liofilizan. En realizaciones adicionales, los liposomas no se liofilizan
y/o se descongelan antes de la administracién a la articulacion.

En algunas realizaciones, la composicidon farmacéutica comprende ademas un medio fluido. En algunas
realizaciones, los liposomas se dispersan o suspenden en dicho medio fluido. En realizaciones adicionales, el
agente de tonicidad que es manitol se disuelve o dispersa en dicho medio fluido.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica estad en forma de una suspensiéon farmacéuticamente
aceptable que comprende liposomas suspendidos en el medio fluido.

Ademas, se proporciona una suspension farmacéuticamente aceptable que comprende la composicion farmacéutica
segun las diversas realizaciones anteriores en el presente documento y que comprende ademas un medio fluido.

En algunas realizaciones, el poliol que es manitol estd presente en la composicién farmacéutica en un porcentaje
en peso que oscila entre aproximadamente el 5 % (p/p) y aproximadamente el 50 % (p/p), o de aproximadamente
el 10 % (p/p) a aproximadamente el 40 % (p/p) del peso seco de la composicion farmacéutica. En determinadas
realizaciones, el poliol esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso de
aproximadamente el 30 % (p/p) del peso seco de la composicion farmacéutica. En realizaciones adicionales, el
poliol esta presente en la composicién farmacéutica en un porcentaje en peso de aproximadamente el 15 % (p/p)
del peso seco de la composicion farmacéutica.

En algunas realizaciones, el manitol esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso que
oscila entre aproximadamente el 10 % (p/p) y aproximadamente el 50 % (p/p), o de aproximadamente el 20 % (p/p) a
aproximadamente el 50 % (p/p) del peso seco de la composicién farmacéutica. En realizaciones adicionales, el
manitol esta presente en la composiciéon farmacéutica en un porcentaje en peso de aproximadamente el 30 % (p/p)
del peso seco de la composicion farmacéutica.

En algunas realizaciones, los fosfolipidos que forman los liposomas estan presentes en la composicion farmacéutica
en un porcentaje en peso que oscila entre aproximadamente el 50 % (p/p) y aproximadamente el 95 % (p/p), o de
aproximadamente el 60 % (p/p) y aproximadamente el 85 % (p/p) del peso seco de la composicion farmacéutica. En
realizaciones adicionales, los fosfolipidos estan presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso
de aproximadamente el 70 % (p/p) del peso seco de la composicidon farmacéutica. En realizaciones adicionales, los
fosfolipidos estan presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso de aproximadamente el 85 %
(p/p) del peso seco de la composicion farmacéutica.

El término “peso seco”, tal como se usa en el presente documento, se refiere en algunas realizaciones, al peso de
una composicion farmacéutica, que no incluye un medio fluido. En realizaciones adicionales, el término “peso seco”
se refiere al peso de una composicion farmacéutica, que no incluye agua.

En algunas realizaciones, las composiciones de esta invencion son farmacéuticamente aceptables. La expresion
“farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se refiere en algunas realizaciones a
cualquier formulacion que sea segura, y proporcione el suministro apropiado para la via de administracion deseada
de una cantidad eficaz del principio activo para su uso en la presente invencion. Esta expresién se refiere también al
uso de formulaciones tamponadas, en donde el pH se mantiene en un valor deseado particular, que oscila entre pH
4,0 y pH 9,0, de acuerdo con la estabilidad de los compuestos y la via de administracion.

El medio fluido puede, por tanto, seleccionarse de tampdn, agua y solucién salina. En algunas realizaciones, el
medio fluido comprende tampén. En determinadas realizaciones, dicho tampon comprende un tampén de histidina o
solucién salina tamponada con fosfato. Cada posibilidad representa una realizacién independiente de la invencién.
La concentracion de histidina puede oscilar entre aproximadamente 0,5 mg/ml y aproximadamente 10 mg/ml. En
determinadas realizaciones, la concentracion de histidina es de aproximadamente 2 mg/ml. En algunas
realizaciones, la concentracién de histidina oscila entre aproximadamente 1 mM y aproximadamente 50 mM. En
determinadas realizaciones, la concentracion de histidina es de aproximadamente 10 mM. La histidina puede estar
presente en la composicion en forma de una sal de acido clorhidrico o acetato disuelta. En determinadas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende ademas cantidades minimas de &cidos inorganicos, tales
como, por ejemplo, acido clorhidrico.

El pH de la composicion farmacéutica puede oscilar entre aproximadamente 5 y aproximadamente 8. En algunas
realizaciones, el pH oscila entre aproximadamente 6 y aproximadamente 7. En determinadas realizaciones, el pH de
la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,5.

En algunas realizaciones, la concentraciéon del poliol que es manitol en la composicién farmacéutica oscila entre
aproximadamente 0,5 y aproximadamente 100 mg/ml. En realizaciones adicionales, la concentracién del poliol oscila
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entre aproximadamente 1 y aproximadamente 70 mg/ml. En todavia realizaciones adicionales, la concentracion del
poliol oscila entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 60 mg/ml. En ain realizaciones adicionales, la
concentracién del poliol oscila entre aproximadamente 5 y aproximadamente 50 mg/ml. En todavia realizaciones
adicionales, la concentracion del poliol oscila entre aproximadamente 30 y aproximadamente 50 mg/ml. En
determinadas realizaciones, la concentracion del poliol oscila entre aproximadamente 5 y aproximadamente
30 mg/ml.

En algunas realizaciones, la concentracién de manitol en la composicion farmacéutica oscila entre aproximadamente
1 mg/ml y aproximadamente 70 mg/ml. En realizaciones adicionales, la concentracion de manitol oscila entre
aproximadamente 10 mg/ml y aproximadamente 70 mg/ml. En todavia realizaciones adicionales, la concentracion de
manitol oscila entre aproximadamente 10 mg/ml y aproximadamente 50 mg/ml. En determinadas realizaciones, la
concentracion de manitol es de aproximadamente 40 mg/ml. En realizaciones adicionales, la concentracion de
manitol es de aproximadamente 20 mg/ml.

En algunas realizaciones, la concentraciéon de poliol que es manitol en la composicion farmacéutica oscila entre
aproximadamente 50 y aproximadamente 500 mM. En realizaciones adicionales, la concentraciéon de poliol oscila
entre aproximadamente 100 y aproximadamente 400 mM. En todavia realizaciones adicionales, la concentracion de
poliol oscila entre aproximadamente 200 y aproximadamente 300 mM.

En algunas realizaciones, el poliol que es manitol esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en
peso que oscila entre aproximadamente el 0,05 % (p/p) y aproximadamente el 10 % (p/p), desde aproximadamente
el 0,1 % (p/p) hasta aproximadamente el 7 % (p/p), desde aproximadamente el 0,5 % (p/p) hasta aproximadamente
el 10 % (p/p), o desde aproximadamente el 1 % (p/p) hasta aproximadamente el 5% (p/p) del peso total de la
composicion farmacéutica. En determinadas realizaciones, el porcentaje en peso del poliol es de aproximadamente
el 4 % (p/p). En realizaciones adicionales, el porcentaje en peso del poliol es de aproximadamente el 2 % (p/p).

En algunas realizaciones, el manitol esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso que
oscila entre aproximadamente el 0,1 % (p/p) y aproximadamente el 7 % (p/p), desde aproximadamente el 0,5 % (p/p)
hasta aproximadamente el 10 % (p/p), 0 desde aproximadamente el 1 % (p/p) hasta aproximadamente el 7 % (p/p)
del peso total de la composicion farmacéutica. En determinadas realizaciones, el porcentaje en peso de manitol es
de aproximadamente el 4 % (p/p).

El término “peso total”, tal como se usa en el presente documento, se refiere en algunas realizaciones, al peso de la
composicién farmacéutica que comprende el medio fluido. En realizaciones adicionales, el término “peso total” se
refiere al peso de la suspension farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene una osmolalidad en el intervalo de aproximadamente
200 a aproximadamente 600 mOsm. En realizaciones adicionales, la composicién farmacéutica tiene una
osmolalidad en el intervalo de desde aproximadamente 250 hasta aproximadamente 500 mOsm. En realizaciones
adicionales, la composicién farmacéutica tiene una osmolalidad en el intervalo de desde aproximadamente 250
hasta aproximadamente 400 mOsm. En determinadas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene una
osmolalidad de aproximadamente 300 mOsm. En determinadas de tales realizaciones, la composicion farmacéutica
es isotonica.

En algunas realizaciones, la razon en peso entre los liposomas y el poliol que es manitol oscila entre
aproximadamente 30:1 y aproximadamente 1:2. En realizaciones adicionales, la razén en peso entre los liposomas y
el poliol oscila entre aproximadamente 15:1 y aproximadamente 2:1. En todavia realizaciones adicionales, la razén
en peso entre los liposomas y el poliol oscila entre aproximadamente 10:1 y aproximadamente 2:1. En aun
realizaciones adicionales, la razén en peso entre los liposomas y el poliol oscila entre aproximadamente 6:1 y
aproximadamente 2:1. En realizaciones adicionales, la razon en peso entre los liposomas y el poliol oscila entre
aproximadamente 10:1 y aproximadamente 6:1

En algunas realizaciones, la razén en peso entre los liposomas y el manitol oscila entre aproximadamente 10:1 y
aproximadamente 1:1. En realizaciones adicionales, la razén en peso entre los liposomas y el manitol oscila entre
aproximadamente 6:1 y aproximadamente 2:1. En determinadas realizaciones, la razén en peso entre los liposomas
y el manitol es de aproximadamente 4:1.

En algunas realizaciones, el pH de la composicion farmacéutica puede ajustarse mediante el uso de un acido o base
inorganico. Los ejemplos no limitativos de bases inorganicas adecuadas incluyen hidroxido de sodio e hidroxido de
potasio. Cada posibilidad representa una realizacién independiente de la invencion.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el GPL comprende un grupo de cabeza de fosfocolina (fosfatidilcolina,
lipido a base de PC) o un grupo de cabeza de fosfoglicerol (fosfatidilglicerol, lipido a base de PG), y el SPL es una
ceramida (N-acil esfingosina que lleva un grupo de cabeza de fosfocolina, también denominada N-acil esfingosina-
fosfocolina (lipido a base de SM).
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Las PC y las SM son fosfolipidos zwitteridnicos con restos de colina catiénica y de fosfato de diéster anidnico (que
constituyen el grupo de cabeza de fosfocolina). La parte hidréfoba de la PC y el PG incluye 2 cadenas
hidrocarbonadas (por ejemplo, acilos y alquilos). La SM también tiene dos cadenas hidrocarbonadas hidréfobas de
las cuales una es la cadena de la propia base esfingoide y la otra es la cadena de N-acilo. La PC, la SM y el PG en
donde las cadenas hidrocarbonadas estan por encima de 12 atomos de carbono son todos de forma cilindrica ya
que su parametro de empaquetamiento esta en el intervalo de 0,74-1,0. Conforman bicapas lipidicas que se hidratan
altamente y se vesiculan para formar vesiculas lipidicas (liposomas) por encima de la temperatura de transicién de la
fase SO a LD. Las bicapas de los liposomas de PC y PG pueden estar en una fase sélida ordenada (SO), o en un
fase liquida desordenada (LD). La transformacion entre las fases SO a LD implica una transicion de fase
endotérmica, de primer orden denominada transicion de fase principal. Tm es la temperatura en donde se produce el
cambio maximo en el cambio de capacidad calorifica durante la transicién de la fase SO a LD. Tmy el intervalo de
temperatura de la transicién de la fase SO a LD de los PL dependen, entre otros, de la composicién de la cadena
hidrocarbonada de PL. En la fase LD (pero no en la fase SO), el grupo de cabeza de fosfocolina y fosfoglicerol
cargado estan altamente hidratados.

En algunas realizaciones, el término “temperatura de transicion de fase” se refiere a la Tm. En otras realizaciones, el
término “temperatura de transicién de fase” se refiere al intervalo de temperatura de la transicion de fase SO a LD.

