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ES 2972523 T3

DESCRIPCION
Composicion para el tratamiento del disco intervertebral
CAMPO TECNICO

La presente invencién se refiere a una composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco
intervertebral.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Una columna vertebral es un esqueleto columnar que tiene una serie de vértebras, que proporciona soporte para el tronco
y la cabeza. Las vértebras estan unidas entre si por un disco intervertebral. Un disco intervertebral es un tejido avascular
en forma de disco estructurado para tener un anillo fibroso que rodea un nucleo pulposo en el centro y también provisto
de placas terminales por encima y por debajo. El nlcleo pulposo del disco intervertebral es una estructura gelatinosa de
gran elasticidad y alto contenido en agua, formada por células del nucleo pulposo y una matriz extracelular, que sirve de
amortiguador para absorber la fuerza ejercida entre los cuerpos vertebrales. El anillo fibroso esta formado por laminas de
fibrocartilago y capas de coldgeno que lo rodean, y limita el movimiento de rotacién entre los cuerpos vertebrales. Las
placas terminales son tejido cartilaginoso hialino que conecta fuertemente el disco intervertebral con el cuerpo vertebral.

El ndcleo pulposo en el centro del disco intervertebral tiene una composicion distintiva en comparacién con el anillo fibroso,
las placas terminales y otros tejidos cartilaginosos. En concreto, la matriz extracelular del nucleo pulposo se compone
principalmente de agua (70-90%; disminuye con la edad), colageno de tipo Il (20% del peso seco) y proteoglicanos (50%
del peso seco), y se caracteriza por tener una mayor proporcién de proteoglicanos que de colageno en comparaciéon con
otros tejidos cartilaginosos tal como las placas terminales y el cartilago articular (documento no patentado 1). Mientras
tanto, la matriz extracelular de otros tejidos cartilaginosos, tal como el cartilago articular, tiene una proporcién mas elevada
de colageno que de proteoglicanos. La funcidén del disco intervertebral como amortiguador debe mucho a su rico contenido
en agua. Un contenido tan rico en agua se mantiene principalmente porque los glicosaminoglicanos unidos a las proteinas
del ntcleo de los proteoglicanos estan cargados negativamente y, por tanto, atraen el agua. También se divulga que la
estructura y el tamafio de los proteoglicanos existentes en el disco intervertebral difieren de los proteoglicanos existentes
en el cartilago articular, y que estas diferencias eran particularmente significativas para los proteoglicanos del nucleo
pulposo (Documento no patente 2).

El nucleo pulposo, el anillo fibroso y las placas terminales de un disco intervertebral tienen estructuras y funciones
diferentes, y son mantenidos respectivamente por grupos celulares con fenotipos distintos. Las células que existen en el
nlcleo pulposo son redondas y producen una matriz rica en proteoglicanos. Las células existentes en el anillo fibroso
estan incrustadas en una matriz de fibras de coldgeno. Estas células del disco intervertebral tienen fenotipos distintos y
también se ha informado recientemente de que son fenotipicamente diferentes de los condrocitos articulares (Documento
no patente 1).

Un disco intervertebral puede degenerarse o lesionarse debido al envejecimiento, traumatismos, enfermedades o
similares. La degeneracion del disco intervertebral se refiere a un estado donde el nUmero de células, el contenido de
agua, la matriz extracelular (colageno de tipo Il, agrecano, etc.) y similares disminuyen en el disco intervertebral, lo que
puede progresar de tal manera que el disco intervertebral ya no pueda realizar la funcién de amortiguador. La
degeneracion y la lesién del disco intervertebral son especificamente la hernia discal, la discopatia, la espondilolistesis
degenerativa, la discitis piégena, la espondilosis deformante, la estenosis del canal espinal, las lesiones del disco
intervertebral debidas a traumatismos y similares. Por ejemplo, en un caso de hernia discal, la deformacion o fisura del
anillo fibroso que envuelve el nlcleo pulposo constituye una hernia que sobresale fuera del disco intervertebral, donde el
nlcleo pulposo que sobresale ejerce presidn sobre el nervio espinal, causando dolor, pérdida de sensibilidad o similares.

La nucleotomia (reseccién) intervertebral es uno de los tratamientos para la hernia discal, cuya eficacia se ha confirmado
hasta cierto punto. Sin embargo, se sabe que una nucleotomia intervertebral (reseccién) a veces termina en el progreso
de los cambios degenerativos del disco intervertebral, ya que el sitio quirirgico no se trata después de la nucleotomia
intervertebral. Cuando se extirpa una parte del ntcleo pulposo mediante nucleotomia intervertebral, se forma una cavidad
en el lugar del nucleo pulposo (en lo sucesivo, también denominada "parte defectuosa"). Dado que el nucleo pulposo tiene
poca capacidad de autorreparacién y regeneracion, es probable que la cavidad del nucleo pulposo también sea
fisicamente débil. Ademas, células similares a fibroblastos pueden acumularse en la parte de la cavidad para formar un
tejido con caracteristicas dinamicas diferentes de las intrinsecas al nucleo pulposo original. Por lo tanto, la tasa de
recurrencia de la hernia después de la nucleotomia intervertebral es alta. Se dice que la tasa de recurrencia en los 5 afios
siguientes a la nucleotomia intervertebral es de aproximadamente el 4-15%, pero los datos recientes a largo plazo
muestran que mas de la mitad de los casos se asocian a recurrencia después de 10 afios. Mientras que la recurrencia de
la hernia requiere otra intervencién quirdrgica, los nervios raquideos estan incrustados en el tejido cicatricial creado tras
la primera intervencién vy, por tanto, seria dificil averiguar la ubicacién del nervio espinal. Aunque pueda confirmarse la
localizacién del nervio espinal, la gruesa y dura cicatriz dificultaria enormemente la separacién del nervio espinal del tejido
circundante. Se requeriria una técnica extremadamente dificil para otra cirugia. Por consiguiente, es necesario establecer
un procedimiento quirdrgico que no se asocie con la reaparicién de hernia y cicatrices tras la nucleotomia intervertebral.
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Como un intento de tratar una enfermedad de disco intervertebral, por ejemplo, se ha propuesto un procedimiento
terapéutico para introducir un material electrolitico polimérico (material polielectrolitico) en un espacio de un disco
intervertebral sin retirar el nucleo pulposo o el anillo fibroso, donde el alginato se incluye como uno de los muchos ejemplos
especificos de los electrolitos poliméricos (Documento de patente 1). Ademés, se ha propuesto un procedimiento para
mejorar la funcién de un disco intervertebral que comprende la inyeccién de un material protector del cartilago, como el
glicosaminoglicano, en un lugar necesitado, en donde se incluye un derivado anfipético del alginato de sodio como uno
de los muchos ejemplos especificos del material protector del cartilago (Documento de patente 2). También se divulga un
dispositivo para inyectar un antiacido en un disco intervertebral (Documento de patente 3). Ademés de la inyeccidén de un
antiadcido, puede utilizarse opcionalmente para inyectar un relleno de disco intervertebral, donde el alginato reticulado con
calcio o bario se incluye como uno de los muchos ejemplos especificos de relleno (Documento de patente 3). En estos
documentos, sin embargo, el alginato se incluye simplemente como uno de los muchos ejemplos especificos, y no se
describe ningun procedimiento o ejemplo especifico para utilizar el alginato.

Ademas, se han considerado hidrogeles de alginato o similares como material para rellenar el ntcleo pulposo. En el uso
de hidrogeles de alginato o similares como material de relleno del nlcleo pulposo, su resistencia mecanica ha sido un
problema. Por lo tanto, se ha recomendado un material que pueda mantener su forma durante cierto tiempo cuando se
utiliza in vivo y seria bueno que tuviera una dureza elevada (Documentos de no patente 3-9).

Asi, se ha propuesto el uso de un alginato para la regeneracién de un cartilago de, por ejemplo, una articulacién, una
pared tor4cica, un disco intervertebral o un menisco (documentos de patente 4-5).

DOCUMENTOS DEL ESTADO DE LA TECNICA

Documentos de patentes

Documento de patente 1. Memoria descriptiva de Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU No.
2007/0150060

Documento de patente 2: Memoria descriptiva de Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU No.
2003/0069639

Documento de patente 3: Memoria descriptiva de Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU No.
2009/0082719

Documento de patente 4: Publicacién de Patente Internacional No. 2008/102855

Documento de patente 5: Publicacién de Patente Internacional No. 2013/027854

Documentos de no patente

Documento de no patente 1: Journal of Anatomy (2012) 221, p. 480-496

Documento de no patente 2: Journal of Orthopaedic Research (1989) 7, p.146-151

Documento de no patente 3: Cloyd et al, Eur Spine J (2007) 16, p.1892-1898 divulga la formacién y las pruebas
mecénicas de geles de acido alginico.

Documento de no patente 4: Osteoarthritis and Cartilage (2009) 17, p. 1377-1384

Documento de no patente 5: Journal of the Mechanical Behavior of Biomedical Materials (2014) 29, p.56-67
Documento de no patente 6: Journal of the Mechanical Behavior of Biomedical Materials (2011) 4, p.1196-1205
Documento de no patente 7: Acta Biomateria (2014) 10, p.1646-1662

Documento de no patente 8: Spine J (2013) 13 (3), p.243-262

Documento de no patente 9: Materials Science and Engineering 63 (2016) p.198-210

SUMARIO DE LA INVENCION

Problemas que resuelve la invencién

En las circunstancias descritas anteriormente, el objetivo de la presente invencidn es proporcionar una composicién para
rellenar un ndcleo pulposo de un disco intervertebral, que sea capaz de promover la regeneracidén del nicleo pulposo.
Ademas, el objetivo es proporcionar una composiciéon para el relleno del nicleo pulposo que permita una operaciéon de
relleno relativamente facil con un bajo riesgo de complicaciones como la compresidn en el nervio espinal.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han estudiado la posibilidad de rellenar el nlcleo pulposo con un material biocompatible, como
procedimiento terapéutico para la degeneracién y lesién del disco intervertebral. Hasta ahora, el uso de hidrogeles de un
alginato o similar como material para rellenar el nlcleo pulposo se ha examinado particularmente en este campo
terapéutico con una preocupacién en la resistencia mecanica de los hidrogeles y se ha recomendado para mantener su
forma durante un cierto periodo de tiempo después de su usoin vivo. Por el contrario, los presentes inventores
descubrieron que la regeneracién de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral puede promoverse inyectando una
composicién que contiene un alginato de sodio de baja endotoxina en estado sol en un lugar del nucleo pulposo y poniendo
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en contacto un agente reticulante con una entrada de relleno de la composicién en la superficie del disco intervertebral
con el fin de curar una parte de la composicién para evitar fugas, suprimiendo asi la degeneracion del nicleo pulposo del
disco intervertebral y aumentando la proporcién de células positivas de coldgeno de tipo Il favorables para la regeneracion
del nucleo pulposo. Ademas, descubrieron que también se puede suprimir la degeneraciéon de todo el tejido del disco
intervertebral, incluido el anillo fibroso. Los presentes inventores llevaron a cabo otros estudios basados en tales hallazgos,
logrando asi la presente invencién.