Se observa ademas que los PG y la SM tienen Tm que son similares a las de la PC correspondiente (la misma
longitud de sustitucion de cadena(s) hidrocarbonada(s)). Por ejemplo, la Tmde 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosforilglicerol (DMPG) es idéntica a la de la DMPC, concretamente, 23 °C, y la de 1,2-dipalmitoil-sn- glicero-3-
fosforilglicerol (DPPG) o N-palmitoil SM es idéntica a la de la DPPC, concretamente, 41 °C. Por tanto, aunque los
siguientes ejemplos usan principalmente lipidos a base de PC, el PL segun la invencion también puede ser un lipido
a base de PG o SM.

Segun los principios de la invencion, puede usarse una mezcla de dos o mas PL (por ejemplo, dos PC diferentes,
una PC con PG, dos PG diferentes, dos SM, una PC o PG con SM, etc.), siempre que la mezcla formada esté en
estado LD, cuando esta in situ (por ejemplo, en la regién articular de una articulaciéon sana o disfuncional).

En algunas realizaciones particulares, el liposoma comprende una PC. En realizaciones particulares adicionales, el
liposoma comprende una combinacién de dos PC diferentes. En otras realizaciones particulares, el liposoma
comprende una combinacién de una PC y una SM.

En algunas realizaciones, los liposomas se caracterizan porque comprenden al menos una membrana que
comprende al menos un fosfolipido (PL) seleccionado de un glicerofosfolipido (GPL) que tiene dos cadenas
hidrocarbonadas C12-C1s, iguales o diferentes, y un esfingolipido (SPL) que tiene una cadena hidrocarbonada Ci2-
C1s. La temperatura de transicién de fase en donde se produce la transicién de fase sélida ordenada (SO) a la fase
liguida desordenada (LD), estd dentro de un intervalo de temperatura de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 39 °C. Los liposomas se usan para lubricar articulaciones que tienen una temperatura de
articulacién que es mayor que la temperatura de transicion de fase. Por consiguiente, los liposomas estan en una
fase LD dentro de la articulacién.

Se observa que las condiciones anteriores son acumuladas, concretamente, la seleccién de PL (ya sea un solo PL o
una combinacién de PL con PL adicionales) contenido en el liposoma es tal que el liposoma tendra una temperatura
de transicion de la fase SO-LD entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 39 °C.

El GPL o SPL puede tener una cadena hidrocarbonada de alquilo, alquenilo o acilo de C12 a C1s. En el caso del GPL,
las dos cadenas pueden ser iguales o diferentes. En algunas realizaciones, el GLP tiene cadenas hidrocarbonadas
C12-C16. En realizaciones adicionales, el SPL tiene cadenas hidrocarbonadas Ci2-Cis.

Una realizacion particular se refiere a la composicion farmacéutica que comprende liposomas que tienen GPL o SPL
con al menos una cadena de acilo C14. Otra realizacion particular se refiere a la composicién farmacéutica que
comprende liposomas que tienen GPL o SPL con al menos una cadena de acilo C1s. Aln otra realizacién particular
se refiere a la composicion farmacéutica que comprende GPL que tienen al menos uno de cadenas de acilo C14, Cis,
Cie y C1s. Todavia otra realizacion particular se refiere a la composiciéon farmacéutica que comprende liposomas que
tienen SPL con una cadena de acilo Cre.

En algunas realizaciones, al menos una cadena hidréfoba Ci2-C1s 0 Ci12-Cie estd saturada. En realizaciones
adicionales tanto las cadenas hidrofobas C12-C1s como C12-C16 estan saturadas.

En una realizacion, dichas cadenas hidréfobas C12-C1s 0 C12-C16 estan insaturadas.
Los ejemplos no limitativos de fosfolipidos que pueden estar presentes en el liposoma segun los principios de la
invencion incluyen 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC, Tm ~24 °C); 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina

(DPPC, Tm 41,4 °C); 1,2-dipentadecanoil--sn-glicero-3-fosfocolina (C15, Tm 33,0 °C); 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DSPC), Tm55 °C); y N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina (D-eritro C16, Tm 41,0 °C). Los valores de
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Tm de diversos lipidos a base de PC se pueden encontrar en “ThermotropicPhaseTransitionsof Pure Lipids in
ModelMembranes and TheirModificationsbyMembraneProteins”, John R. Silvius, Lipid-Proteininteractions, John
Wiley &Sons, Inc., Nueva York, 1982, y también en la base de datos LipidThermotropicPhaseTransition - LIPID AT, y
en Marsh (1990).

Segun algunas realizaciones, cuando se usa una mezcla de dos o mas PL, la razén molar entre los mismos esta
disefiada de manera que la Tm de la combinacién proporciona un liposoma en fase LD cuando la composicion
farmacéutica se administra a la articulacion. En realizaciones adicionales, la razén molar se elige para proporcionar
un liposoma que tenga una temperatura de transicion de fase en el intervalo de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 39 °C.

En algunas realizaciones, el liposoma comprende DMPC. En realizaciones adicionales, el liposoma consiste
esencialmente en DMPC. En todavia realizaciones adicionales, la al menos una membrana del liposoma consiste
esencialmente en DMPC. En realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC incluye un
agente de tonicidad que tiene una concentracion dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la
concentracién del agente de tonicidad en el medio fuera del liposoma. En realizaciones adicionales, el liposoma que
consiste esencialmente en DMPC incluye un poliol que tiene una concentracién dentro del liposoma que es
esencialmente la misma que la concentracion del poliol en el medio fuera del liposoma. En todavia realizaciones
adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC incluye manitol que tiene una concentracién dentro
del liposoma que es esencialmente la misma que la concentracién de manitol en el medio fuera del liposoma.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende un liposoma que comprende una combinacién de
DMPC y una PC adicional. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende un liposoma que
comprende una combinacién de DMPC y una SPM.

En algunas realizaciones, el porcentaje en moles de DMPC en la membrana del liposoma oscila entre
aproximadamente el 5 % y aproximadamente el 100 %. En realizaciones adicionales, el porcentaje en moles de
DMPC en la membrana del liposoma oscila entre aproximadamente el 5% y aproximadamente el 80 %. En
realizaciones adicionales, el porcentaje en moles de DMPC en la membrana del liposoma oscila entre
aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 75 %, desde aproximadamente el 15 % hasta aproximadamente el
70 %, desde aproximadamente el 20 % hasta aproximadamente el 65 %, desde aproximadamente el 25 % hasta
aproximadamente el 60 %, desde aproximadamente el 30 % hasta aproximadamente el 55 %, desde
aproximadamente el 35 % hasta aproximadamente el 50 %, desde aproximadamente el 5 % hasta aproximadamente
el 15 %, desde aproximadamente el 20 % hasta aproximadamente el 30 %, desde aproximadamente el 5 % hasta
aproximadamente el 30 %, desde aproximadamente el 40 % hasta aproximadamente el 50 %, o desde
aproximadamente el 70 % hasta aproximadamente el 80 %. Cada posibilidad representa una realizacién
independiente de la invencion. En algunas realizaciones a modo de ejemplo, el porcentaje en moles de DMPC en la
membrana del liposoma es de aproximadamente el 10 %. En otras realizaciones a modo de ejemplo, el porcentaje
en moles de DMPC en la membrana del liposoma es de aproximadamente el 25 %. En realizaciones adicionales a
modo de ejemplo, el porcentaje en moles de DMPC en la membrana del liposoma es de aproximadamente el 45 %.
En realizaciones adicionales a modo de ejemplo, el porcentaje en moles de DMPC en la membrana del liposoma es
de aproximadamente el 75 %

En algunas realizaciones, el liposoma comprende una combinacion de DMPC y DPPC. En realizaciones adicionales,
el liposoma consiste esencialmente en DMPC y DPPC. En todavia realizaciones adicionales, la al menos una
membrana del liposoma consiste esencialmente en DMPC y DPPC. En realizaciones adicionales, el liposoma que
consiste esencialmente en DMPC y DPPC incluye un agente de tonicidad que tiene una concentracién dentro del
liposoma que es esencialmente la misma que la concentracion del agente de tonicidad en el medio fuera del
liposoma. En realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC y DPPC incluye un poliol
que tiene una concentracién dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la concentracién del poliol en
el medio fuera del liposoma. En todavia realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC
y DPPC incluye manitol que tiene una concentracion dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la
concentracion de manitol en el medio fuera del liposoma.

En algunas realizaciones, la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DPPC esté en el intervalo de
aproximadamente 25:75 a aproximadamente 70:30. En realizaciones adicionales, la razén en porcentaje en moles
de DMPC con respecto a DPPC esta en el intervalo de aproximadamente 30:70 a aproximadamente 65:25, desde
aproximadamente 35:65 hasta aproximadamente 60:30, o desde aproximadamente 40:60 hasta aproximadamente
55:45. Cada posibilidad representa una realizacién independiente de la invencion. En determinadas realizaciones, la
razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DPPC es de aproximadamente 45:55. En realizaciones
adicionales, la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DPPC es de aproximadamente 25:75.

En algunas realizaciones, la temperatura de transicién de fase del liposoma que comprende una combinacion de
DMPC y DPPC oscila entre aproximadamente 33 °C y aproximadamente 37 °C.
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En algunas realizaciones, el liposoma comprende una combinaciéon de DMPC y C15. En realizaciones adicionales, el
liposoma consiste esencialmente en DMPC y C15. En todavia realizaciones adicionales, la al menos una membrana
del liposoma consiste esencialmente en DMPC y C15. En realizaciones adicionales, el liposoma que consiste
esencialmente en DMPC y C15 incluye un agente de tonicidad que tiene una concentracién dentro del liposoma que
es esencialmente la misma que la concentracion del agente de tonicidad en el medio fuera del liposoma. En
realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC y C15 incluye un poliol que tiene una
concentracién dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la concentracion del poliol en el medio fuera
del liposoma. En todavia realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC y C15 incluye
manitol que tiene una concentracion dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la concentracion de
manitol en el medio fuera del liposoma.

En algunas realizaciones, la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a C15 esta en el intervalo de
aproximadamente 15:85 a aproximadamente 55:45. En realizaciones adicionales, la razén en porcentaje en moles de
DMPC con respecto a C15 esta en el intervalo de aproximadamente 25:75 a aproximadamente 45:55. En determinadas
realizaciones, la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a C15 es de aproximadamente 45:55. En
realizaciones adicionales, la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a C15 es de aproximadamente
25:75.

En algunas realizaciones, la temperatura de transicién de fase del liposoma que comprende una combinacion de
DMPC y C15 oscila entre aproximadamente 29 °C y aproximadamente 31 °C.

En algunas realizaciones, la al menos una membrana comprende DMPC y DSPC. En realizaciones adicionales, el
liposoma consiste esencialmente en DMPC y DSPC. En todavia realizaciones adicionales, la al menos una
membrana del liposoma consiste esencialmente en DMPC y DSPC. En realizaciones adicionales, el liposoma que
consiste esencialmente en DMPC y DSPC incluye un agente de tonicidad que tiene una concentracién dentro del
liposoma que es esencialmente la misma que la concentracion del agente de tonicidad en el medio fuera del
liposoma. En realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC y DSPC incluye un poliol
que tiene una concentracién dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la concentracién del poliol en
el medio fuera del liposoma. En todavia realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC
y DSPC incluye manitol que tiene una concentracion dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la
concentracion de manitol en el medio fuera del liposoma.

En algunas realizaciones, la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DSPC es de aproximadamente 75:25.

En algunas realizaciones, la temperatura de transicién de fase del liposoma que comprende una combinacion de
DMPC y DSPC es de aproximadamente 27 °C.