Asi pues, la presente invencién es la siguiente.

[1] Una composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral que comprende
una sal metalica monovalente de acido alginico de baja endotoxina, que debe aplicarse a un sitio del nucleo
pulposo de un sujeto, que se cura poniendo en contacto un agente reticulante con al menos una parte de la
superficie de la composicién aplicada, y que tiene fluidez cuando se aplica al sitio del nucleo pulposo.

[2] La composicién para su uso en el nlcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con [1], en donde la
composicion se aplica al nucleo pulposo a través de una entrada de relleno de composicién en la superficie del
disco intervertebral, y se cura poniendo en contacto un agente reticulante con la entrada de relleno de
composicién en la superficie del disco intervertebral.

[3] La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno
de los anteriores [1]-[2], en donde la composicién se cura parcialmente después de aplicarse al nucleo pulposo.
[4] La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno
cualquiera de los anteriores [1]-[3], en donde el curado parcial de la composicién en el lugar del nlcleo pulposo
puede determinarse por comparacién con un procedimiento in vitro, en donde al menos el 50% del volumen de
la composicién en un tubo de ensayo de 6 mm de diametro no esta gelificado cuando se puede succionar con
una jeringa con una aguja de 21G después de llenar el tubo de ensayo con 500 pl de un alginato de sodio de
baja endotoxina y un agente reticulante empleando el mismo procedimiento y proporcidn para utilizar el agente
reticulante que para el llenado en el sitio del nlcleo pulposo, y dejandolo reposar durante una hora.

[5] La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno
cualquiera de los anteriores [1]-[4], en donde la composicién se va a aplicar al sitio del nacleo pulposo aplicando
la composicién a un sitio defectuoso del nlcleo pulposo formado mediante la extirpacién de al menos una parte
del ndcleo pulposo.

[6] La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno
cualquiera de los anteriores [1]-[5], en donde la viscosidad aparente de la composicién que tiene fluidez es de
500 mPa s a 10.000 mPa s medida en una solucién al 2% con un viscosimetro de placa cénica en condiciones
de 20 °C, la velocidad de rotacién es de 0,5 rpm, y el tiempo de lectura es de 2,5 min de medicién para obtener
como viscosidad aparente el promedio de los valores tomados durante el periodo comprendido entre 0,5y 2,5
min después del inicio de la medicién.

[7] La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno
cualquiera de los anteriores [1]-[6], en donde (i) el peso molecular promedio en peso (peso molecular absoluto)
de la sal metalica monovalente de é&cido alginico de baja endotoxina es 80.000 o mas, medido por un
procedimiento GPC-MALS; y/o (ii) la concentracién de la sal metélica monovalente de acido alginico de baja
endotoxina es de 0,5 pN% a 5 p/v%.

[8] La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno
cualquiera de [1]-[7] anteriores, en donde (i) la composicién no contiene el agente reticulante en una cantidad
que permita el curado de la composicién antes de la aplicacion en el lugar del ntcleo pulposo del sujeto; y/o (ii)
en donde la composicién que tiene fluidez tiene una fluidez que permite la inyeccién con una aguja 21G después
de dejar reposar la composicién a 20 °C durante una hora.

[9] La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno
cualquiera de los anteriores [1]-[8], en donde la composicién no contiene una célula.

[10] La composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con
uno cualquiera de los anteriores [1]{9], en donde el agente reticulante es un compuesto iénico metalico divalente
o de mayor valencia.

[11] La composicidén para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con
uno cualquiera de los anteriores [1]{10], en donde la composicidn se aplica en combinacién con al menos una
seleccionada entre células y un factor para promover el crecimiento de las células; preferentemente las células
se seleccionan de células del nlcleo pulposo, células madre, células estromales, células madre mesenquimales,
células estromales de médula ésea, células ES no humanas y células iPS, y el factor para promover el
crecimiento de las células se selecciona de BMP, FGF, VEGF, HGF, TGF-B, IGF-1, PDGF, proteina morfogenética
derivada del cartilago (CDMP), CSF, EPO, IL, plasma rico en plaquetas (PRP), SOX e IF.

[12] La composicidon a para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con
una cualquiera de [1] a [11] anteriores, en donde la composicién se utiliza para tratar, prevenir o suprimir la
recurrencia de una degeneracién del disco intervertebral y/o una lesién del disco intervertebral, preferentemente,
la degeneracidn del disco intervertebral y/o la lesidén del disco intervertebral es al menos una de las seleccionadas
de hernia discal, discopatia, espondilolistesis degenerativa, discitis piégena, espondilosis deformante, estenosis
del canal espinal y lesién del disco intervertebral.

[13] La composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con
uno cualquiera de los anteriores [1]-[12], en donde la composicién esta en estado seco o0 en estado de solucién
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antes de aplicarse al sitio del nucleo pulposo, preferentemente la sal metalica monovalente de acido alginico de
baja endotoxina en estado seco es un liofilizado.

[14] Un kit para rellenar un nutcleo pulposo de un disco intervertebral, que comprende al menos la composicion
de acuerdo con uno cualquier de [1] a [13] anteriores y un agente reticulante.

[15] Una sal metalica monovalente de baja endotoxina de acido alginico para su uso en el relleno de un nucleo
pulposo de un disco intervertebral, en donde la sal metalica monovalente de baja endotoxina de acido alginico
se aplica a un nucleo pulposo a través de una entrada de relleno de la composicidén en la superficie del disco
intervertebral y se cura poniendo en contacto un agente reticulante con la entrada de relleno en la superficie del
disco intervertebral.

EFECTO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una composiciéon para su uso en el relleno de un nulcleo pulposo de un disco
intervertebral, que es capaz de promover la regeneraciéon del nlcleo pulposo. La composicién para su uso en el relleno
de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidén es capaz de suprimir el cambio degenerativo no
sélo en el nacleo pulposo del disco intervertebral, sino también en todo el tejido del disco intervertebral, incluyendo el
anillo fibroso. Ademas, la composiciéon para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la
presente invencidn tiene un efecto de aumento de la proporcidn de las células similares al cartilago hialino positivas al
colageno de tipo Il en el nlcleo pulposo.

En un aspecto preferente de la presente invencién, una composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de
un disco intervertebral de la presente invencién puede usarse como material para rellenar el nicleo pulposo para tratar,
prevenir o suprimir la recurrencia de una enfermedad relacionada con una degeneracién del disco intervertebral tal como
una hernia discal, y una lesién del disco intervertebral debida a un traumatismo.

Ademas, una composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencion es capaz de inyectarse en estado sélido en un sitio del nucleo pulposo mediante el uso de una jeringa y también
permite el llenado no sélo bajo visién directa, sino también después de una nucleotomia transdérmica (incisiéon de
aproximadamente 5 mm), bajo un microscopio (incisién de aproximadamente 3-4 cm) y bajo un endoscopio (incisién de
aproximadamente 1-2 cm). Por lo tanto, se puede reducir la carga sobre los pacientes y la manipulacién puede ser
relativamente facil.

Ademas, un material convencional para rellenar el nucleo pulposo que esté totalmente gelificado tiene el riesgo de
comprimir y dafiar el nervio espinal si por casualidad sobresale en el canal espinal. Por otra parte, una composicién para
su uso en el relleno de un nacleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién tiene poca preocupacion
acerca de tales complicaciones y por lo tanto es seguro, ya que se gelifica sélo en la superficie.

Una composicidén para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencion es
capaz de prevenir la recurrencia de la hernia y la cicatrizacion después de la nucleotomia intervertebral (reseccién).
Ademas, la aplicacién de la composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la
presente invencién a un nlcleo pulposo de un disco intervertebral que tenga una degeneracién de disco intervertebral y/o
una lesién de disco intervertebral para el tratamiento reduciria la carga sobre un disco intervertebral adyacente al disco
intervertebral tratado, previniendo y/o aliviando asi la degeneracion del disco intervertebral adyacente.

La composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién satisface
una o mas de las ventajas descritas anteriormente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[Figura 1] La Figura 1 muestra los porcentajes de células viables a las 6 y 48 h del inicio de la inanicién de suero.
Grupo A: alginato sddico de baja endotoxina; y Grupo B: alginato sédico de calidad alimentaria.

[Figura 2] La Figura 2 muestra los porcentajes de células apoptéticas a las 6 y 48 h del inicio de la inanicién de
suero. Grupo A: alginato sédico de baja endotoxina; y Grupo B: alginato sédico de calidad alimentaria.

[Figura 3] La Figura 3 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de los tejidos del disco
intervertebral de acuerdo con la clasificacion de Pfirrmann a las cuatro semanas de la intervencién. Un grupo de
control normal, un grupo de sélo succién y grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2).

[Figura 4] La figura 4 es un gréfico que muestra los resultados de la evaluacién de los tejidos del disco
intervertebral de acuerdo con el indice de IRM a las cuatro semanas de la intervencién. Un grupo de sélo
aspiracion y grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2).

[Figura 5] La Figura 5 es un gréafico que muestra los resultados de la evaluacién histolégica de la gravedad de la
degeneracion del disco intervertebral a las cuatro semanas de la intervencién quirargica. Un grupo de control
normal, un grupo de sélo succién y grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2).

[Figura 6] La Figura 6(A) muestra imagenes de especimenes de tejido de disco intervertebral tefiidas a las cuatro
semanas de la intervencién. Un grupo de control normal, un grupo de sélo succidén y un grupo de tratamiento
(Grupo A-2).
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La Figura 6(B) muestra imagenes de especimenes de tejido de disco intervertebral teflidas a las doce semanas
de la intervencién. Un grupo de control normal, un grupo de sélo succién y un grupo de tratamiento (Grupo A-2).
[Figura 7] La Figura 7 es un gréafico que muestra los porcentajes de células positivas al anticuerpo contra el
coladgeno de tipo Il con respecto al nUmero de células en la seccidn de tejido del disco intervertebral a las cuatro
y doce semanas después de la cirugia. Un grupo de control normal, un grupo de sélo succién y un grupo de
tratamiento (Grupo A-2).