En algunas realizaciones, el liposoma comprende una combinacién de DMPC y D-eritro C16. En realizaciones
adicionales, el liposoma consiste esencialmente en DMPC y D-eritro C16. En todavia realizaciones adicionales, la al
menos una membrana del liposoma consiste esencialmente en DMPC y D-eritro C16. En realizaciones adicionales,
el liposoma que consiste esencialmente en DMPC y D-eritro C16 incluye un agente de tonicidad que tiene una
concentracién dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la concentracién del agente de tonicidad en
el medio fuera del liposoma. En realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en DMPC y D-
eritro C16 incluye un poliol que tiene una concentracion dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la
concentracién del poliol en el medio fuera del liposoma. En todavia realizaciones adicionales, el liposoma que
consiste esencialmente en DMPC y D-eritro C16 incluye manitol que tiene una concentracién dentro del liposoma
que es esencialmente la misma que la concentracién de manitol en el medio fuera del liposoma.

En algunas realizaciones, la razdn en porcentaje en moles de DMPC con respecto a D-eritro C16 esté en el intervalo de
aproximadamente 5:95 a aproximadamente 50:50. En realizaciones adicionales, la razén en porcentaje en moles de
DMPC con respecto a D-eritro C16 esta en el intervalo de aproximadamente 10:90 a aproximadamente 45:55, desde
aproximadamente 10:90 hasta aproximadamente 40:60, desde aproximadamente 10:90 hasta aproximadamente 35:65,
desde aproximadamente 10:90 hasta aproximadamente 30:70, o desde aproximadamente 10:90 hasta
aproximadamente 25:75. Cada posibilidad representa una realizacién independiente de la invencién. En algunas
realizaciones, la razon en porcentaje en moles de DMPC con respecto a D-eritro C16 esta en el intervalo de
aproximadamente 5:95 a aproximadamente 50:50. En algunas realizaciones a modo de ejemplo, la razén en porcentaje
en moles de DMPC con respecto a D-eritro C16 es de aproximadamente 10:90. En otras realizaciones a modo de
ejemplo, la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a D-eritro C16 es de aproximadamente 25:75.

En algunas realizaciones, la temperatura de transicién de fase del liposoma que comprende una combinacion de
DMPC y D-eritro C16 oscila entre aproximadamente 27 °Cy 32 °C.

En algunas realizaciones, el liposoma comprende C15. En realizaciones adicionales, el liposoma consiste
esencialmente en C15. En todavia realizaciones adicionales, la al menos una membrana del liposoma consiste
esencialmente en C15. En realizaciones adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en C15 incluye un
agente de tonicidad que tiene una concentracion dentro del liposoma que es esencialmente la misma que la
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concentracién del agente de tonicidad en el medio fuera del liposoma. En realizaciones adicionales, el liposoma que
consiste esencialmente en C15 incluye un poliol que tiene una concentracion dentro del liposoma que es
esencialmente la misma que la concentracion del poliol en el medio fuera del liposoma. En todavia realizaciones
adicionales, el liposoma que consiste esencialmente en C15 incluye manitol que tiene una concentraciéon dentro del
liposoma que es esencialmente la misma que la concentracién de manitol en el medio fuera del liposoma.

La concentracion total de PL en la composicion farmacéutica segun algunas realizaciones de la invencién oscila
entre aproximadamente 20 mM y aproximadamente 500 mM. En realizaciones adicionales, la concentracion oscila
entre aproximadamente 50 mM y aproximadamente 300 mM. En todavia realizaciones adicionales, la concentracion
oscila entre aproximadamente 100 MM y aproximadamente 200 mM. En audn realizaciones adicionales, la
concentracién oscila entre aproximadamente 130 mM y aproximadamente 170 mM. En determinadas realizaciones,
la concentracion total de PL es de aproximadamente 150 mM.

En algunas realizaciones, la concentracion total de PL oscila entre aproximadamente 10 mg/ml y aproximadamente
500 mg/ml. En realizaciones adicionales, la concentracion oscila entre aproximadamente 30 mg/ml y
aproximadamente 300 mg/ml. En todavia realizaciones adicionales, la concentracion oscila entre aproximadamente
50 mg/ml y aproximadamente 200 mg/ml. En determinadas realizaciones, la concentracion total de PL es de
aproximadamente 100 mg/ml.

En algunas realizaciones, los fosfolipidos que forman los liposomas estan presente en la composicion farmacéutica
en un porcentaje en peso que oscila entre aproximadamente el 0,1 % (p/p) y aproximadamente el 40 % (p/p), desde
aproximadamente el 0,5 % (p/p) hasta aproximadamente el 30 % (p/p), desde aproximadamente el 3 % (p/p) hasta
aproximadamente el 30 % (p/p), 0 desde aproximadamente el 1 % (p/p) hasta aproximadamente el 20 % (p/p) del
peso total de la composicion farmacéutica. En determinadas realizaciones, los fosfolipidos que forman los liposomas
estan presentes en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso de aproximadamente el 10 % (p/p).

Segun algunas realizaciones, los liposomas adecuados para su uso en la composicion farmacéutica de la presente
invencion no incluyen en sus bicapas un esterol activo de membrana, tal como colesterol. Debe observarse que la
composicién farmacéutica de la presente invencion preferiblemente no contiene propilenglicol. Debe observarse
ademas que la composicién farmacéutica de la presente invencién preferiblemente no contiene dextrano.

Adicionalmente, debe enfatizarse que los liposomas usados en la composicién farmacéutica de la presente
invencidbn se usan en si mismos como un principio activo y no como portador de un determinado agente
farmacéuticamente activo. Como tal y como se menciond anteriormente, las composiciones farmacéuticas segun los
principios de la presente invencion estan esencialmente libres de un agente farmacéuticamente activo adicional. La
expresion “esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo adicional”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere en algunas realizaciones a la composicién farmacéutica que incluye menos de una cantidad
terapéuticamente eficaz del agente farmacéuticamente activo, que es conocido para su uso en lubricacion articular,
tratamiento de disfuncion articular, reduccion del dolor articular, irritacién y/o desgaste, o cualquier combinacion de
los mismos. La expresion “conocido para su uso”, tal como se usa en el presente documento, se refiere en algunas
realizaciones, a agentes farmacéuticamente activos aprobados para el uso indicado en el momento de la invencion.
En realizaciones adicionales, la expresion “conocido para su uso” se refiere a agentes farmacéuticamente activos
que seran aprobados para el uso indicado en el futuro. En todavia realizaciones adicionales, la expresion “conocido
para su uso” se refiere a agentes farmacéuticamente activos que se mencionan en la bibliografia cientifica y/o en las
patentes como que son adecuados para el uso indicado.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica de la presente invencién no incluye un agente
farmacéuticamente activo que es un agente de lubricacion, tal como, entre otros, glicosaminoglicano o una sal, éster
o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo. En determinadas realizaciones, dicho glicosaminoglicano es
acido hialurénico o una sal o un éster que contiene hialuronano. En determinadas realizaciones, el &cido hialurénico
no esta encapsulado dentro del liposoma. Adicional o alternativamente, el acido hialurénico no debe dispersarse en
el medio fluido. En algunas realizaciones actualmente preferidas, la composicién farmacéutica esta esencialmente
exenta de acido hialurénico, o una sal o un éster farmacéuticamente aceptable del mismo. La expresion
“esencialmente libre”, tal como se usa en relacion con &cido hialuronico, se refiere en algunas realizaciones a la
composiciéon farmacéutica que incluye menos de una cantidad terapéuticamente eficaz de acido hialurénico o su sal
o éster. En realizaciones adicionales, la expresion “esencialmente libre” se refiere a la composicion farmacéutica
que incluye menos de una cantidad detectable de &cido hialurénico o su sal o éster.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica de la presente invencién no incluye un agente
farmacéuticamente activo que es un agente de lubricacion seleccionado de proteina de zona superficial (SZP),
lubricina, proteoglicano 4 y analogos y derivados de los mismos.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica de la presente invencién no incluye un agente
farmacéuticamente activo que es un agente antiinflamatorio, tal como xilitol, betametasona, prednisolona, piroxicam,
aspirina, flurbiprofeno, salsalato de (+)-N- f 4-[3-(4-fluorofenoxi)fenoxil]-2-ciclopenten-1-il}-N-hidroxiurea, diflunisal,
ibuprofeno, fenoprofeno, fenamato, ketoprofeno, nabumetona, naproxeno, diclofenaco, indometacina, sulindac,
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tolmetina, etodolaco, ketorolaco, oxaprozina, celecoxib, meclofenamato, acido mefenamico, oxifenbutazona,
fenilbutazona, salicilatos, o agentes de tipo fitoesfingosina.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica de la presente invencién no incluye un agente
farmacéuticamente activo que es un agente antiviral, tal como aciclovir, nelfinavir o Virazole.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica de la presente invencién no incluye un agente
farmacéuticamente activo que es un antibiotico, incluyendo antibiéticos que pertenecen a la familia de penicilinas,
cefalosporinas, aminoglicosidicos, macrélidos, carbapenem y penem, beta-lactdmico monociclico, inhibidores de
beta-lactamasas y tetraciclinas, antibidticos polipeptidicos, cloranfenicol y derivados, iono6forospoliétericos y
quinolonas. Los ejemplos no limitativos de tales antibiéticos incluyen ampicilina, dapsona, cloranfenicol, neomicina,
cefaclor, cefadroxil, cefalexina, cefradina, eritromicina, clindamicina, lincomicina, amoxicilina, ampicilina,
bacampicilina, carbenicilina, dicloxacilina, ciclacilina, picloxacilina, hetacilina, meticilina, nafcilina, oxacilina, penicilina
G, penicilina V, ticarcilina, Rifampin, tetraciclina, &cido fusidico, lincomicina, novobiocina y espectinomicina.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica de la presente invencion no incluye un agente farmacéuticamente
activo que es un agente antiinfeccioso, tal como cloruro de benzalconio o clorhexidina.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica de la presente invencién no incluye un agente
farmacéuticamente activo que es un esteroide. El término “esteroide”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a esteroides que se producen de manera natural y sus derivados, asi como analogos de esteroides sintéticos o
semisintéticos que tienen actividad similar a esteroides. El esteroide puede ser un glucocorticoide o corticosteroide. Los
ejemplos de esteroides naturales y sintéticos especificos incluyen, pero no se limitan a: aldosterona, beclometasona,
betametasona, budesonida, clopredol, cortisona, cortivazol, desoxicortona, desonida, desoximetasona, dexametasona,
difluorocortolona, fluclorolona, flumetasona, flunisolida, fluocinolona, fluocinonida, fluocortina butilo, fluorocortisona,
fluorocortolona, fluorometolona, flurandrenolona, fluticasona, halcinonida, hidrocortisona, icometasona, meprednisona,
metilprednisolona, parametasona, prednisolona, prednisona, tixocortol o triamcinolona, y sus respectivas sales o
derivados farmacéuticamente aceptables.

Segun algunas realizaciones, los fosfolipidos se usan en la composicién farmacéutica de la presente invencién como
un Unico principio activo.

Segun algunas realizaciones, la composicion farmacéutica consiste esencialmente en el agente de tonicidad no
i6bnico que comprende un poliol y los liposomas, tal como se describe en el presente documento. En algunas
realizaciones, la expresion “que consiste esencialmente en” se refiere a una composicion cuyo Unico principio activo
es el principio activo indicado (es decir, liposomas), sin embargo, pueden incluirse otros compuestos que son para
estabilizar, conservar o controlar la osmolaridad, viscosidad y/o el pH de la formulacién, pero no estan implicados
directamente en el efecto terapéutico de los liposomas y/o fosfolipidos. En algunas realizaciones, la expresion “que
consiste” se refiere a una composicién, que contiene los liposomas, el agente de tonicidad y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas segun las diversas realizaciones de la invencion pueden esterilizarse y, si se
desea, mezclarse con agentes auxiliares, por ejemplo, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes,
emulsionantes sintéticos, sales adicionales para influir en la presién osmética, sustancias colorantes y/o aromaticas
y similares que no reaccionan de forma perjudicial con los liposomas.