[Figura 8] La Figura 8 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de acuerdo con la clasificacién
de Boos modificada a las cuatro semanas de la cirugia de la oveja. Un grupo de control normal, un grupo de
nucleotomia y un grupo de tratamiento. *P<0,05, **P<0,01.

[Figura 9] La Figura 9 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de acuerdo con el indice de
altura del disco a las cuatro semanas de la cirugia de la oveja. Un grupo de control normal, un grupo de
nucleotomia y un grupo de tratamiento. *P<0,05.

[Figura 10] La Figura 10 es un gréafico que muestra los porcentajes de células positivas al anticuerpo contra el
colageno de tipo Il con respecto a las células de las secciones de tejido del disco intervertebral a las cuatro
semanas de la cirugia de la oveja. Un grupo de control normal, un grupo de nucleotomia y un grupo de
tratamiento. *P<0,05.

[Figura 11] La Figura 11 muestra las proporciones de glicosaminoglicano sulfatado (GAG) e hidroxiprolina (HYP)
de los nlcleos pulposos de los discos intervertebrales a las cuatro semanas de la intervencién quirtrgica. Un
grupo de nucleotomia, un grupo de tratamiento, un grupo de control normal y un cartilago articular.

MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION
A continuacién se describira en detalle la presente invencién. La invencién se define en las reivindicaciones.

1. Composicién de la presente invencién

La presente invencién se refiere a una composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco
intervertebral. La composicion de la presente invencién es una composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo
de un disco intervertebral que comprende una sal metalica monovalente de baja endotoxina de &cido alginico, que se
utiliza mediante la aplicacién a un sitio del ntcleo pulposo de un sujeto y parcialmente curado después de la aplicacién y
que tiene fluidez cuando se aplica al sitio del nucleo pulposo (en el presente documento, a veces referido como una
"composicién de la presente invencion").

"Baja endotoxina" y "una sal metélica monovalente del 4cido alginico”" son como se describen a continuacién.

Un "disco intervertebral" es un tejido columnar situado entre las vértebras que forman la columna vertebral. Un disco
intervertebral es un tejido avascular en forma de disco estructurado para tener un anillo fibroso que rodea un nucleo
pulposo en el centro y también provisto de placas terminales por encima y por debajo.

El "nlcleo pulposo” es un tejido gelatinoso situado en el centro del disco intervertebral, que contiene principalmente células
del nlcleo pulposo, una matriz extracelular compuesta principalmente de proteoglicano y colageno de tipo Il, y agua. Se
considera que el ntcleo pulposo tiene poca capacidad de autorreparaciéon/regeneracion.

"Relleno de nucleo pulposo” se refiere al relleno de una parte degenerada, una parte encogida o una parte extirpada de
un nudcleo pulposo degenerado, encogido o extirpado como consecuencia del envejecimiento, un traumatismo, una
infeccién, una operacién quirdrgica al respecto (por ejemplo, una nucleotomia (reseccién) intervertebral). En el presente
documento, el término "reposicién del nlcleo pulposo” se utiliza en el mismo sentido que "relleno del nucleo pulposo", y
una "composicién para rellenar el ntcleo pulposo” de la presente invencidn es sinénimo de una "composicién para reponer
el nicleo pulposo".

Un "sitio del nlcleo pulposo" se refiere a un sitio donde existe un nucleo pulposo, un sitio degenerado o encogido de un
ndcleo pulposo, o una parte defectuosa de un nucleo pulposo formada por la extirpacién de al menos una parte del ntcleo
pulposo, y también incluye una parte periférica del sitio donde existe el nlcleo pulposo.

Por "sujeto" se entiende un ser humano o un ser vivo distinto de un ser humano, por ejemplo, un ave o un mamifero no
humano (por ejemplo, bovino, mono, gato, ratén, rata, cobaya, hamster, cerdo, perro, conejo, oveja y caballo).

"Aplicacion” significa llenar un sitio del nucleo pulposo de un disco intervertebral con una composicién de la presente
invencién en una cantidad suficiente para incrustar una parte degenerada, una parte encogida, una parte extirpada o una
parte defectuosa del sitio del nlcleo pulposo.

La expresion "parcialmente curado"” se refiere a lo descrito a continuacién.
La frase "contener una sal metélica monovalente de baja endotoxina de &cido alginico" significa que la composicién de la

presente invencién contiene una sal metélica monovalente de baja endotoxina de 4cido alginico en una cantidad suficiente
para regenerar el sitio del nlicleo pulposo aplicado.
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La frase "tener fluidez" significa lo que se describe a continuacién.

Una "degeneracién del disco intervertebral y/o lesion del disco intervertebral”, y un "tratamiento, prevencion o supresién
de la recurrencia" significan lo que se describe a continuacién.

La composicién de la presente invencién puede proporcionarse en estado de solucién utilizando un disolvente, o en estado
seco como liofilizado (en particular, polvo liofilizado). Si la composicién de la presente invencién se suministra en estado
seco, debe utilizarse en un estado con fluidez, tal como un estado de solucién, utilizando un disolvente en el momento de
la aplicacién. El disolvente no esta particularmente limitado siempre que pueda aplicarse a un cuerpo vivo, y puede ser,
por ejemplo, agua inyectable, agua purificada, agua destilada, agua de intercambio idnico (o agua desionizada), agua
Milli-Q, solucién salina fisiolégica y solucién salina fisioldgica tamponada con fosfato (PBS). Preferentemente, se trata de
agua inyectable, agua destilada o solucién salina fisiolégica que puede utilizarse para tratar a un ser humano y a un
animal.

2. Sal metalica monovalente del acido alginico

La "sal metalica monovalente del acido alginico" es una sal soluble en agua formada por intercambio inico entre un &tomo
de hidrégeno del acido carboxilico en la posicién 6 del acido alginico y un ion metalico monovalente tal como Na* o K*.
Aunque entre los ejemplos especificos de sales metalicas monovalentes del acido alginico se incluyen el alginato de sodio
y el alginato de potasio, es particularmente preferible el alginato de sodio que se puede adquirir como producto comercial.
Una solucidén de una sal metélica monovalente de acido alginico forma un gel cuando se mezcla con un agente reticulante.

El "acido alginico" utilizado en la presente invencidn es un polisacarido biodegradable de alto peso molecular que es un
polimero obtenido por polimerizacién lineal de dos tipos de &cidos urénicos en forma de &cido D-manurénico (M) y acido
L-glurénico (G). Mas concretamente, el acido alginico es un copolimero en bloque en donde se enlazan arbitrariamente
una fraccién homopolimera de acido D-manurénico (fraccion MM), una fraccidn homopolimera de acido L-glurénico
(fraccidn GG) y una fraccién en donde el 4cido D-manurénico y el acido L-glurénico estan dispuestos aleatoriamente
(fraccién MG). La proporcién compuesta entre el acido D-manurénico y el acido L-glurdnico del acido alginico (proporcion
M/G) varia principalmente de acuerdo con el tipo de alga u otro organismo que sirva como origen de la misma, se ve
afectada por el habitat y la estacién de dicho organismo, y se extiende en un amplio intervalo que va desde un tipo G alto
que tiene una proporcidn M/G de aproximadamente 0,4 hasta un tipo M alto que tiene una proporcién M/G de
aproximadamente 5.

Aunque una sal metélica monovalente de acido alginico es un polisacarido de alto peso molecular y es dificil determinar
con precisién el peso molecular del mismo, tiene un peso molecular medio generalmente en un intervalo de 10.000-
10.000.000, preferentemente 20.000-8.000.000 y mas preferentemente 50.000-5.000,000, ya que un peso molecular
demasiado bajo da lugar a una viscosidad baja, por lo que la adhesidn al tejido que rodea el lugar de aplicacién puede
debilitarse, y un peso molecular demasiado alto dificulta la produccién, disminuye la solubilidad, dificulta la manipulacién
debido a una viscosidad demasiado alta en estado de solucién, dificulta el mantenimiento de las propiedades fisicas
durante la conservacién a largo plazo. En el presente documento, los intervalos numéricos expresados con "-/to"
representan cada uno un intervalo que incluye los valores numéricos que preceden y siguen a "-/t0" como valores minimo
y maximo, respectivamente.

Mientras tanto, se sabe que se producen diferencias en los valores de acuerdo con el procedimiento de medicidén en la
medicién de los pesos moleculares de sustancias de alto peso molecular derivadas de un origen natural. Por ejemplo, un
peso molecular promedio en peso medido por cromatografia de permeacioén en gel (GPC) o cromatografia de filtracion en
gel (que también se denominan colectivamente cromatografia de exclusién por tamafio) es preferentemente 100.000 o
més y més preferentemente 500.000 o mas, mientras que preferentemente 5.000.000 o menos y méas preferentemente
3.000.000 o menos, de acuerdo con los efectos mostrados en los ejemplos de la presente invencién. El intervalo preferible
es de 100.000 a 5.000.000, y més preferentemente de 500.000 a 3.500.000.

Ademas, puede medirse un peso molecular promedio ponderado absoluto, por ejemplo, mediante un procedimiento GPC-
MALS que emplea una combinacién de cromatografia de permeacién en gel (GPC) y un detector de dispersién de luz
multidngulo (Dispersiéon de Luz Multiangulo: MALS). EI peso molecular promedio en peso (peso molecular absoluto)
medido por el procedimiento GPC-MALS es preferentemente 10.000 o mas, mas preferentemente 80.000 o mas y aun
més preferentemente 90.000 o mas, mientras que preferentemente 1.000.000 o menos, més preferentemente 800.000 o
menos, aln més preferentemente 700.000 o menos y particularmente preferentemente 500.000 0 menos, de acuerdo con
los efectos mostrados en los ejemplos de la presente invencidn. El intervalo preferible es de 10.000 a 1.000.000, mas
preferentemente de 80.000 a 800.000, aun mas preferentemente de 90.000 a 700.000, y particularmente preferentemente
de 90.000 a 500.000.

Cuando se calcula el peso molecular de un polisacarido de alto peso molecular mediante el procedimiento descrito
anteriormente, normalmente existe la posibilidad de un error de medicién del 10 al 20%. Por ejemplo, un peso molecular
de 400.000 puede fluctuar dentro del intervalo de 320.000 a 480.000, un peso molecular de 500.000 puede fluctuar dentro
del intervalo de 400.000 a 600.000, y un peso molecular de 1.000.000 puede fluctuar dentro del intervalo de 800.000 a
1.200.000.
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El peso molecular de una sal metélica monovalente del acido alginico puede medirse de acuerdo con un procedimiento
comun. Las condiciones tipicas para la medicién del peso molecular mediante cromatografia de permeacién en gel son
las descritas en los ejemplos del presente documento. Por ejemplo, se puede usar GMPW-XL x 2 + G2500PW-XI, (7,8
mm D.l. x 300 mm) como columnas, se puede usar una solucién acuosa de nitrato de sodio 200 mM como eluyente y se
puede utilizar pululano como patrén de peso molecular.

Las condiciones tipicas para la medicién del peso molecular mediante GPC-MALS son las descritas en los ejemplos del
presente documento. Por ejemplo, pueden utilizarse como detectores un detector Rl y un detector de dispersién de luz
(MALS).

Aunque una sal metélica monovalente de acido alginico tiene un gran peso molecular y una viscosidad relativamente alta
cuando se extrae originalmente de algas pardas, el peso molecular se reduce y la viscosidad disminuye en el transcurso
del secado térmico y la purificacién. Mediante la gestion de las condiciones tales como la temperatura durante la
produccién, la seleccidén del alga parda utilizada como materia prima, procedimientos como el fraccionamiento del peso
molecular durante la produccidn, se pueden producir sales metalicas monovalentes de acido alginico con diferentes pesos
moleculares. Ademés, puede mezclarse con una sal metalica monovalente de acido alginico de otro lote que tenga
diferente peso molecular o viscosidad, a fin de obtener una sal metélica monovalente de acido alginico que tenga un peso
molecular de interés.

Una sal metélica monovalente de &cido alginico utilizada con la presente invencidén es preferentemente una solucién
obtenida disolviendo una sal metalica monovalente de &cido alginico en agua MilliQ hasta una concentracién de 1 p/p%,
donde la viscosidad aparente medida con un viscosimetro de placa cénica bajo la condicién de 20 °C es preferentemente
de 40 mPa-s a 800 mPa-s y mas preferentemente de 50 mPa-s a 600 mPa-s. Las condiciones para medir la viscosidad
aparente se ajustan preferentemente a las descritas a continuacién. En el presente documento, la "viscosidad aparente”
puede denominarse simplemente "viscosidad".

Aunque el acido alginico utilizado en la presente invencién puede ser de origen natural o sintético, se deriva
preferentemente de un origen natural. Algunos ejemplos de é&cidos alginicos naturales son los extraidos de las algas
pardas. Aunque las algas pardas que contienen &cido alginico ocupan un lugar destacado en las costas marinas de todo
el mundo, las algas que realmente pueden utilizarse como materia prima del acido alginico son limitadas, y los ejemplos
tipicos de las mismas incluyen Lessonia, que se encuentra en Sudamérica, Macrocystis, que se encuentra en
Norteamérica, Laminaria y Ascophyllum, que se encuentran en Europa, y Durvillea, que se encuentra en Australia.
Ejemplos de algas pardas que sirven como materia prima del acido alginico son el género Lessonia,
el género Macrocystis, el género Laminaria, el género Ascophyllum, el género Durvillea, el género Eiseniay el
género Eckionia.

3. Tratamiento de reduccién de endotoxinas

La sal metalica monovalente de &cido alginico utilizada en la presente invencién es una sal metélica monovalente de &cido
alginico de baja endotoxina. Por endotoxina baja se entiende aquella cuyo nivel de endotoxina se ha reducido
sustancialmente hasta un punto que no induce inflamacién ni fiebre. Mas preferentemente, la sal metalica monovalente
de un acido alginico se somete preferentemente a un tratamiento de reduccién de endotoxinas.

El tratamiento de reduccidén de endotoxinas puede llevarse a cabo mediante un procedimiento conocido o un
procedimiento que lo cumpla. Por ejemplo, este tratamiento puede llevarse a cabo mediante el procedimiento de Suga et
al. que implica la purificacién del hialuronato sédico (véase, por ejemplo, Solicitud de Patente Japonesa Abierta No. H9-
324001), el procedimiento de Yoshida et al. que implica la purificacién de 01,3-glucano (véase, por ejemplo, Solicitud de
Patente Japonesa Abierta No. H8-269102), el procedimiento de William et al. que implica la purificacién de un biopolimero
como el alginato o la goma gellan (véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente Japonesa Publicada No 2002-530440 de
la Publicacién Internacional PCT), el procedimiento de James et al. que implica la purificacién del polisacarido (véase, por
ejemplo, el documento WO 93/13136), el procedimiento de Lewis et al. (véase, por ejemplo, Patente de EE. UU. No.
5,589,591), el procedimiento de Hermanfranck et al. que implica la purificacién del alginato (véase, por ejemplo, Appl.
Microbiol. Biotechnol. (1994), 40:638-643) o un procedimiento que se ajuste a ella. El tratamiento de reduccién de
endotoxinas divulgado en la presente solicitud no se limita a estos procedimientos, sino que puede llevarse a cabo
mediante un procedimiento conocido, tal como la limpieza, la purificacién mediante filtracién con filtro (filtro de eliminacién
de endotoxinas o filtro de electrificacién), ultrafiltracién o una columna (tal como una columna de afinidad de adsorcién de
endotoxinas, columna de filtracién en gel o columna de intercambio i6nico), adsorcién a una sustancia hidréfoba, resina o
carbén activado, tratamiento con disolventes organicos (tal como extraccién con un disolvente organico o precipitaciéon o
deposicién por adicién de disolvente organico), tratamiento con tensioactivos (véase, por ejemplo, Solicitud de patente
Japonesa abierta No. 2005-036036) o una combinacién adecuada de los mismos. Un procedimiento conocido, tal como
la separacion centrifuga, puede combinarse adecuadamente con estas etapas de tratamiento. El tratamiento de reduccidn
de endotoxinas se selecciona preferentemente de acuerdo con el tipo de &cido alginico.

El nivel de endotoxina puede confirmarse mediante un procedimiento conocido, y puede medirse utilizando un
procedimiento conocido, tal como el procedimiento que utiliza el reactivo de Limulus (LAL) o el conjunto Endospecy (marca
registrada) ES-24S (Seikagaku Corporation).
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Aunque no existen limitaciones particulares en el procedimiento de tratamiento de endotoxinas del acido alginico
contenido en la composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencién, el contenido de endotoxina de la sal metélica monovalente de acido alginico en el caso de medir la endotoxina
utilizando un reactivo de limulus (LAL) es preferentemente 500 unidades de endotoxina (UE))g o menos, mas
preferentemente 100 UE/g 0 menos, ain mas preferentemente 50 UE/g o menos y particularmente preferentemente 30
UE/g o menos como resultado del mismo. El alginato de sodio que se ha sometido a un tratamiento de reduccién de
endotoxinas puede adquirirse en forma de productos comerciales tal como Sea Matrix (marca registrada) (Mochida
Pharmaceutical), PRONOVA™ UP LVG (FMC BioPolymer) o similares.

4. Preparacién de una solucién de sal metalica monovalente de &cido alginico

[0051 ] La composicidn para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién
puede prepararse utilizando una solucién de una sal metalica monovalente de acido alginico. La solucién de una sal
metélica monovalente de acido alginico puede prepararse mediante un procedimiento conocido o que se ajuste al mismo.
Es decir, la sal metalica monovalente del acido alginico para su uso en la presente invencién puede producirse mediante
un procedimiento conocido, tal como un procedimiento acido o un procedimiento célcico, utilizando las algas pardas
descritas anteriormente. Més concretamente, tras la extraccién de estas algas pardas utilizando una solucién acuosa
alcalina, tal como una solucién acuosa de carbonato sédico, por ejemplo, se puede obtener acido alginico afiadiendo un
acido (tal como acido clorhidrico o acido sulfarico), y se puede obtener una sal de acido alginico mediante intercambio
i6nico del acido alginico. El tratamiento de reduccién de endotoxinas se lleva a cabo como se ha descrito anteriormente.
No hay limitaciones particulares en cuanto al disolvente de la sal metélica monovalente del 4cido alginico siempre que
sea un disolvente que pueda aplicarse in vivo, y ejemplos de tales disolventes incluyen agua purificada, agua destilada,
agua de intercambio iénico, agua Milli-Q, solucién salina fisiolégica y solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Estos
se esterilizan preferentemente y se someten preferentemente a un tratamiento de reduccién de endotoxinas. Por ejemplo,
puede utilizarse agua Milli-Q después de esterilizarla por filtracion.

Cuando la composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién
se proporciona en un estado seco como un liofilizado, el disolvente descrito anteriormente se puede utilizar para prepararlo
en una solucién que tenga fluidez. Ademas, todas las operaciones de obtenciéon de la composiciéon para su uso en el
relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién se realizan preferentemente en un entorno
con un bajo nivel de endotoxinas y un bajo nivel bacteriano. Por ejemplo, las operaciones se realizan preferentemente en
un banco limpio utilizando herramientas esterilizadas. Las herramientas utilizadas pueden tratarse con un agente de
eliminacidén de endotoxinas disponible en el mercado.

5. Viscosidad aparente de la composicién de la presente invencién

Las composiciones para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién
estan en un estado liquido que tiene fluidez, es decir, un estado de solucién. La composicién de la presente invencion
tiene fluidez cuando se aplica al sitio del nlcleo pulposo. En un aspecto de la presente invencidn, la composicién para su
uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién preferentemente tiene una
fluidez que permite la inyeccién con una aguja 21G después de una hora de reposo a 20 °C. Aunque la viscosidad aparente
de la composicion de la presente invencién en este aspecto no estd particularmente limitada siempre que pueda
conseguirse el efecto de la presente invencién, es preferentemente 10 mPa-s 0 mas, mas preferentemente 100 mPa's o
més, aln més preferentemente 200 mPa-s o mas y particularmente preferentemente 500 mPa's o més ya que una
viscosidad demasiado baja debilitaria la adhesién al tejido que rodea el sitio aplicado. También es preferentemente de
50.000 mPa-s o menos, més preferentemente de 20.000 mPa-s 0 menos y aln més preferentemente de 10.000 mPa's o
menos, ya que una viscosidad aparente demasiado alta deterioraria la propiedad de manipulacién. Una viscosidad
aparente de 20.000 mPa-s o inferior facilitaria la aplicacién con jeringa. Sin embargo, la aplicacién también es posible,
aunque la viscosidad aparente sea de 20.000 mPa-s o més, utilizando una herramienta de llenado a presién o eléctrica u
otros medios. La composicidén para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencién esta preferentemente en un intervalo de 10 mPa-s a 50.000 mPa-s, méas preferentemente de 100 mPa's a
30.000 mPa's, aln mas preferentemente de 200 mPa-s a 20.000 mPa's, aln mas preferentemente de 500 mPa's a
20.000 mPa-s, y particularmente preferentemente de 700 mPa-s a 20.000 mPa-s. En otro aspecto preferible, puede ser
de 500 mPa-s a 10.000 mPa's, o de 2.000 mPa-s a 10.000 mPa-s. Las composiciones para su uso en el relleno de un
nlcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién tienen una viscosidad que también permite la aplicacién
a un sujeto con una jeringa.