El GPL, SPL o sus combinaciones forman liposomas, preferiblemente liposomas con un diametro medio mayor de
aproximadamente 0,3 um, mayor de aproximadamente 0,5 um, mayor de aproximadamente 0,8 um, o mayor de
aproximadamente 1 um. El diametro medio de los liposomas puede ser inferior a aproximadamente 10 um, 8 um,
7 um, 6 um o 5 um. Cada posibilidad representa una realizacion independiente de la invencién. Segun algunas
realizaciones, los liposomas tienen un diametro medio en el intervalo de entre aproximadamente 0,3 um y 10 pm.
Segun realizaciones adicionales, los liposomas tienen un didmetro medio en el intervalo de entre aproximadamente
0,5 um y 9 um. Segun todavia realizaciones adicionales, los liposomas tienen un diametro medio en el intervalo de
entre aproximadamente 1 um y 8 pm. Segun aun realizaciones adicionales, los liposomas tienen un diametro medio
en el intervalo de entre aproximadamente 3 um y 5 pm.

Los términos “didmetro medio” y “tamafo medio de particula” se usan en el presente documento de manera
intercambiable, haciendo referencia, en algunas realizaciones al didmetro medio de un liposoma derivado de la
distribucion del tamafno de particula basado en un modelo de distribucion de ndmero. En algunas realizaciones,
dichos términos se refieren al diametro medio de un liposoma derivado de la distribucion del tamaro de particula
basado en un modelo de distribucion de volumen. En realizaciones adicionales, dichos términos se refieren al
diametro medio de un liposoma derivado de la distribucion del tamafo de particula basado en un modelo de
distribucion de area superficial. Puede determinarse la distribucién del tamano de particula, entre otros, mediante
difraccion de la luz laser y/o mediante un método de contador Coulter.
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Los liposomas pueden ser un liposoma de una sola membrana o pueden ser, segun algunas realizaciones,
liposomas de vesiculas multilaminares (MLV). Segun otras realizaciones, los liposomas también pueden ser
liposomas grandes de vesiculas multivesiculares (LMVV) o vesiculas rehidratadas deshidratadas (DRV).

En algunas realizaciones actualmente preferidas, los liposomas son vesiculas multilaminares (MLV). En
determinadas de tales realizaciones, los liposomas tienen mas de una membrana.

Segun una realizacién, las MLV se definen por un didmetro medio en el intervalo de entre 0,3 um y 10 um. Segun
otra realizacion, las MLV se definen por un diametro medio en el intervalo de entre 0,5 pm y 9 um. Segun todavia
realizaciones adicionales, las MLV se definen por un didametro medio en el intervalo de entre aproximadamente
1 um y 8 um. Segun auln realizaciones adicionales, las MLV se definen por un didmetro medio en el intervalo de
entre aproximadamente 3 um y 5 um

En determinadas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende un poliol que es manitol y liposomas de
MLV, cuyas membranas consisten esencialmente en DMPC y DPPC. En una realizacién adicional, la composicion
farmacéutica comprende manitol y liposomas de MLV, cuyas membranas consisten esencialmente en DMPC y
DPPC. En una realizacion adicional, la concentracién de manitol oscila entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 70 mg/ml. En ain otra realizacién, la composicion farmacéutica tiene una osmolalidad en el
intervalo de desde aproximadamente 200 hasta aproximadamente 600 mOsm. En todavia otra realizacion, la razén
en peso entre los liposomas y el manitol oscila entre aproximadamente 6:1 y aproximadamente 2:1.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende manitol y liposomas de MLV, cuyas membranas
consisten esencialmente en DMPC y DPPC. En algunas realizaciones, la DMPC esta presente en la composicién
farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila entre aproximadamente el 20 % (p/p) y aproximadamente el 40 %
(p/p) del peso seco de la composicidn farmacéutica. En una determinada realizacion, la DMPC esta presente en la
composicion farmacéutica en un porcentaje en peso de aproximadamente el 30 % (p/p). En algunas realizaciones, la
DPPC esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila entre aproximadamente el
30 % (p/p) y aproximadamente el 60 % (p/p) del peso seco de la composicion farmacéutica. En una determinada
realizacién, la DPPC esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso de aproximadamente
el 40 % (p/p). En algunas realizaciones, el manitol esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en
peso que oscila entre aproximadamente el 20 % (p/p) y aproximadamente el 40 % (p/p) del peso seco de la
composicion farmacéutica. En una determinada realizacion, el manitol esta presente en la composicion farmacéutica
en un porcentaje en peso de aproximadamente el 30 % (p/p).

En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica que comprende manitol y liposomas, cuyas membranas
consisten esencialmente en DMPC y DPPC, comprende ademas tampoén de histidina como medio fluido. En
realizaciones adicionales, la DMPC esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso que
oscila entre aproximadamente el 1% (p/p) y aproximadamente el 10 % (p/p) del peso total de la composicién
farmacéutica. En una determinada realizacion, la DMPC esta presente en la composicion farmacéutica en un
porcentaje en peso de aproximadamente el 4 % (p/p). En algunas realizaciones, la DPPC esta presente en la
composicién farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila entre aproximadamente el 2% (p/p) y
aproximadamente el 12 % (p/p) del peso total de la composicidén farmacéutica. En una determinada realizacion, la
DPPC esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso de aproximadamente el 5 % (p/p). En
algunas realizaciones, el manitol esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila
entre aproximadamente el 1 % (p/p) y aproximadamente el 7 % (p/p) del peso total de la composicién farmacéutica.
En una determinada realizacién, el manitol esta presente en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso
de aproximadamente el 4 % (p/p).

La composicion farmacéutica segun diversas realizaciones de la invencién puede usarse para la preparacién de una
sustitucion de PL de cartilago que se producen de manera natural, concretamente como lubricante articular y/o
reductor de desgaste.

Se observa que la temperatura de las articulaciones en pacientes que padecen lubricacion articular reducida o con
desgaste articular, tal como la artrosis varia a medida que la enfermedad avanza [Hollander, J. L.; Moore, R.,
Studies in osteoarthritis using Intra-Articular Temperature Response tolnjection of Hydrocortisone. Ann. Rheum. Dis.
1956, 15, (4), 320-326]. De hecho, este cambio de temperatura se us6 como una herramienta clinica para evaluar la
inflamacién de la artrosis [Thomas, D.; Ansell, B. M.; Smith, D. S.; Isaacs, R. J., Knee Joint Temperature
Measurement using a Differential Thermistor Thermometer. Rheumatology 1980, 19, (1), 8-13]. En las articulaciones
de la mano de pacientes con artrosis, se demostré que la temperatura varia de ~28 a ~33 °C [Varju, G.; Pieper, C.
F.; Renner, J. B.; Kraus, V. B., Assessment of handosteoarthritis: correlation between thermographic and
radiographic methods. Rheumatology 2004, 43, 915-919], mientras que la temperatura de una articulacion
temporomandibular sana (TMJ) varia entre desde ~35 hasta 37 °C [Akerman, S.; Kopp, S., Intra-articular and skin
surfacetemperatureof human temporomandibular joint. Scand. J. Dent. Res. 1987, 95, (6), 493-498].

Por tanto, segun los principios de la invencion es esencial y, de hecho, un prerrequisito que los PL o la mezcla de los
mismos estén en una fase LD, in situ, en la region articular para lubricarse con los mismos. En algunas
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realizaciones, los liposomas tienen una temperatura de desviacién (limite superior) de la transicion de fase SO a LD
que no es superior a 15 °C de la temperatura in situ, es decir, en la articulaciéon, dentro del intervalo de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C. Segun los principios de la invencion, los liposomas se forman a
partir de GPL, SPL o su combinacion, y la temperatura de transicion de la fase SO a LD descrita anteriormente se
refiere por tanto a liposomas que se forman a partir de GPL, SPL y combinaciones de los mismos, proporcionando
asi un liposoma en donde los PL o su mezcla estan en fase LD.

En determinadas realizaciones, el agente de tonicidad no iénico que comprende un poliol que es manitol no afecta a
la temperatura de transicion de fase de los liposomas. En realizaciones adicionales, la temperatura de transiciéon de
fase de los liposomas combinados con el agente de tonicidad no i6nico que comprende un poliol que es manitol
difiere de la temperatura de transicion de fase de los liposomas solo por no mas de aproximadamente el 10 %.

En todavia realizaciones adicionales, la temperatura de transicion de fase de los liposomas combinados con el
agente de tonicidad no iénico que comprende un poliol que es manitol difiere de la temperatura de transicién de fase
de los liposomas solo por no mas de aproximadamente el 5 %.

La composicion farmacéutica de la invencion puede usarse para tratar, aliviar, retardar, prevenir, manejar o curar
cualquier trastorno articular o sintomas derivados del mismo que esté asociado con disfuncion articular. El término
“trastorno articular”, tal como se usa en el presente documento, debe tenerse en cuenta que significa cualquier
afliccion (congénita, autoinmunitaria o de otro modo), lesién o enfermedad de la regién articular que provoca
degeneracion, dolor, reduccion de movilidad, inflamacion, irritacién o alteracion fisiolégica y disfuncion de las
articulaciones. El trastorno puede asociarse con la reduccion de la secrecion y la lubricacion articular, asi como de
las complicaciones de artroplastia de rodilla y cadera.

La articulacién segun los principios de la invencion puede ser una cualquiera de la rodilla, cadera, tobillo, hombro,
codo, tarsal, carpiana, interfalangica e intervertebral. Cada posibilidad representa una realizacién independiente de
la invencién. En determinadas realizaciones, dicha articulacién es una articulacion de rodilla.

Los trastornos articulares especificos incluyen, pero no se limitan a, deficiencias de la secrecion y/o lubricacion
articular que surge de la artritis, incluyendo las afecciones de la erosién articular en la artritis reumatoide, artrosis,
artrosis en pacientes con artritis reumatoide, lesion articular traumatica (incluyendo la lesion deportiva), articulacion
bloqueada (tal como en la articulacién temporomandibular (TMJ)), estado tras la artrocentesis, cirugia artroscépica,
cirugia abierta articular, articulaciéon (por ejemplo, artroplastia de rodilla o cadera) en mamiferos, preferiblemente
seres humanos. Un trastorno preferido a tratar o prevenir mediante el uso de la composicién farmacéutica de la
invencion es la artrosis.

En determinadas realizaciones, la composiciéon farmacéutica es para la reduccién del dolor de la articulacion de la
rodilla en pacientes con artrosis.

La composicion farmacéutica de la presente invencion podria usarse como una medida profilactica para prevenir
danos o degeneracion futuros. Por ejemplo, la composicion farmacéutica podria administrarse de manera
intraarticular a los atletas de manera intermitente a lo largo de su carrera para minimizar el riesgo de lesion
relacionada con la sobrecarga o degeneracion del cartilago.

La composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse exclusiva o como complemento de
agentes antiinflamatorios, agentes analgésicos, relajantes musculares, antidepresivos o agentes que promueven la
lubricacién articular cominmente usados para tratar trastornos asociados con la rigidez articular, tales como artritis.
Un enfoque terapéutico combinado es beneficioso para reducir los efectos secundarios asociados con agentes, tales
como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), comUnmente usados para prevenir, manejar o tratar
trastornos tales como artrosis asociada con lubricacion articular reducida. Ademas de mejorar la seguridad, un
enfoque terapéutico combinado también puede ser ventajoso para aumentar la eficacia del tratamiento.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica estd en una forma adecuada para administracion parenteral.
La administracién parenteral de la composicion farmacéutica de la invencion en una cavidad articular de un paciente
puede realizarse mediante un método elegido del grupo que consiste en inyeccién intraarticular, administracién
artroscépica o administracion quirdrgica. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se
formula en una forma adecuada para la administracion por una via seleccionada de inyeccién intraarticular,
administracion artroscépica o mediante administracion quirdrgica. Una de las caracteristicas beneficiosas de la
composicion farmacéutica descrita es la presencia del agente de tonicidad, que ajusta la osmolalidad de la
composicién liposomal a un valor fisiolégico, reduciendo de ese modo los efectos secundarios asociados con la
administracién intraarticular.