La viscosidad aparente de una composiciéon que contiene una sal metalica monovalente de &cido alginico, por ejemplo,
una solucién acuosa de acido alginico, puede medirse de acuerdo con un procedimiento comudn. Por ejemplo, puede
utilizarse un viscosimetro rotacional coaxial de doble cilindro, un viscosimetro rotacional de un solo cilindro (viscosimetro
Brookfield), un viscosimetro rotacional de placa cénica (viscosimetro de placa cénica) o similares para la medicién de
acuerdo con el procedimiento del viscosimetro rotacional. Es preferible seguir el procedimiento de medicién de la
viscosidad de la Farmacopea Japonesa (162 edicién). De acuerdo con la presente invencién, la medicién de la viscosidad
se lleva a cabo preferentemente bajo la condicién de 20 °C. Como se describira méas adelante, si la composicién para su
uso en el llenado de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién contiene algo que no se puede
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disolver en el disolvente, tal como células, la viscosidad aparente de la composicién es preferentemente una viscosidad
aparente libre de células con el fin de llevar a cabo una medicién precisa de la viscosidad.

De acuerdo con la presente invencién, una viscosidad aparente de una composicién para su uso en el relleno de un ndcleo
pulposo de un disco intervertebral que contiene una sal metéalica monovalente de acido alginico se mide particularmente
con un viscosimetro de placa cénica. Por ejemplo, una medicién tiene lugar preferentemente en las siguientes condiciones
de medicién. Se prepara una solucién de muestra con agua MilliQ. La temperatura de medicidn es de 20 °C. La velocidad
de rotacidn del viscosimetro de placa cénica es de 1 rpm para medir una solucién al 1% de la sal metalica monovalente
del acido alginico, 0,5 rpm para medir una solucién al 2%, que puede determinarse asi sucesivamente. Para la solucién
al 1% de la sal metalica monovalente del 4cido alginico, el tiempo de lectura es de 2 minutos de medicidén para obtener el
promedio de los valores tomados durante el periodo comprendido entre 1 y 2 minutos después del inicio de dicha medicion;
y para la solucién al 2%, el tiempo de lectura es de 2,5 minutos de medicién para obtener el promedio de los valores
tomados durante el periodo comprendido entre 0,5 y 2,5 minutos después del inicio de dicha medicién. El valor de ensayo
es un valor promedio de tres mediciones.

La viscosidad aparente de la composicién para su uso en el relleno de un ntcleo pulposo de un disco intervertebral de la
presente invencién puede ajustarse, por ejemplo, controlando la concentracién, el peso molecular, la proporciéon M/G de
la sal metalica monovalente del acido alginico.

La viscosidad aparente de la solucidén de sal metalica monovalente de é&cido alginico se vuelve alta cuando la
concentracion de la sal metélica monovalente de acido alginico en la solucién es alta, mientras que la viscosidad se vuelve
baja cuando la concentracién es baja. Ademas, la viscosidad aumenta cuando el peso molecular de la sal metalica
monovalente del 4cido alginico es grande, mientras que la viscosidad disminuye cuando el peso molecular es pequefio.

Dado que la viscosidad aparente de una soluciéon de sal metélica monovalente de &cido alginico se ve afectada por la
proporcién M/G, por ejemplo, puede seleccionarse adecuadamente un acido alginico que tenga una proporcién M/G mas
preferible para la viscosidad de la solucién o similar. La proporcion M/G del &cido alginico utilizado con la presente
invencién es de aproximadamente 0,1 a 5,0, preferentemente de aproximadamente 0,1 a 4,0 y mas preferentemente de
aproximadamente 0,2 a 3,5.

Como se ha descrito anteriormente, dado que la proporcién M/G viene determinada principalmente por la especie del
alga, la especie del alga parda utilizada como materia prima afecta a la viscosidad de la solucién de sal metalica
monovalente de acido alginico. El 4cido alginico utilizado con la presente invencidn se deriva preferentemente de un alga
parda del género Lessonia, del género Macrycystis, del género Laminaria, del género Ascophyllumy del
género Durvillea, mas preferentemente de un alga parda del género Lessonia, y particularmente preferentemente
derivado de Lessonia nigrescens.

6. Preparacién de la composicidén de la presente invencién

La composicidén para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidén se
caracteriza por contener una sal metalica monovalente de &cido alginico de baja endotoxina como ingrediente activo. Los
presentes inventores descubrieron por primera vez que cuando se utiliza una sal metélica monovalente de acido alginico
de baja endotoxina para rellenar un sitio del nacleo pulposo de un cuerpo vivo, la sal metalica monovalente de acido
alginico per se ejerce un efecto para regenerar o tratar el tejido del nicleo pulposo. "Contenida como ingrediente activo”
significa que la sal metalica monovalente de acido alginico de baja endotoxina estd contenida en una cantidad eficaz para
regenerar o tratar el tejido del nicleo pulposo cuando se aplica al lugar afectado, que es al menos, preferentemente 0,1
p/V% o mas, mas preferentemente 0,5 p//% o més y alin mas preferentemente 1 p/v% de toda la composiciéon. Aunque
una concentracién preferible de la sal metalica monovalente del 4cido alginico en la composicién de la presente invencién
no puede determinarse incondicionalmente porque se ve afectada por el peso molecular, es preferentemente de 0,5 p/V%
a 5 piv%, mas preferentemente de 1 p/v% a 5 p/v%, aln mas preferentemente de 1 pN% a 3 pN% y particularmente
preferentemente de 1,5 p/v% a 2,5 p/v%. Ademés, en otro aspecto, la concentracién de la sal metalica monovalente del
acido alginico en la composiciéon de la presente invencién puede ser preferentemente de 0,5 p/p% a 5 p/p%, mas
preferentemente de 1 p/p% a 5 p/p%, aln mas preferentemente de 1 p/p% a 3 p/p% y particularmente preferentemente
de 1,5 p/p% a 2,5 p/p%.

Cuando se utiliza una sal metélica monovalente de acido alginico purificada hasta un nivel preferible de endotoxinas para
producir una composicién como la descrita anteriormente, el contenido de endotoxinas de la composicién suele ser de
500 EU/g o menos, méas preferentemente de 300 EU/g o menos, aln mas preferentemente de 150 EU/g 0 menos y
particularmente preferentemente de 100 EU/g 0 menos.

La composicidn para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencion esta
preferentemente libre de células. En algunos otros aspectos, las composiciones para su uso en el relleno de un nucleo
pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidn utilizan células. Algunos ejemplos de células son las células
del nlcleo pulposo, las células madre, las células estromales, las células madre mesenquimales y las células estromales
de la médula 6sea. Aunque sus fuentes no estan especialmente limitadas, algunos ejemplos son el nlicleo pulposo de un
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disco intervertebral, la médula 6sea, el tejido adiposo y la sangre del cordén umbilical. Las células también incluyen células
ES no humanas y células iPS.

La frase "utilizar células" se refiere a la adicién de células a la composicién de la presente invencidn, en donde las células
se preparan, segln sea necesario, mediante un procedimiento en donde las células de interés se recogen y concentran
a partir de un nucleo pulposo de un disco intervertebral, una médula ésea, un tejido adiposo, una sangre de cordén
umbilical, o un procedimiento en donde las células se cultivan para aumentar la cantidad de las mismas. Especificamente,
las células estan contenidas en la composicién de la presente invencién, por ejemplo, para 1 x 10* células/ml o mas, 1 x
10° células/ml o mas, preferentemente de 1 x 10* células/ml a 1 x 107 células/ml. Las células pueden estar disponibles
en el mercado.

La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién también
puede contener un factor para promover el crecimiento de las células. Algunos ejemplos de estos factores son BMP, FGF,
VEGF, HGF, TGF-B, IGF-1, PDGF, CDMP (proteina morfogenética derivada del cartilago), CSF, EPO, IL, PRP (Plasma
Rico en Plaquetas), SOX e IF. Estos factores pueden producirse mediante un procedimiento de recombinacién o pueden
purificarse a partir de una composicién proteica. En este caso, las composiciones de algunos aspectos de la presente
invencién no contienen estos factores de crecimiento. Sin embargo, incluso en el caso de no contener factor de
crecimiento, la regeneracion del nucleo pulposo es adecuadamente satisfactoria, y la seguridad es mayor que en el caso
de promover agresivamente el crecimiento celular.

La composicién de la presente invencién puede contener factores para suprimir la muerte celular. Ejemplos de un factor
que induce la muerte celular incluyen Caspasa y TNFq, y ejemplos de un factor para suprimirlos incluyen un anticuerpo y
ARNSsi. Dichos factores para suprimir la muerte celular pueden producirse mediante un procedimiento de recombinacién
o pueden purificarse a partir de una composicién proteica. Aqui, las composiciones en algunos aspectos de la presente
invencién no contienen tales factores para suprimir la muerte celular. Sin embargo, incluso en el caso de no contener
factores para suprimir la muerte celular, la regeneracion del nlcleo pulposo es adecuadamente satisfactoria, y la seguridad
es mayor que en el caso de suprimir agresivamente la muerte celular.

Ademas, en un aspecto de la presente invencién, la composicién para su uso en el relleno de un nuicleo pulposo de un
disco intervertebral de la presente invencién no contiene un componente que demuestre accidén farmacolégica sobre un
tejido del nucleo pulposo de un disco intervertebral que no sea una sal metélica monovalente de acido alginico de baja
endotoxina. Una composicién que contiene como ingrediente activo de la misma Unicamente una sal metalica
monovalente de acido alginico de baja endotoxina también es capaz de demostrar efectos adecuados para regenerar o
tratar un nucleo pulposo.

En particular, la composiciéon para su uso en el relleno de un nicleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencién también puede contener componentes utilizados habitualmente en productos farmacéuticos, tal como otros
ingredientes farmacéuticamente activos y estabilizadores, emulsionantes, ajustadores de la presiéon osmética, tampones,
agentes isoténicos, conservantes, analgésicos o colorantes utilizados habitualmente, seglin sea necesario.

7. Curado de la composicién de la presente invencién

La composicidén para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidén se
utiliza de tal manera que se cura parcialmente después de aplicarse al sitio del nucleo pulposo. "Parcialmente curado”
significa poner en contacto un agente reticulante con una parte de la composicién de la presente invencién que tenga
fluidez, de modo que gelifique y solidifique no toda la composicién, sino una parte de la misma en contacto con el agente
reticulante. Preferentemente, el agente reticulante se pone en contacto con al menos una parte de la superficie de la
composicion de la presente invencién que tiene fluidez para curar una parte de la composicidén de la presente invencién.
En algunos aspectos de la presente invencién, "la composicidén esta parcialmente curada después de aplicarse al sitio del
nlcleo pulposo" significa que al menos el 50% del volumen de la composicién en un tubo de ensayo de 6 mm de diametro
no esté gelificado cuando el tubo de ensayo se rellena con 500 pl de un alginato sédico de baja endotoxina y un agente
reticulante empleando el mismo procedimiento y proporcién para utilizar el agente reticulante que los empleados para
rellenar el sitio del nlcleo pulposo, y dejando reposar el resultante durante una hora in vitro de acuerdo con el Ejemplo 4
de la presente especificacién, donde la parte no gelificada puede representarse por succiéon de al menos el 50% del
volumen de la composiciéon en el tubo de ensayo utilizando una jeringa con una aguja 21G. Mientras la composicién
muestre tal propiedad después de rellenarse en el sitio del nucleo pulposo, se considera que la composicién no se
desviaria de la misma incluso cuando se aplique fuerza de compresion desde los lados de la cabeza y la cola del disco
intervertebral después del relleno. "Al menos una parte de la superficie de la composicién" se refiere, por ejemplo, a una
abertura en la superficie del disco intervertebral que conduce al nucleo pulposo, preferentemente, una abertura en la
superficie del disco intervertebral que se utiliza para aplicar la composicién al sitio del nicleo pulposo, es decir, una entrada
para rellenar la composicién. La solidificacién de al menos una parte de la superficie de la composicién mediante
gelificacién puede evitar eficazmente la fuga de la composiciéon del disco intervertebral. Una entrada de llenado de la
composicién en la superficie del disco intervertebral es, por ejemplo, preferentemente una abertura formada en la
superficie del disco intervertebral con una aguja de una jeringa o un bisturi para llenar la composicién, o una abertura en
la superficie del disco intervertebral formada con un bisturi o similar tras la reseccién de la hernia discal. En este aspecto,
un disco intervertebral se refiere preferentemente a un anillo fibroso.
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Preferentemente, la composicidn para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencién no contiene un agente reticulante en una cantidad que resulte en el curado de la composicién antes de la
aplicacién a un sitio del nucleo pulposo de un sujeto. Por lo tanto, la composicién para su uso en el relleno de un nucleo
pulposo de un disco intervertebral de la presente invencion puede contener un agente reticulante en una cantidad que no
resulte en el curado de la composicién incluso después de un cierto periodo de tiempo. En el presente documento, un
cierto periodo de tiempo se refiere, pero no se limita particularmente a, preferentemente aproximadamente de 30 min a
12 h. La frase "no contiene un agente reticulante en una cantidad que resulte en el curado de la composicién" puede
representarse, por ejemplo, porque la composicién es inyectable con una jeringa con una aguja 21G después de
permanecer a 20°C durante una hora. Las composiciones en algunos aspectos de la presente invencidn estén libres de
un agente reticulante.

No existen limitaciones particulares sobre el agente reticulante siempre que sea capaz de solidificar una superficie de una
solucién de una sal metalica monovalente de acido alginico mediante la reticulacién de dicha solucién. Entre los ejemplos
de agente reticulante se incluyen compuestos de iones metalicos divalentes o mas, tales como Ca?*, Mg?*, Ba®* y Sr**, y
reactivos reticulantes que tengan de 2 a 4 grupos amino en una molécula de los mismos. Ejemplos especificos de
compuestos de iones metalicos divalentes o més incluyenCaCl,, MgCl,, CaSO4, BaCly, mientras que ejemplos especificos
de reactivos reticulantes que tienen de 2 a 4 grupos amino en una molécula de los mismos incluyen diaminoalcanos que
opcionalmente tienen un grupo lisilo (-COCH (NH2)-(CH2)4-NH2) en un atomo de nitrégeno, es decir, derivados que forman
grupos lisilamino como resultado de que un diaminoalcano y un grupo amino del mismo estén sustituidos con un grupo
lisilo. Aunque entre sus ejemplos especificos se incluyen el diaminoetano, el diaminopropano y el N-(lisil)-diaminoetano,
la solucidén de CaCl, es particularmente preferible por razones como la facilidad de adquisicién y la resistencia del gel.

El momento de poner en contacto el agente reticulante con la superficie de la composicién para su uso en el relleno de
un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencion es preferentemente después de la aplicacion de la
composicion al sitio del nicleo pulposo. Un procedimiento para poner en contacto un agente reticulante (por ejemplo, un
ion metélico divalente o de mayor valencia) con una parte de la composicién para su uso en el relleno de un nucleo
pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién no esta particularmente limitado y puede ser, por ejemplo, un
procedimiento en donde se aplica una solucién del ion metélico divalente o de mayor valencia a la superficie de la
composicién con una jeringa, o un pulverizador. Por ejemplo, se puede aplicar un agente reticulante de forma continua y
lenta sobre la entrada de composicion-relleno formada en el disco intervertebral, empleando desde varios segundos hasta
mas de 10 s. A continuacién, si es necesario, se puede afiadir un tratamiento para eliminar el agente reticulante que queda
en las proximidades de la entrada de relleno. El agente reticulante puede eliminarse, por ejemplo, lavando la parte aplicada
con una solucién salina fisiolégica.

Preferentemente, la cantidad del agente reticulante utilizado se ajusta adecuadamente teniendo en cuenta la cantidad de
la composicion aplicada, el tamafio de la entrada en la superficie del disco intervertebral para llenar la composicién, o el
tamafio del sitio del nucleo pulposo del disco intervertebral a aplicar. Con el fin de no afectar fuertemente el tejido que
rodea la entrada de composicidn-relleno con el agente reticulante, la cantidad del agente reticulante utilizado se controla
para que no sea demasiado. La cantidad del ion metéalico divalente o de mayor valencia utilizado no esta particularmente
limitada siempre que la superficie de la composicién que contiene la sal metélica monovalente de un acido alginico pueda
solidificarse. Cuando, por ejemplo, se utiliza una solucién de CaCl, 100 mM, la cantidad de solucién de CaCl, utilizada es
preferentemente de aproximadamente 0,3 ml a 5,0 ml, y més preferentemente de aproximadamente 0,5 mla 3,0 ml si el
didmetro de la entrada de relleno en la superficie del disco intervertebral es de aproximadamente 1 mm. Cuando la entrada
de relleno en la superficie del disco intervertebral se forma con un bisturi o similar tras la reseccidén de la hernia discal con
los bordes de aproximadamente 5 mm x 10 mm, la cantidad de solucién de CaCl, 100 mM utilizada es preferentemente
aproximadamente 0,3 mla 10 ml y méas preferentemente aproximadamente 0,5 mla 6,0 ml. La cantidad puede aumentarse
o disminuirse convenientemente mientras se observa el estado de la composicién en el lugar aplicado.

En el caso de que el agente reticulante contenga calcio, se sabe que una mayor concentraciéon de calcio produce una
gelificacién rapida y la formaciéon de un gel mas duro. Sin embargo, puesto que el calcio tiene citotoxicidad, si la
concentracién es demasiado alta, puede tener un riesgo de afectar negativamente a la acciéon de la composicién para su
uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién para regenerar el nlcleo pulposo
de un disco intervertebral. Por lo tanto, en el caso de utilizar una solucién de CaCl, para solidificar la superficie de una
composicién que contiene una sal metalica monovalente de acido alginico, por ejemplo, la concentracién de calcio se
establece preferentemente a 25 mM a 200 mM y més preferentemente a 50 mM a 150 mM.

El agente reticulante que queda en el sitio afladido después de afiadir el agente reticulante a la composicién y dejar
reposar el resultante durante cierto tiempo, se elimina preferentemente por lavado. Si bien el periodo de tiempo durante
el cual se deja reposar la composicidn no esta especialmente limitado, es preferible dejarla reposar durante un minuto o
méas, y mas preferentemente durante 4 minutos o mas, para gelificar la superficie de la composicién. Alternativamente, se
deja reposar preferentemente de 1 a 10 minutos, mas preferentemente de 4 a 10 minutos, de 4 a 7 minutos y alin mas
preferentemente unos 5 minutos. La composicién y el agente reticulante estan preferentemente en contacto durante este
cierto periodo de tiempo, y puede afiadirse adecuadamente un agente reticulante para que la superficie liquida de la
composicién no se seque.

Por ejemplo, las perlas de alginato pueden obtenerse dejando caer una solucién de alginato de sodio en una solucién de
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CaCl, para formar gel. Sin embargo, las perlas de alinato deben aplicarse presionandolas en el lugar de aplicacién y
deben tener un tamafio adecuado para el lugar de aplicacién, lo que resulta técnicamente dificil en la practica clinica real.
Ademas, cuando se utiliza una solucién deCaCl, como agente reticulante, el ion Ca de la superficie de la microesfera
entra en contacto con el tejido circundante, lo que provoca un problema de citotoxicidad del calcio. Por otra parte, la
composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencion en estado
de solucién puede aplicarse facilmente a sitios que tengan cualquier tipo de forma y puede cubrir toda el 4rea del sitio a
aplicar con buena adhesién al tejido circundante. La concentracién de calcio de la parte de la composicién para su uso en
el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién que hace contacto con el tejido
circundante puede mantenerse baja y, por lo tanto, el problema de la citotoxicidad del calcio es pequefio. Dado que la
parte de la composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidn
que entra en contacto con el tejido circundante se ve menos afectada por el agente reticulante, la composicién puede
entrar facilmente en contacto con las células y el tejido del lugar a aplicar. Preferentemente, la composicién para su uso
en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidn se fusiona con el tejido del cuerpo
vivo en el sitio aplicado hasta un nivel imperceptible en aproximadamente 4 semanas después de la aplicacién en el sitio
del nlcleo pulposo, con alta afinidad al cuerpo vivo.