La composicion farmacéutica segln las diversas realizaciones de la invencién puede administrarse en una dosis de
aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 10 ml. En realizaciones adicionales, la composicion farmacéutica se
administra en una dosis de desde aproximadamente 1 ml hasta aproximadamente 6 ml. En determinadas
realizaciones, la composicién farmacéutica se administra en una dosis de aproximadamente 3 ml.
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En algunas realizaciones, una unidad de dosificacion de la composicién farmacéutica comprende de desde
aproximadamente 20 mg hasta aproximadamente 350 mg de manitol. En algunas realizaciones, una unidad de
dosificacién de la composicién farmacéutica comprende de desde aproximadamente 40 mg hasta aproximadamente
250 mg de manitol. En una determinada realizacion, una unidad de dosificacion de la composicion farmacéutica
comprende aproximadamente 120 mg de manitol. En otra realizacién, una unidad de dosificacion de la composicion
farmacéutica comprende aproximadamente 40 mg de manitol. En una realizacién adicional, una unidad de
dosificacién de la composicion farmacéutica comprende aproximadamente 250 mg de manitol.

En algunas realizaciones, una unidad de dosificacion de la composicién farmacéutica comprende de desde
aproximadamente 50 mg hasta aproximadamente 1000 mg de fosfolipidos. En algunas realizaciones, una unidad de
dosificacion de la composicion farmacéutica comprende de desde aproximadamente 100mg hasta
aproximadamente 800 mg de fosfolipidos. En una determinada realizacion, una unidad de dosificacion de la
composicién farmacéutica comprende aproximadamente 300 mg de fosfolipidos. En otra determinada realizacion,
una unidad de dosificacion de la composicién farmacéutica comprende aproximadamente 100 mg de fosfolipidos. En
una realizacion adicional, una unidad de dosificacién de la composicion farmacéutica comprende aproximadamente
600 mg de fosfolipidos.

En algunas realizaciones, una unidad de dosificacion de la composicién farmacéutica comprende de desde
aproximadamente 30 mg hasta aproximadamente 550 mg de DPPC. En algunas realizaciones, una unidad de
dosificacién de la composicién farmacéutica comprende de desde aproximadamente 50 mg hasta aproximadamente
500 mg de DPPC. En una determinada realizacién, una unidad de dosificacion de la composiciéon farmacéutica
comprende aproximadamente 180 mg de DPPC. En otra realizacién, una unidad de dosificacion de la composicién
farmacéutica comprende aproximadamente 60 mg de DPPC. En una realizacion adicional, una unidad de
dosificacién de la composicion farmacéutica comprende aproximadamente 365 mg de DPPC.

En algunas realizaciones, una unidad de dosificacion de la composicién farmacéutica comprende de desde
aproximadamente 20 mg hasta aproximadamente 450 mg de DMPC. En algunas realizaciones, una unidad de
dosificacién de la composicién farmacéutica comprende de desde aproximadamente 40 mg hasta aproximadamente
300 mg de DMPC. En una determinada realizacién, una unidad de dosificacién de la composiciéon farmacéutica
comprende aproximadamente 140 mg de DPPC. En otra realizacién, una unidad de dosificacion de la composicién
farmacéutica comprende aproximadamente 45 mg de DPPC. En una determinada realizacién, una unidad de
dosificacién de la composicion farmacéutica comprende aproximadamente 275 mg de DPPC.

La composicion farmacéutica puede distribuirse en viales o en inyecciones individuales o cualquier otra forma
conveniente para uso practico.

Los sujetos a los que se contempla la administracion de las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen
mamiferos, tales como, pero sin limitarse a, seres humanos y otros primates.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, las formas singulares “un/uno” y
“el/la” 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 PL y “un liposoma” se refiere a uno o mas liposomas. A lo largo
de la descripcion y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, las formas plurales de palabras también
incluyen referencias en singular, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Debe observarse que el
término “y” o el término “0” se emplea generalmente en su sentido que incluye “y/0” a menos que el contenido
indique claramente lo contrario.

Sin embargo, a lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, las palabras
“comprender” y “contener” y variaciones de las expresiones, por ejemplo “que comprende” y ‘“comprende”,
significan “que incluye pero no se limita a”, y no estan destinados a (y no) excluyen otros restos, aditivos,
componentes, nimeros enteros o etapas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente”, cuando se refiere a un valor medible tal
como una cantidad, una duracion temporal y similares, pretende abarcar variaciones de +/-10%, mas
preferiblemente +/-5 %, incluso mas preferiblemente +/-1 %, y todavia mas preferiblemente +/-0,1 % del valor
especificado, ya que tales variaciones son apropiadas para realizar los métodos descritos.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente algunas realizaciones de la invencién. Sin
embargo, no deben interpretarse de ninguna manera como limitativos del amplio alcance de la invencion.

Ejemplos
Materiales y métodos

Materiales
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1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC 14:0, cat: 556200), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC 16:0,
cat: 556300) se obtuvieron de Lipoid (Ludwigshafen, Alemania). 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC 18:0,
cat: 850365P), 1,2-dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (C15 (también abreviada en el presente documento
como PC (15:0)), cat: 850350P) se obtuvieron de Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, EE. UU.). N-palmitoil-D-eritro-
esfingosilfosforilcolina (palmitoil esfingomielina, D-eritro C16 (también abreviado en el presente documento C16
SPM), cat: 16608050) se obtuvo de Bio-Lab Ltd. (Jerusalén, Israel)

Se obtuvo agua altamente pura (resistencia de 18,2 megaohmios) usando el HPLC WaterPro
PS/UltrafilterHybridSystem (Labconco, Kansas City, MO). Se obtuvo etanol de calidad HPLC de BiolLabltd,
Jerusalén, Israel. Todos los monoclorhidrato de L-histidina monohidratado, hidréxido de sodio (NaOH) y D-manitol se
obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). Se obtuvo glicerol de Merck, n.° de cat. 1.04093. El cloruro de sodio se
obtuvo de J. T. Baker, n.°de cat. 4058-02

Métodos
Preparacién de composiciones hipotdnicas que comprenden liposomas de MLV

Se disolvidé una mezcla de los fosfolipidos deseados en 2,5 ml de etanol hasta una concentracién de 180 mM. Esta
disolucién se agité con vértex y se colocé en un bafio de agua (60 °C) durante ~20 minutos. La agitacion se repitié
varias veces hasta que los fosfolipidos se disolvieron completamente. La disolucién etandlica se transfirié a 10 ml de
tampon de histidina caliente 10 MM o 7,5 mM (pH 6,5) se mezclé vigorosamente mediante agitacion con vértex
durante 2 min para hidratar los lipidos y formar una dispersién de las MLV deseadas.

El etanol se elimind mediante 5 ciclos de centrifugacion y reemplazo de tampén frio a 4 °C. Para los sistemas
liposomales que consisten en PC, se centrifugé a 3000 rpm, durante 40 minutos en el 1er ciclo y 30 minutos a
4000 rpm en ciclos posteriores. Para los sistemas liposomales que comprenden SPL, se centrifugé a 4000 rpm,
durante 50 minutos dos veces con una noche en reposo entre en el 1er ciclo, y dos veces durante 40 minutos a
4000 rpm en los ciclos 2 y 3. Los ciclos 4 y 5 se realizaron durante 60 min a 4000 rpm. La monitorizacién en la
eliminacion de etanol se realiz6 mediante mediciones de osmolalidad. Después de cada reemplazo de tampén frio,
los sedimentos se resuspendieron usando una pipeta estéril para aflojar el sedimento pegajoso, luego los tubos se
cerraron firmemente y se agitaron con vortex durante 2 minutos. El procedimiento de centrifugacion y la sustitucion
de la disolucién se repitieron hasta que la osmolalidad en la mezcla fue menor que 50 mOsm. Se midié la presion
osmética de HB (10 mM, 7,5 mM) y se encontré que era de 26 y 19 mOsm, respectivamente. MLV se almacenaron a
2-8 °C hasta su analisis.

Preparacién de composiciones isoténicas que comprenden liposomas de MLV y un agente de tonicidad

Los liposomas se prepararon tal como se ha descrito anteriormente. La disolucion etandlica de los liposomas se
transfiri6 a 10 ml de tampdn de histidina 13,5 mM caliente (pH 6,5) que comprende un agente de tonicidad
seleccionado de manitol, glicerol y cloruro de sodio y se mezclé vigorosamente mediante agitacion con vortex
durante 2 min para hidratar los lipidos y formar una dispersién de las MLV deseadas.

Las concentraciones de los agentes de tonicidad en el tampdn de histidina fueron las siguientes: Glicerol - 235 mM,;
Manitol - 234 mM; y NaCl - 131 mM.

No se reivindican glicerol y NaCl, pero se ejemplifican en el presente documento para fines comparativos.

El procedimiento de centrifugacion y la sustitucion de la disolucion se repitieron hasta que la osmolalidad en la
mezcla fue de aproximadamente 300 mOsm. Las composiciones se almacenaron a 2-8 °C hasta su andlisis.

Caracterizacion de liposomas de MLV

La concentracion de fosfolipidos se determiné usando un método de Bartlett modificado [Barenholz, Y. y S.
Amselem, Quality control assays in thedevelopment and clinical use ofliposome-basedformulations.
Liposometechnology, 1993. 1: paginas 527-616]. La distribucion de tamano de liposoma se determiné mediante un
analizador de tamano de particula por difraccion laser (LS13320 Beckman Coulter), que permite medir el tamano de
particula en el intervalo de 40 nm a 2 mm. También se us6 un método de contador Coulter (que se basa en la
medicién de los cambios en la conductancia eléctrica a medida que las particulas suspendidas en un fluido
conductor pasan a través de un pequeno orificio) para la determinacion de la distribucién de tamarios.

El modelo de cartilago sobre cartilago ex vivo para la evaluacion de la eficiencia de lubricacién
El cartilago articular normal de los donantes (edades: varon 70 afos y mujeres 68, 72, 81, 87, 98 afos) se

obtuvieron de las operaciones de fracturas de cabeza femoral en el Centro médico Hadassah, Jerusalén. El tejido se
congeld a -20 °C hasta que se analizé.
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El liquido sinovial se agrup6 de 8 donantes en el Centro Médico Hadassah, Jerusalén.

Los reactivos usados para la preparacién de muestras de cartilago incluyeron Superglue (adhesivo de cianoacrilato,
3 g), NaCl (Bio Lab LTD, Israel, 19030291 n.° de cat: 19030291, lote n.°% 57747), y etanol (Frutarom, Israel, n.° de
cat.: 5551640, lote n.°: 26141007).

Las muestras se prepararon en el laboratorio de Cartilage and JointsDiseases, DepartmentofBiomedicalEngineering
Technion, IIT, Haifa, Israel. Las pruebas se realizaron en Shamban& Microsystems TribologylLaboratories,
theDepartmentofMechanicalEngineering Technion, IIT, Haifa, Israel. El aparato interno para mediciones de friccion
se equipd con una celda de carga con un sistema de medicion de extensémetro (HBM Z8, Alemania) y software
LabView (National Instruments, EE. UU.).

El aparato se configur6 como sigue. Los tapones de cartilago se prepararon y fijaron. A partir de cada cartilago, se
prepararon 10-20 tapones, de 4 mm o 8 mm de diametro. Estos tapones se asignaron al azar a las diversas
formulaciones sometidas a prueba. Los tapones de 8 mm se montaron en el aparato en el soporte fijo y se
sumergieron en una disolucion que contenia 2 ml de liquido sinovial (SF) y la disolucién sometida a prueba en una
razon de 1:1 (v/v). Los tapones de 4 mm se fijaron en el pistén superior.

Mediciones: El ensayo de friccion se realiz6 con multiples repeticiones en presencia de las diferentes muestras
sometidas a prueba. Para cada medicion, el tapdn superior se colocé sobre el tapdn inferior y después de un
intervalo de permanencia de varios segundos, se midi6 el coeficiente de friccién. Para cualquier par dado de
tapones, se realizaron no menos de 10 mediciones independientes, girandose los tapones antes de cada prueba
posterior para proporcionar condiciones similares en todas las repeticiones.

El coeficiente de friccidén estatica se determin6 en condiciones triboldgicas especificas de carga aplicada, velocidad
de deslizamiento, tiempo de permanencia y temperatura, tal como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1: Condiciones experimentales del modelo de cartilago sobre cartilago:

Carga Normal 30N
Velocidad de deslizamiento 1 mm s-1
Tiempo de permanencia (duracion de carga antes de iniciar el deslizamiento) 5s

Distancia de deslizamiento 5mm
Temperatura lubricante de 32a34 C

Mediciones calorimétricas diferencial de barrido (DSC)

Para la determinacién de la Tm de los diferentes sistemas liposomales, las muestras se sometieron a barrido usando
MicroCal™ VP-DSC GE HealthcareLifeSciences (Uppsala, Suecia, ahora propiedad de Malvern R.U.). Muestras de
MLV en HB y de una composicién farmacéutica que comprende liposomas y manitol, a una concentracién de
fosfolipidos aproximadamente 20 mM, con HB o HB con manitol en la celda de referencia, se sometieron a barrido
en el intervalo entre 10°y 75 °C, a la velocidad de calentamiento de 1 °C/min. Cada muestra estudiada se someti6 a
barrido tres veces a la misma velocidad, aumentando la temperatura desde 10 °C hasta 75 °C (barrido 1),
disminuyendo la temperatura desde 75 °C hasta 10 °C (barrido 2) y aumentando de nuevo la temperatura desde
10 °C hasta 75 °C (barrido 3). El procesamiento de los datos calorimétricos se realiz6 mediante el software
Origin® 7.0. Ton y Toft de la transicion de fase principal se determinaron extrapolando una linea recta para definir el
intervalo de temperatura de la transicion de fase principal. Para el sistema F1, se realiz6 un andlisis adicional
mediante el modelo de ajuste: MN2State debido a un “hombro” amplio en el pico 2.

Ejemplo 1-Efecto del agente de tonicidad sobre las propiedades de lubricacion de la composicion farmacéutica
liposomal

La lubricacion de cartilago por la composicién farmacéutica que comprende un agente de tonicidad y liposoma se
evaludé usando un modelo ex vivo de cartilago sobre cartilago. El modelo ex vivo de cartilago sobre cartilago ofrece
un sistema experimental para someter a prueba el efecto relativo de las preparaciones de biolubricantes sobre el
coeficiente de friccion estatica. Este tipo de medicion puede ser indicativo de la capacidad de diferentes lubricantes
para reducir el coeficiente de friccion del cartilago. El modelo ex vivo de cartilago sobre cartilago utiliza un aparato
donde se permite que dos tapones de cartilago humano fijos se deslicen uno sobre el otro mientras se sumergen en
diferentes disoluciones lubricantes. El aparato permite la medicion de la friccién estatica entre las dos muestras de
cartilago [Merkher Y y col. “A rational human joint friction test using a human cartilage-on-cartilage.”Tribology Letters
(2006): 29-36]. Este modelo se ha usado en el pasado para comparar el coeficiente de friccion de diferentes
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composiciones liposomales [Sivan S . “Liposomes act as effective biolubricants for friction reduction in human
synovial joints.”Langmuir (2010): 1107-16].

El presente experimento se disefidé para determinar las propiedades relativas de lubricacién de las formulaciones
liposomales que comprenden un agente de tonicidad, tal como se refleja en las mediciones del coeficiente de friccion
estatica y compararlas con la formulacion liposomal hipoténica. La tabla 2 presenta las composiciones
farmacéuticas, que se sometieron a prueba. La combinacion liposomal elegida fue DMPC/DPPC con una razén en
porcentaje en moles de 45:55.

Tabla 2: Composiciones liposomales hipotonicas e isotonicas

Formulacién n.° Fosfolipidos (razén en porcentaje en moles) Agente de tonicidad Medio fluido
1 DMPC/DPPC (45 : 55) - Tampédn de histidina
2 DMPC/DPPC (45 : 55) Glicerol Tampon de histidina
3 DMPC/DPPC (45 : 55) Manitol Tampén de histidina
4 DMPC/DPPC (45 : 55) NaCl Tampédn de histidina

No se reivindican glicerol y NaCl, pero se ejemplifican en el presente documento para fines comparativos. Las
composiciones liposomales comprendian 183 mg de DPPC y 136 mg de DMPC dispersados en 3 ml de tampdn de
histidina (HB) 10 mM pH 6,5. Las composiciones liposomales que comprenden el tampén de histidina 10 mM tenian
una osmolaridad de aproximadamente 50 mOsm (tabla 3). Por consiguiente, para aumentar la osmolaridad al nivel
isotonico de aproximadamente 300 mOsm, la concentracion del agente de tonicidad debe ajustarse para
proporcionar aproximadamente un soluto 250 mM.

Se afadié manitol en la cantidad de 120 mg (el 4 % en peso o 40 mg/ml) para formar una composicion isoténica. Se
anadio glicerol en la cantidad de 61 mg (el 2% en peso o 20 mg/ml). Se anadié cloruro de sodio en la cantidad de
21 mg.

La tabla 3 resume las propiedades fisicoquimicas de las diferentes composiciones liposomales. Las composiciones
liposomales se prepararon con tres agentes de tonicidad diferentes, cada uno tiene una contribucion igual a la
osmolalidad total de la preparacion. La isotonicidad de estas preparaciones fue de aproximadamente 300 mOsm. Se
realizé una comparacién entre los agentes de tonicidad iénicos (NaCl) y no iénicos (manitol y glicerol). También se
sometié a prueba una composicién liposomal hipotdnica sin un agente de tonicidad (menos de 50 mOsm). El efecto
del agente de tonicidad en la capacidad de lubricacién de la composicién liposomal se evalué usando la
configuracién del modelo de cartilago sobre cartilago, tal como se describe en Materiales y métodos.

Tabla 3: Propiedades fisicoquimicas de las composiciones liposomales.

Formulaciones isotdnicas

Tampén Manitol Glicerol NaCl
pH 6,6 6,4 6,4 6,4
Osmolalidad (mOsm) 49 307 299 289
Tamano de particula por volumen (um) 5,8 4.4 3,8 45
Tamano de particula por area superficial (um) 3,4 2,8 29 3,2
Tamano de particula por nimero (um) 1,3 1,5 1,7 1,8
DMPC de ensayo (mM) 66,4 67,5 70,2 69,6
DPPC de ensayo (mM) 81,7 82,1 84,7 83,3
Concentracién de fosfolipidos (mM) 148 150 155 153
Razo6n de porcentaje en moles DMPC/DPPC 55,2/44.8 45,1/54,9 45,3/54,7 45,5/54,5
Liso-miristoilfosfatidilcolina (%) NMT* 0,5 ND** ND ND
Liso-palmitoilfosfatidilcolina (%) NMT 0,5 ND ND ND
Acido miristico (%) 0,27 ND ND ND
Acido palmitico (%) 0,27 0,06 0,04 ND
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Formulaciones isoténicas
Tampén Manitol Glicerol NaCl
Impurezas totales LT*** 0,2 0,06 0,04 ND

“NMT-No més de
“ ND-No detectado
“ LT-menor que

La tabla 4 presenta resultados preliminares de coeficientes de friccion estatica promedio obtenidos en el
experimento. La precision de las repeticiones de mediciones es similar entre todas las formulaciones sometidas a
prueba, tal como se refleja en la DE relativa.

Tabla 4: Propiedades de lubricacion de las composiciones liposomales.

Formulacién Tampén Glicerol Manitol NaCl
Numero de repeticiones 53 55 56 50

Prom. Coeficiente de friccién estéatica 0,093 0,075 0,064 0,098
D.E. 0,025 0,020 0,022 0,026

No se reivindican glicerol y NaCl, pero se ejemplifican en el presente documento para fines comparativos. La
comparacioén de las formulaciones revel6 que la preparacion que contenia manitol presenté el coeficiente de friccion
estatica mas bajo en comparacion con otras formulaciones isoténicas. El coeficiente de friccion estatica mas bajo
indica que la formulaciéon de manitol posee propiedades de lubricacién mas altas. Sorprendentemente, se encontrd
que el coeficiente de friccidon estatica obtenido cuando se usa la formulaciéon de manitol era de aproximadamente un
30 % menor que cuando se usé la composicién liposomal hipoténica sin un agente de tonicidad. La formulacién de
glicerol también proporcioné una mejor lubricacion (un coeficiente de friccidén estatica promedio aproximadamente un
20 % inferior en comparacién con la formulaciéon hipoténica). Por el contrario, la adicién de la tonicidad ionica al
agente de composicion liposomal no mejor6 la capacidad de lubricacién del mismo.

Ejemplo 2-Efecto del agente de tonicidad sobre las propiedades termotrépicas de las composiciones farmacéuticas
liposomales

El presente experimento se disefid para determinar si la adicién de un agente de tonicidad afecta al comportamiento
termotropico y los parametros termodinamicos de la composicion liposomal, incluyendo el intervalo de la transicion
de fase SO-LD (Ton—Toft), Tp, Tm, T12y AH. Ton y Toit representan la temperatura a la que se inici6 la transicion de la
fase SO-LD y se termin6 durante los barridos de calentamiento, Tp y Tm representan la temperatura a la que se
produce el cambio maximo en la capacidad calorifica durante la pretransicién (Tp) y transicion principal (Tm), T12
representa el intervalo de temperatura (anchura) a media altura de la endoterma que representa el cambio de
entalpia durante la transicién de fase SO-LD y AH es el area bajo la curva que representa el cambio total en la
entalpia durante la transicion de fase SO-LD.

Se eligieron dos tipos de composiciones liposomales, cada uno se sometié a prueba con y sin manitol (como agente
de tonicidad). Las composiciones liposomales sometidas a prueba se presentan en la tabla 5.

Tabla 5: Composiciones liposomales hipotonicas e isotonicas

Fosfolipidos (razén de porcentaje en moles (cuando sea aplicable) Agente de tonicidad Medio fluido
DMPC/DPPC (45 : 55) - Tampodn de histidina
DMPC/DPPC (45 : 55) Manitol Tampén de histidina
1,2-dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (C15) - Tampén de histidina
1,2-dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (C15) Manitol Tampodn de histidina

Las composiciones liposomales de DMPC/ DPPC comprendian 183 mg de DPPC y 136 mg de DMPC dispersados
en 3 ml de tampdn de histidina (HB) 10 mM pH 6,5. La composicion liposomal C15 comprendia 212 mg (70,6 mg/ml)
de fosfolipidos. Se afiadié manitol en la cantidad de 120 mg (el 4 % en peso) para formar composiciones isotonicas.
La tabla 6 resume las propiedades fisicoquimicas de las diferentes composiciones liposomales.

Tabla 6: Propiedades fisicoquimicas de las composiciones liposomales.
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Agente de o lalidad de MLV Distribucion del tamafio por volumen
- ici smolalidad de

Fosfolipido tonicidad | pC totales (mM) (mOsm) Prom. Media |Mediana (um) |D.E.

(um)
DMPC/DPPC - 105 34 2,7 2,18 1,73
DMPC/DPPC manitol 91 288 4,24 2,70 4,61
C15 - 102,7 28 3,97 2,59 3,96
C15 manitol 99,3 272 3,1 2,61 1,96

Para la determinacién del comportamiento termotrépico y los parametros termodinamicos (Ton—Toff, Tm, T1/2, AH) de
los diferentes sistemas, las muestras se sometieron a barrido usando MicroCalTM VP-DSC (GE
HealthcareLifeSciences, Uppsala, Suecia). El procesamiento de los datos calorimétricos se realiz6 mediante el
software Origin® 7.0. La forma en que se determiné el intervalo Ton—Tott s describe en Materiales y métodos.

La tabla 7 presenta la caracterizacién termotropica de las composiciones liposomales sometidas a prueba evaluadas
a partir de los barridos de DSC

Tabla 7: Caracterizacion termotrépica de las composiciones liposomales.