Cuando una parte de la composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la
presente invencién se gelifica con el agente reticulante al aplicar la composicién de la presente invencion al sitio del nucleo
pulposo, la composicién se cura en una parte del sitio afectado y se localiza alli en el estado de estar adherida al tejido
circundante, evitando asi la fuga del sitio del nlcleo pulposo. Ademas, como resultado de adherir la composicién para su
uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencion al tejido circundante, los efectos
de regeneracion del nucleo pulposo de la composicién de la presente invenciéon pueden demostrarse més potentemente.

Cuando el material de relleno que se aplica en el sitio del nlcleo pulposo estaba completamente gelificado y curado como
ejemplo comparativo en los ejemplos de la presente solicitud, se observé un fenémeno en donde el gel curado se desviaba
de la entrada de relleno de la composiciéon en la superficie del disco intervertebral cuando se ejercia una fuerza de
compresién sobre el disco intervertebral desde los lados de la cabeza y la cola. Por otra parte, cuando la composicién
para su uso en el relleno de un nuicleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién en estado de solucién
se utilizé para rellenar el sitio del nucleo pulposo, no hubo desviacién de la entrada de relleno en la superficie del disco
intervertebral incluso cuando se aplic6 fuerza de compresién desde los lados de la cabeza y la cola. Especificamente, el
riesgo de que la composicién de relleno se escape es pequefio incluso contra la compresién al disco intervertebral desde
la direccién vertical cuando la composicién de la presente invencidn se utiliza realmente para rellenar el nicleo pulposo.

Ademas, cuando un gel curado rellena el sitio del nucleo pulposo, el gel curado puede tener el riesgo de sobresalir en el
canal espinal, lo que puede causar una neuropatia grave. Por otra parte, la composicién para su uso en el relleno de un
ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién en estado de solucién apenas se asocia a tal riesgo,
con escaso riesgo de aparicién de complicaciones.

8. Aplicacién de la composicién

La composicién para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidén puede
aplicarse a un sitio del nucleo pulposo de un disco intervertebral de un humano o de un organismo que no sea humano,
por ejemplo, un ave o un mamifero no humano (por ejemplo, bovino, mono, gato, ratén, rata, cobaya, hamster, cerdo,
perro, conejo, oveja o caballo) para promover la regeneracién del nicleo pulposo del mismo.

La composicidn para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencion esta
preferentemente en un estado liquido que tiene fluidez, es decir, en un estado de solucidén. En la presente invencion, la
frase "que tiene fluidez" se refiere a tener una propiedad que hace que la forma de la misma cambie a una forma amorfa,
y no requiere que la forma tenga constantemente la propiedad de fluir a la manera de un liquido, por ejemplo.
Preferentemente, tiene una fluidez que permite que la composicién sea sellada en una jeringa e inyectada en un sitio del
nlcleo pulposo de un disco intervertebral. Ademas, la composicién tiene preferentemente una fluidez que permite
inyectarla en el nucleo pulposo de un disco intervertebral con una jeringa provista de una aguja 14G-26G, mas
preferentemente una aguja 21G, después de dejarla reposar a 20 °C durante una hora. Cuando la composicién para su
uso en el llenado de un nucleo pulposo de un disco intervertebral la presente invencién se proporciona en un estado seco
como un liofilizado, se puede hacer en una composicién para tener la fluidez descrita anteriormente con un disolvente a
la aplicacion.

La composicién de la presente invencidn en estado de solucién puede aplicarse facilmente a un sitio del nucleo pulposo
de un disco intervertebral con una jeringa, una pipeta para gel, una jeringa especializada, un inyector especializado o una
herramienta de llenado. Dado que la aplicacién con jeringa es dificil cuando la viscosidad de la composicién es elevada,
puede utilizarse una jeringa presurizada o eléctrica. Incluso sin jeringa, la aplicacién en una parte defectuosa del nlcleo
pulposo puede realizarse, por ejemplo, con una espétula o un bastoncillo. Cuando se utiliza una jeringa para la inyeccién,
por ejemplo, se emplea preferentemente una aguja 14G-27G o 14G-26G.

Aunque la aplicacién de la composicidn para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la
presente invencion al sitio del nlcleo pulposo no esté particularmente limitada, la composicién se aplica preferentemente
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al sitio del nlcleo pulposo utilizando una jeringa, una herramienta de relleno después de exponer el sitio afectado mediante
un procedimiento quirdrgico conocido bajo visién directa, o bajo un microscopio o un endoscopio. En un aspecto preferible,
una aguja de una herramienta de relleno puede insertarse desde la superficie del anillo fibroso hacia el sitio del nucleo
pulposo para aplicar la composicién para su uso en el relleno de un nulcleo pulposo de un disco intervertebral de la
presente invencion.

Puesto que la composiciéon para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencién esta en estado de solucién, puede adaptarse a un sitio del nicleo pulposo con cualquier forma, incluyendo la
contraccién del nlcleo pulposo y una cavidad o una parte defectuosa del sitio del nucleo pulposo, de tal manera que
puede rellenar toda la contraccién, cavidad o parte defectuosa. El encogimiento del nlcleo pulposo y de la cavidad y la
parte defectuosa del sitio del nlcleo pulposo puede ser el resultado de la degeneracidn o lesién del disco intervertebral o
de la extirpacién o succién de al menos una parte del nucleo pulposo mediante una operacién quirtrgica. Preferentemente,
la composicién de la presente invencién se aplica a una parte defectuosa del ntcleo pulposo que se forma al extirpar al
menos una parte del nlcleo pulposo.

Aunque la extraccién de al menos una parte del nlcleo pulposo no esté particularmente limitada, puede ser, por ejemplo,
una nucleotomia intervertebral realizada bajo visién directa, transdérmica, bajo visién microscépica o endoscépicamente.
Alternativamente, por ejemplo, se puede realizar una incisién de 2 cm a 10 cm en la espalda para extirpar el musculo de
la superficie posterior del elemento posterior de la columna vertebral llamado arco vertebral para resecar el ligamento
entre los arcos vertebrales, confirmar la hernia del nervio y del disco, y extirpar la hernia que presiona el nervio
(procedimiento de Love). Alternativamente, el ntcleo pulposo puede irradiarse con laser para reducir su volumen.

Tras la aplicacién de la composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la
presente invencién al nucleo pulposo, la composicién puede curarse parcialmente con un agente reticulante como se ha
descrito anteriormente.

Si bien la cantidad de la composicién para su uso en el relleno de un nulcleo pulposo de un disco intervertebral de la
presente invencién aplicada no esta particularmente limitada y puede determinarse de acuerdo con el volumen del sitio
aplicado del ntcleo pulposo del sujeto a aplicar, puede ser, por ejemplo, de 0,01 ml a 10 ml, mas preferentemente, de 0,1
ml a 5 mly ain més preferentemente de 0,2 ml a 3 ml. Cuando la composicién se aplica a la parte defectuosa del nucleo
pulposo, se inyecta preferentemente de forma que llene suficientemente el volumen de la parte defectuosa del nucleo
pulposo.

El niUmero de veces y la frecuencia de la aplicacidén de la composicién para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de
un disco intervertebral de la presente invencién puede aumentarse o disminuirse de acuerdo con los sintomas y el efecto.
Por ejemplo, puede tratarse de una aplicacién Unica o de una aplicacién periédica una vez al mes o al afio.
Dado que el acido alginico no existe de forma natural en el organismo de los animales, éstos no poseen una enzima que
lo degrade especificamente. Mientras que un acido alginico puede degradarse gradualmente en el cuerpo de un animal
debido a la hidrélisis general, su degradacién en el cuerpo es mas suave en comparacién con un polimero como el acido
hialurénico. Ademés, dado que no existe ninglin vaso sanguineo en el nucleo pulposo, se espera que el efecto del acido
alginico dure mucho tiempo cuando se rellena dentro del nucleo pulposo.

Incluso cuando la composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencién se proporciona sin las células o factores de crecimiento descritos anteriormente, la composicién de la presente
invencién se puede utilizar en combinacién con las células, factores de crecimiento, factores supresores de la muerte
celular y otros farmacos mencionados a continuacién descritos anteriormente en la aplicacién al sitio del nicleo pulposo.

La composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién ejerce
los efectos de suprimir los cambios degenerativos en todo el tejido del disco intervertebral y el nlicleo pulposo y promover
la regeneracién al aplicarse en el sitio del ncleo pulposo. Por lo tanto, la composicién para su uso en el relleno de un
nlcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién puede utilizarse favorablemente como una composicién
para el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral.

Uno de los aspectos preferibles de la composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral
de la presente invencion es su uso para suprimir la degeneracién de un disco intervertebral, y més preferentemente para
suprimir la degeneracién de un nucleo pulposo de un disco intervertebral. "Degeneracidn de un disco intervertebral o de
un nulcleo pulposo” significa que el nimero de células, el contenido de agua, la matriz extracelular (coladgeno de tipo Il
aggrecan) de un disco intervertebral disminuyen debido al envejecimiento o similares para dar lugar a cambios
morfoldgicos y disfuncién, y, si progresan, el disco intervertebral ya no puede realizar una funcién como amortiguador. En
la presente solicitud, no se requiere necesariamente que la "supresién de la degeneracién" resulte en un estado sin
degeneracién, sino que puede resultar en que el cambio degenerativo se suprima en comparacién con un caso no tratado.

Un aspecto de la composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencién es su uso para regenerar un nucleo pulposo. La regeneracién de un nucleo pulposo tiene como objetivo evitar
la acumulacion de células similares a fibroblastos para regenerar un nicleo pulposo con una elevada proporcién de células
del nucleo pulposo, y pretende regenerar un tejido del ndcleo pulposo rico en colageno de tipo Il y proteoglicano. El término
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regeneracidén de un ndcleo pulposo también comprende suprimir la degeneracién del nlcleo pulposo. Se prefiere que la
composicién que compone el nicleo pulposo regenerado mediante la aplicacion de la composicién para su uso en el
relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién sea preferentemente préxima a la
composicién que compone un nlcleo pulposo normal natural.