Agente de Caracterizacién termotropica
tonicidad : "y - o
Fosfolipido Pico 1 (pretransicién) Pico 2 (transicién de fase)
Ton Toft Tp T2 AH Ton Toff Tm T2 AH
(°C) | (°C) | (C) | (C) | (cal/mol) | (°C) | (°C) | (C) | (°C) | (cal/mol)
DMPC/DPPC - 17,8 | 24,7 | 21,0 | 2,2 1030,5 | 30,44 | 35,19 | 33,6 | 3,5 9782,1
DMPC/DPPC manitol 176 | 245 (21,0 | 2,5 962,7 30,49 | 35,42 | 33,7 | 3,3 10707,7
C15 - 21,7 | 27,3 | 246 | 2.2 1316,9 | 33,03 | 35,16 | 34,3 | 1,3 6716,9
C15 manitol 20,5 | 27,0 | 245 | 25 1009,1 | 32,66 35,29 | 344 | 1,5 6081,3

Los resultados resumidos en la tabla 7 y las figuras 1 y 2 indican la falta de efecto del manitol sobre el
comportamiento termotropico de la razéon en moles de MLV DMPC/DPPC 45/55 y del 100 % en moles de C15 MLV.

Ejemplo 3-Temperaturas de transicion de fase de las combinaciones liposomales

El presente estudio se configuré para evaluar el comportamiento termotropico y los parametros termodinamicos de
diversas composiciones liposomales y, en particular, encontrar combinaciones liposomales que tengan temperaturas
de transicion de fase en el intervalo de 20 °C a 39 °C. Dado que la adiciéon de manitol no afecta al comportamiento
termotropico de los liposomas (tal como se mostré en el ejemplo 2), las temperaturas de transicién de fase de las
diversas composiciones liposomales sometidas a prueba en el presente estudio deberian ser similares a las de las
composiciones isotdnicas correspondientes.

Las composiciones liposomales sometidas a prueba se presentan en la tabla 8.

Tabla 8: Composiciones de liposomas

Sistema Fosfolipidos (% en moles) Tampoén Tm esperada
DMPC DPPC DSPC C15 D-eritro C16

Al 0 100 - - - HB 41 °C

B1 10 90 - - - HB <41 °C
C1 25 75 - - - HB <<41 °C
D1 45 55 - - - HB ~34 °C
F1 75 - 25 - - HB <<55 °C
G1 45 - - 55 - HB <<35°C
H1 25 - - 75 - HB <35 °C
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Sistema Fosfolipidos (% en moles) Tampén Tm esperada
DMPC DPPC DSPC C15 D-eritro C16
A2 - - - - 100 HB ~41 °C
B2 10 - - - 90 HB <41 °C
c2 25 - - - 75 HB <41 °C
D2 75 - - - 25 HB <<41 °C
E2 90 - - - 10 HB <<41 °C
F2 100 - - - - HB ~24 °C
G2 - - - 100 - HB ~34 °C

Los diferentes sistemas de MLV se caracterizaron para determinar la distribucion de tamafio, la osmolalidad y las
concentraciones totales de PC. Los resultados se resumen en las tablas 9-12.

Tabla 9: Propiedades fisicoquimicas de MLV de diferentes mezclas DPPC:DMPC

Razon de PC del sistema (% en moles) | PC totales Osmolalidad de Distribucién del tamafio por volumen
(mM) MLV (mOsm) Prom. Media | Mediana (um) | D.E.
(um)

A1 DPPC 100 93 31 3,12 2,4 2,38

B1 DMPC/DPPC 10/90 111 29 3,10 2,34 2,31
C1 DMPC /25/75 107 27 3,92 2,64 4,03
D1 DDMPC/DPPC 45/55 105 34 2,7 2,18 1,73
F2 DMPC 100 136,5 32 2,93 1,87 3,02

Basandose en los resultados de la osmolalidad descritos en esta tabla, el nivel de etanol es inferior al 0,1 % para
todos los sistemas de MLV. Basandose en el coeficiente de reparto liposoma/agua, la mayoria de ellos esta en la
fase acuosa.

Tabla 10: Propiedades fisicoquimicas de MLV de mezcla DSPC:DMPC

Razén de PC del sistema (% en moles) | PC totales Osmolalidad de Distribucion del tamafo por volumen
(mM) MLV (mOsm) Prom. Media | Mediana (um) |D.E.
(um)
F1 DMPC/DSPC 75/25 69 50 3,72 3 2,77

Basandose en los resultados de la osmolalidad descritos en esta tabla, el nivel de etanol es inferior al 0,2 %.
Basandose en el coeficiente de reparto liposoma/agua, la mayoria de ellos esta en la fase acuosa. Esta MLV
representa una pérdida de lipidos importante que se produjo durante la eliminacion del etanol.

Tabla 11: Propiedades fisicoquimicas de MLV de diferentes mezclas C15:DMPC

Razon de PC del sistema | PC totales (mM) Osmolalidad de MLV Distribucion del tamafio por volumen
(% en moles) (mGsm) Prom. Media | Mediana (um) | D.E.
(Hm)
G2 PC(15:0) 100 102,7 28 3,97 2,59 3,96
G1 DMPC/PC15 45/55 103 40 4,57 3,44 3,84
H1 DMPC/PC15 25/75 97 34 3,06 2,16 2,38

Basandose en los resultados de la osmolalidad descritos en esta tabla, el nivel de etanol es inferior al 0,1 % para
todos los sistemas de MLV. Basandose en el coeficiente de reparto liposoma/agua, la mayoria de ellos esta en la
fase acuosa.
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Tabla 12: Propiedades fisicoquimicas de MLV de diferentes mezclas de DMPC/D-eritro C16

Razo6n de PC del sistema (% en moles)

A2 D-eritro C16 100

B2 DMPC / D-eritro C16 10/90
C2 DMPC / D-eritro C16 25/75

D2 DMPC/C16 D-eritro C-16 75/25

E2 DMPC / D-eritro C16 10/90

F2 DMPC 100

PC totales (mM)

53,9
76,6
85,7
90,4
56,6
136,5

20
20
21
24
22
32

Prom. Media

(Hm)
4,04

3,31
3,37
2,67

3,7
2,93

Mediana
(Hm)
2,66

2,27
2,31
2,05
3,03
1,87

Osmolalidad de | Distribucion del tamafo por volumen
MLV (mOsm)

D.E.

4,38
3,25
3,18
1,83
2,5
3,02

Basandose en los resultados de la osmolalidad descritos en esta tabla, el nivel de etanol es inferior al 0,1 % para
todos los sistemas de MLV. Basandose en el coeficiente de reparto liposoma/agua, la mayoria de ellos esta en la

fase acuosa.

Se evalu6 el comportamiento termotropico y los parametros termodinamicos de las combinaciones liposomales tal
como se describe en el ejemplo 2 y en Materiales y métodos. La tabla 13 resume los resultados de la caracterizacién
termotropica de las combinaciones liposomales sometidas a prueba y la figura 3 muestra el intervalo de temperatura de
transicion de la fase SO-LD de MLV de diferentes mezclas de fosfolipidos evaluadas a partir de los barridos de DSC.

Tabla 13: Caracterizacion termotrdpica de MLV de las diferentes mezclas evaluadas a partir de los barridos de DSC

Caracterizacion termotrépica

Razén de PC Pico 1 (pretransicién) Pico 2 (transicion de fase)
(% en moles) Ton Toft Tp T2 AH Ton Toff Tm T2 AH
(°c) | (°¢) | () | (C) | (cal/mol) | (C) (°c) | (¢) | (C) | (cal/mol)
Mezclas DPPC:DMPC
DPPC (100) 323 | 373 | 349 | 22 | 19835 | 40,44 | 4245 | 418 | 13 | 79937
DM('jg//gDOF;PC 283 | 338 | 308 | 29 | 16662 | 37,77 | 40,91 | 400 | 19 | 99824
D'V'(Fz’g//%F;PC 226 | 298 | 258 | 32 | 14293 | 34,24 | 3823 | 374 | 28 | 103630
DM(Zg//?SF;PC 17,8 | 247 | 21,0 | 22 | 10305 | 3044 | 3519 | 336 | 35 | 97821
DMPC (100) 11,4 | 164 | 140 | 1,0 683,7 | 23724 | 2524 | 244 | 1,1 5394,7
Mezcla DSPC:DMPC
DMPC/DSPC 11,4 | 17,4 | 142 | 40 | 3695 | 2467 | 346 | 271 | 27 | 101999
(75/25)
Mezclas C15:DMPC
C15 (100) 217 | 273 | 246 | 22 | 13169 | 3303 | 3516 | 343 | 13 | 67169
DMPC/C15 (45/55) | 15,9 | 21,0 | 181 1,7 | 1059,7 | 28,03 | 3028 | 294 | 13 | 77677
DMPC/C15 (25/75) | 17,9 | 22,9 | 204 | 1.2 851,1 30,35 | 32,12 | 31,3 | 12 | 71075
Mezclas de D-eritro C16/DMPC
SPM (100) 302 | 388 | 339 | 08 9415 | 4114 | 4324 | 418 | 1,0 | 79670
D-eritro
C16/DMPG (90/10) | 325 | 360 | 338 | 07 2002 | 38,36 | 41,91 | 39,7 | 22 | 75037
D-eritro
C16/DMPC (75/25) | 223 | 258 | 238 | 05 97,5 347 | 39,77 | 365 | 3,1 6758,1
D-eritro
C16/DMPC (25/75) | 139 | 191 | 166 | 29 126,9 | 30,91 | 36,19 | 321 | 32 | 73045
D-eritro
C16/DMPC (10/90) | 114 | 148 | 130 | 13 2339 | 2668 | 29,72 | 275 | 1,7 | 75920
DMPC (100) 114 | 164 | 140 | 10 6837 | 2324 | 2524 | 244 | 11 5394,7

Puede observarse que diversas combinaciones liposomales, que incluyen, por ejemplo, DMPC/DPPC (25/75),
DMPC/DPPC (45/55), DMPC/DSPC (75/25), DMPC/C15 (45/55), DMPC/C15 (25/75), D-eritro C16/DMPC (75/25), D-
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eritro C16//DMPC (25/75), y D-eritro C16/DMPC (10/90) tienen una temperatura de transicion de fase de las
membranas de liposomas en el intervalo de temperatura deseado de 20 °C a 39 °C.

Ejemplo 4-Evaluacién de la composicion liposomal mediante una prueba de abrasion de cartilago de aguja de
fijacién en disco

Las afecciones tribolégicas en la rodilla se simularon in vitro mediante una prueba de aguja de fijacion en disco
usando agujas de fijacion de cartilago porcino deslizando contra discos de CoCrMo. Las pruebas de aguja de fijacion
en disco se llevaron a cabo en una maquina OrthoPOD de AdvancedMechanicalTechnology Inc. (AMTI), Watertown,
MA 02472-4800, EE. UU. La maquina se calent6 por un termostato para asegurar una temperatura de 3713 °C
dentro del liquido. Los recipientes cilindricos se llenaron con 20 ml de liquido de prueba. Las fuerzas aplicadas por
cada brazo de sujecion individual se comprobaron con la aguja de fijacion centrada encima del disco en 3, 10, 30, 50
y 100 N usando un medidor de fuerza de Mecmesin.

Las agujas de fijacién de cartilago se recuperaron de hombros de cerdo. La capsula articular se abrié6 usando un
escalpelo para exponer la superficie del cartilago. Se recogieron al menos diez agujas de fijacion cilindricas usando
un punzén hueco con 5,0 mm de diametro interno. Se eligieron seis agujas de fijacién del mismo animal, con una
longitud apropiada y la menor inclinacion superficial para cada prueba de abrasion de aguja de fijacion en disco.

La capacidad de lubricacién de la composicién farmacéutica de la invencién se evaludé midiendo la pérdida de masa
6sea subcondral y la pérdida de altura después de 12 horas de prueba de desgaste. Se usaron seis agujas de
fijacion de cartilago para cada prueba, mientras que tres agujas de fijacion se retiraron después de 6 horas y las
otras tres agujas de fijacion se sometieron a prueba durante 6 horas adicionales. Ademas de determinar el peso y la
pérdida de masa de las agujas de fijacién, las superficies del cartilago se analizaron mediante un perfilador éptico
antes y después de la prueba. El dispositivo usado fue la interferometria de S neox y el microscopio confocal
(Sensofar, Espana). Para determinar los parametros de rugosidad, se extrajeron mas de 12 perfiles de linea de las
topografias después de la retirada de la forma. Para la ilustracién de la oblicuidad superficial, los perfiles se
extrajeron de las mediciones confocales de 5 x en la direccién norte-sur como posicionamiento de las agujas de
fijacion con el nivel mas alto orientado hacia sur. Para mayor claridad, estos perfiles se suavizaron y se cambiaron
usando Kaleidagraph 4.0.

La composicién a base de liposomas que comprende manitol (formulaciéon n.° 3 de la tabla 2) se sometié a prueba en la
prueba de desgaste. Esta composicion se compard con un liquido que contenia proteinas, que contenia 30 g/l de
proteinas séricas de ternero, EDTA y NaNs, tal como se usa para la prueba de simulador de cadera (norma ISO 14242-1).

Resultados
Prueba de desgaste

Las pruebas de agujas de fijacion en disco dentro de liquido que contiene proteinas revelaron el desgaste de los
cartilagos. La pérdida de masa promedio de las agujas de fijacién aumenté desde 22 mg después de 6 horas hasta
26 mg después de 12 horas de ensayo. El aumento de la pérdida de altura promedio de las agujas de fijacién fue
mas pronunciado con 0,6 mm después de 6 horas y 1,1 mm después de 12 horas de desgaste. Los perfiles
extraidos (figura 4) muestran que después de 6 horas de desgaste, las superficies de cartilago se habian aplanado.
Parte del material de cartilago se desplazé a un lado y formé una protuberancia externa que sélo se unio sin apretar
a la aguja de fijacion inicial. Por tanto, la pérdida de masa real se subestimd a medida que se determinaron los
pesos, incluyendo la protuberancia unida. Después de 12 horas de desgaste, las tres agujas de fijacién restantes
mostraron areas donde el cartilago se habia desgastado y donde aparecié hueso subcondral (figura 4 y figuras 5A,
5B).

Las agujas de fijacion de cartilago en la composicion liposomal (formulacién n.° 3) mostraron signos de abrasion
después de la retirada. La pérdida de masa promedio de las agujas de fijacién fue de 14 mg después de 6 horas de
desgaste y permanecié a ese nivel durante 6 horas adicionales de desgaste. La pérdida de altura fue de
aproximadamente 0,3 a 0,4 mm para los dos puntos de tiempo. Después de 6 horas de desgaste, las superficies de
cartilago se habian aplanado (figura 6 y figuras 7A, 7B) y el material de cartilago formaba una protuberancia
alrededor del centro. Después de 12 horas de desgaste, las superficies de cartilago de las agujas de fijacion
restantes todavia estaban intactas y no mostraron areas con hueso subcondral que aparece (figuras 8A, 8B).

Las agujas de fijacion de cartilago en liquido con proteinas mostraron el aspecto del hueso subcondral después de
12 horas de prueba de desgaste a diferencia de las agujas de fijacién en la composicion liposomal donde el cartilago
permanecio intacto durante toda la prueba. El desgaste parecia lento en la composicion liposomal ya que no se
observo pérdida de masa o pérdida de altura adicional entre 6 y 12 horas

Los resultados de desgaste se ilustran adicionalmente en las figuras 9A (pérdida de masa) y 9B (pérdida de altura).

La comparacion de los dos liquidos mostré que la composicion liposomal condujo a una menor pérdida de masa y
altura de las agujas de fijacion de cartilago.
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Mediciones de rugosidad

Los parametros de rugosidad se determinaron a partir de una serie de perfiles extraidos basandose en las
mediciones de interferometria con el objetivo DI 10 x. Las mediciones se tomaron en la parte central de la aguja de
fijacion, bien dentro de la superficie de contacto. Las figuras 10A y 10B muestran perfiles a modo de ejemplo
después de la retirada del plano subyacente.

Los parametros de rugosidad seleccionados Ra, Rk, Rpk y Rvk se muestran en la figura 11. Para las pruebas de
desgaste en el liquido a base de proteinas, pudo observarse un aumento altamente significativo de estos parametros
debido al desgaste 2 (p<0,01). Por ejemplo, la rugosidad promedio Ra aumenté desde 0,5 +0,2 um en t = 0 hasta 1,6
+0,4 um para las agujas de fijacion desgastadas y la rugosidad del nucleo Rk desde 1,4 +0,5 um hasta 4,5 £1,1 um.
Para la prueba de desgaste en la composicién liposomal, se observd un aumento menor pero significativo de los
parametros de rugosidad con la excepcion de Rpk (p>0,2). La rugosidad promedio Ra aument6 desde 0,4 +0,2 um
hasta 0,8 £0,3 um y la rugosidad del nucleo Rk desde 0,9 +0,4 um hasta 2,4 +0,8 um.

Los expertos en la técnica apreciardn que la presente invencion no esta limitada por lo que se ha mostrado y
descrito en particular anteriormente en el presente documento. Por tanto, la invenciéon no debe considerarse como
restringida a las realizaciones particularmente descritas, y el alcance y el concepto de la invencidén se entenderan
mas facilmente con referencia a las reivindicaciones, que siguen.
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REIVINDICACIONES
Una composicion farmacéutica que comprende:

un agente de tonicidad no i6nico, que comprende un poliol que es manitol; y

liposomas que comprenden al menos una membrana que comprende al menos un fosfolipido (PL)
seleccionado de un glicerofosfolipido (GPL), teniendo dicho GPL dos cadenas hidrocarbonadas
C12-C1s, que son iguales o diferentes, y la esfingomielina (SM) que tiene una cadena
hidrocarbonada C12-C1s, en donde la al menos una membrana tiene una temperatura de transicion
de fase en el intervalo de 20 °C a 39 °C;

en donde la composicién farmacéutica esta esencialmente libre de un agente farmacéuticamente
activo adicional.

La composicién segun la reivindicacion 1:

i.) que comprende ademas un medio fluido en donde se suspenden los liposomas, opcionalmente
en donde dicho medio fluido se selecciona de tamp6n y agua, opcionalmente en donde dicho
tampon se selecciona de un tampén de histidina y solucién salina tamponada con fosfato;

ii.) en donde el manitol esta presente en la composicién farmacéutica en un porcentaje en peso
que oscila entre el 0,1 % (p/p) y el 7 % (p/p);

iii.) que tiene una osmolalidad en el intervalo de desde 200 hasta 600 mOsm opcionalmente que
tiene una osmolalidad de 300 mOsm, y/o;

iv.) que tiene un pH de 5-8

La composicion segun la reivindicacion 1, en donde la razon en peso entre los liposomas y el manitol oscila
entre 6:1y 2:1.

La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde:

i.) dichos liposomas son vesiculas multilaminares (MLV);

ii.) dicho GPL comprende dos cadenas de acilo C14, Ci5, C16 0 Cis, y/0;

iii.) al menos una de dichas cadenas hidrocarbonadas es una cadena hidrocarbonada saturada
opcionalmente en donde las dos cadenas hidrocarbonadas estan saturadas.

La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho PL es una fosfatidilcolina
(PC).

La composicidon segun la reivindicacion 5, en donde dicha al menos una membrana comprende 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC).

La composicién segun la reivindicacion 6, en donde dicha al menos una membrana comprende ademas una
PC seleccionada del grupo que consiste en 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-
dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (C15), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), y una SM
que tiene una cadena hidrocarbonada C1s (D-eritro C16).

La composicién segun la reivindicaciéon 7, en donde:

i.) el porcentaje molar de DMPC en la al menos una membrana oscila entre el 10 % y el 75 %;

ii.) dicha al menos una membrana comprende DMPC y DPPC, opcionalmente en donde la razén
en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DPPC esta en el intervalo de 25:75 a 70:30,
opcionalmente en donde la razén en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DPPC es de
45:55;

iii.) dicha al menos una membrana comprende DMPC y C15, opcionalmente en donde la razén en
porcentaje en moles de DMPC con respecto a C15 esta en el intervalo de 25:75 a 45:55;

iv.) dicha al menos una membrana comprende DMPC y DSPC, opcionalmente en donde la razén
en porcentaje en moles de DMPC con respecto a DSPC es de 75:25; y/o

v.) dicha al menos una membrana comprende DMPC y D-eritro C16, opcionalmente en donde la
razon en porcentaje en moles de DMPC con respecto a D-eritro C16 esta en el intervalo de 10:90 a
25:75.

La composicién segun la reivindicacion 5, en donde dicha al menos una membrana comprende C15.
La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde:

i.) la concentracién total de PL oscila entre 50 y 300 mM;
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ii.) los fosfolipidos estan presentes en la composicion farmacéutica en un porcentaje en peso que
oscila entre el 0,5 % (p/p) y el 30 % (p/p) del peso total de la composicion farmacéutica;

iii.) los liposomas tienen un diametro medio de entre 0,5 umy 10 um;

iv.) la al menos una membrana tiene la temperatura de transicién de fase de 30 °C a 35 °C;

v.) la temperatura de articulacion esta en el intervalo de 1-15 °C por encima de dicha temperatura
de transicion de fase; y/o

vi.) esté esencialmente libre de acido hialurénico.

La composicion segun la reivindicacion 1, que comprende liposomas de MLV cuyas membranas consisten
en DMPC y DPPC; manitol; y tampon de histidina, en donde la DMPC esta presente en la composicion
farmacéutica en un porcentaje en peso que oscila entre el 1 % (p/p) y el 10 % (p/p), la DPPC esta presente
en un porcentaje en peso que oscila entre el 2% (p/p) y el 12 % (p/p), y el manitol esta presente en un
porcentaje en peso que oscila entre el 1% (p/p) y el 7% (p/p), del peso total de la composicion
farmacéutica.

La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde:

i.) una unidad de dosificacién de la composicién farmacéutica comprende desde 20 mg hasta
350 mg de manitol y desde 50 mg hasta 1000 mg de fosfolipidos:

ii.) estando en forma de una composicion farmacéutica parenteral que comprende una suspensién de
liposomas; y/o

iii.) la composicidn esta en una forma adecuada para la administracién seleccionada del grupo que
consiste en inyeccion intraarticular, administracion artroscépica y administracion quirdrgica.

La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso en el tratamiento, manejo
0 prevencion de un trastorno o afeccion articular o sintomas que surgen de los mismos, o para prevenir el
desgaste articular, opcionalmente en donde dicho trastorno o afeccidon articular se selecciona del grupo que
consiste en artritis, artrosis, artrosis en pacientes con artritis reumatoide, lesion articular traumatica,
articulacién bloqueada, lesién deportiva, lesion traumatica hacia artrosis (OA), articulacién después de
artrocentesis, cirugia artroscopica, cirugia abierta de articulacion, atroplastia y artritis psoriasica.

La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, para su uso en la reduccion del dolor
de la articulacion de la rodilla en pacientes con artrosis.

Una composicion farmacéutica que comprende:

un agente de tonicidad no i6nico, que comprende un poliol que es manitol; y

liposomas que comprenden al menos una membrana que comprende al menos un fosfolipido (PL)
seleccionado de un glicerofosfolipido (GPL), teniendo dicho GPL dos cadenas hidrocarbonadas C12-
C18, que son iguales o diferentes, y la esfingomielina (SM) que tiene una cadena hidrocarbonada
C12-C18, en donde la al menos una membrana tiene una temperatura de transicién de fase en el
intervalo de 20 °C a 39 °C;

estando la composicion farmacéutica esencialmente libre de un agente farmacéuticamente activo
adicional,

para su uso en el tratamiento del dolor o la irritacion en una articulacion de un sujeto que tiene un
trastorno articular, en donde la articulacion tiene una temperatura de articulacion que esta por
encima de la temperatura de transicién de fase.
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