Ademas, la composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral puede utilizarse para
tratar, prevenir o suprimir la recurrencia de una degeneracién de disco intervertebral y/o una lesidén de disco intervertebral.
En el presente documento, "tratamiento, prevencién o supresién de la recurrencia" comprende el tratamiento, la
prevencién, la supresién de la recurrencia, la reduccion, la supresion, la mejora, la eliminacién, la reduccién de la tasa de
inicio, el retraso del inicio, la supresién del progreso, el alivio de la gravedad, la reduccién de la tasa de recurrencia, el
retraso de la recurrencia y el alivio de los sintomas clinicos.

Una degeneracién del disco intervertebral y/o una lesién del disco intervertebral es, por ejemplo, al menos una afeccién o
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en hernia discal, discopatia, espondilolistesis degenerativa, discitis
pibgena, espondilosis deformante, estenosis del canal espinal y una lesién del disco intervertebral.

9. Procedimiento terapéutico

Cualquier referencia a un procedimiento de tratamiento en esta solicitud debe considerarse como una referencia a una
composicidén para su uso en dicho procedimiento.

Se describe ademas en el presente documento un procedimiento para tratar, prevenir o suprimir la recurrencia de una
degeneracion de disco intervertebral y/o una lesién de disco intervertebral mediante el uso de la composiciéon descrita
anteriormente para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién. Un
procedimiento terapéutico es un procedimiento para tratar, prevenir o suprimir la recurrencia de una degeneracién de
disco intervertebral y/o una lesion de disco intervertebral, el procedimiento comprende aplicar una composicidén que tiene
fluidez que comprende una sal metélica monovalente de baja endotoxina de 4cido alginico a un sitio del nucleo pulposo
de un disco intervertebral de un sujeto que necesita dicho tratamiento, prevencidén o supresién de recurrencia, y curar
parcialmente la composicién aplicada.

El procedimiento terapéutico puede comprender un paso de eliminacién de al menos una parte del nicleo pulposo antes
de aplicar la composicidén de la presente invencién al sitio del nicleo pulposo.

La degeneracidn del disco intervertebral y/o la lesién del disco intervertebral es, por ejemplo, al menos una afeccidén o
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en hernia discal, discopatia, espondilolistesis degenerativa, discitis
pibgena, espondilosis deformante, estenosis del canal espinal y una lesién del disco intervertebral. De acuerdo con los
procedimientos terapéuticos, la degeneracion del disco intervertebral y/o la lesion del disco intervertebral es una hernia
discal, y en particular una hernia discal lumbar.

Ademas, un procedimiento para suprimir el cambio degenerativo en un disco intervertebral utiliza la composicién descrita
anteriormente para su uso en el relleno de un nuicleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién.

Estos procedimientos comprenden aplicar una composicién que contiene una sal metalica monovalente de baja
endotoxina de acido alginico y que tiene fluidez a un sitio del ncleo pulposo de un disco intervertebral de un sujeto que
necesita suprimir la degeneracién del disco intervertebral o que necesita regenerar un ndcleo pulposo, y curar
parcialmente la composicién aplicada. El procedimiento descrito anteriormente puede comprender un paso de eliminacién
de al menos una parte del nucleo pulposo antes de aplicar la composiciéon de la presente invencidn al sitio del nucleo
pulposo.

Ademas, un farmaco coadministrado, por ejemplo, un antibiético tal como estreptomicina, penicilina, tobramicina,
amikacina, gentamicina, neomicina o anfotericina B, un agente antiinflamatorio tal como aspirina, un antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) o paracetamol, una proteinasa, un farmaco corticosteroide o un inhibidor de la HMG-CoA reductasa,
como simvastatina o lovastatina, pueden administrarse antes, simultdneamente o después de la aplicacién de la
composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidn al sitio del
nlcleo pulposo. Estos farmacos también pueden utilizarse mezclados en la composicién de la presente invencion.
Alternativamente, pueden administrarse por via oral o parenteral para su coadministracion. Ademas, si es necesario,
puede administrarse por via oral o parenteral un relajante muscular, un analgésico opiaceo, un farmaco analgésico
neurogénico o similar.

Ademas, las células descritas anteriormente pueden aplicarse al sitio del nucleo pulposo junto con la composicién para
su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién. Alternativamente, un factor
para promover el crecimiento de tales células puede aplicarse al sitio del ntcleo pulposo junto con la composicién para
su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencidon. Alternativamente, la
composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién no se
combina con las células descritas anteriormente. Alternativamente, la composicién para su uso en el relleno de un nucleo
pulposo de un disco intervertebral de la presente invencién no se combina con un factor para promover el crecimiento de
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las células. La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de la presente
invencién puede promover la regeneracidén de un nucleo pulposo incluso sin utilizar dichas células o factores.

Se describe ademas la fabricacion de una composicién para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco
intervertebral de la presente invencién mediante el uso de una sal metéalica monovalente de &cido alginico de baja
endotoxina.

Se describe ademés una sal metélica monovalente de baja endotoxina de acido alginico que se utiliza para tratar, prevenir
o suprimir la recurrencia de una degeneracién de disco intervertebral y/o una lesién de disco intervertebral, en donde una
composicién que comprende la sal metalica monovalente de baja endotoxina de 4cido alginico y que tiene fluidez se aplica
a un sitio del nlcleo pulposo de un disco intervertebral de un sujeto que necesita tratamiento, prevencién o supresion de
la recurrencia de la degeneracién del disco intervertebral y/o de la lesién del disco intervertebral, y la composicién aplicada
se cura parcialmente.

10. Preparacion liofilizada y kit

La presente invencién proporciona un kit para rellenar un nucleo pulposo de un disco intervertebral. El kit de la presente
invencién comprende una composicién para su uso de una sal metalica monovalente de baja endotoxina de acido alginico
de la presente invencién como se ha descrito anteriormente. La composiciéon contenida en el kit de la presente invencion
se encuentra en estado de solucién o en estado seco, preferentemente en estado seco, méas preferentemente liofilizado,
y particularmente preferentemente en polvo liofilizado. Cuando la composicidén de la presente invencién esta en estado
seco, el kit contiene preferentemente un disolvente de disolucién (por ejemplo, agua inyectable). El kit de la presente
invencién comprende ademas un agente reticulante. El kit de la presente invencién puede comprender ademas una
jeringa, una aguja, una pipeta para gel, una unidad de llenado especializada, instrucciones.

Un ejemplo especifico de un kit preferible es un kit que comprende (1) un vial en donde se sella un liofilizado de un alginato
de sodio de baja endotoxina, (2) una ampolla en donde se sella un disolvente como agua inyectable como liquido de
disolucién, (3) una ampolla en donde se sella un compuesto de iones metélicos divalentes o de mayor valencia como una
solucién de cloruro de calcio como agente reticulante, en un solo envase. Otro ejemplo de kit es aquel en donde una sal
metélica monovalente de &cido alginico estd sellada en un compartimento de una jeringa compuesta por dos
compartimentos formados integralmente y divididos por un tabique, y un disolvente como liquido disolvente o una solucién
que contiene un agente reticulante esta sellado en el otro compartimento, y estd compuesto de tal manera que el tabique
entre los compartimentos puede penetrarse facilmente en el momento de su uso para permitir que el contenido de ambos
compartimentos se utilice mezclandose y disolviéndose en el momento de su uso. Otro ejemplo de kit es el de una solucién
de sal metalica monovalente de &cido alginico sellada en una jeringa precargada que permite administrarla directamente
en el momento de su uso sin necesidad de un procedimiento de preparacién. Otro ejemplo es un kit en donde una solucién
de é&cido alginico y un agente reticulante se sellan en jeringas separadas y se envasan juntos en un solo paquete.
Alternativamente, puede tratarse de un kit que comprende un vial lleno de una solucién de sal metalica monovalente de
acido alginico, una ampolla en donde estéa sellado un agente reticulante. La "composicién para su uso de una sal metalica
monovalente de acido alginico de baja endotoxina de la presente invencion”, el "agente reticulante” y la "jeringa" son como
se han descrito anteriormente.

El kit de la presente invenciéon puede, por ejemplo, utilizarse en un procedimiento terapéutico como el descrito
anteriormente.

EJEMPLOS
Aunque la presente invencidn se describira con mas detalle mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Efecto del alginato sédico bajo en endotoxinas sobre las células del disco intervertebral humano

1-(1) Aislamiento y cultivo de células de disco intervertebral humano no degenerado

Se recogi6 un tejido del nucleo pulposo de un tejido de disco intervertebral humano no degenerado y se traté en un DMEM
(medio de Eagle modificado de Dulbecco) que contenia 0,25% de colagenasa (Wako) a 37 °C durante 4 h para aislar las
células del nucleo pulposo. Las células del nlcleo pulposo resultantes se cultivaron utilizando DMEM con 1 % de
penicilina/estreptomicina, 1,25 pug/ml de fungizona (Invitrogen) y 10 % de FBS (suero bovino fetal) como solucién de cultivo
en condiciones de 37 °C, 5 % de CO2 y 20 % de O, para utilizar células de segundo paso en los experimentos.

1-(2) Preparacién y cultivo de perlas de alginato

Para cultivar y comparar las células del ntcleo pulposo humano se utilizaron dos tipos de alginatos de sodio, es decir, (A)
un alginato de sodio que habia recibido un tratamiento de reduccién de endotoxinas (Mochida Pharmaceutical) y (B) un
alginato de sodio de grado alimentario (grado comercial) (Wako Pure Chemical, 199-09961) que se muestra en la Tabla 1
a continuacién.
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Se utilizé agua Milli-Q para preparar las respectivas soluciones de alginato de sodio a una concentracion de 2 p/v %. 4.0
x 108 células del nicleo pulposo humano obtenidas en (1) se suspendieron en 1,0 ml de cada una de estas soluciones de
alginato sédico. La suspension celular se introdujo en una solucién acuosa de cloruro calcico 102 mM con una aguja de
calibre 22 y se dejé durante 10 minutos, con lo que se prepararon perlas que encapsulaban la solucién de alginato sédico
que contenia las células del nucleo pulposo.

Las perlas resultantes se lavaron dos veces con solucidn salina fisioldgica al 0,9 % y se colocaron en una solucién de
cultivo DMEM que contenia 1 % de penicilina/estreptomicina, 1,25 ug/ml de fungizona y 10 % de FBS para cultivarse
tridimensionalmente (3D) en condiciones de 37 °C, 5 % de CO2 y 20 % de O». Las células se recogieron 48 h, 7, 14 y 28
d después del inicio del cultivo, y se utilizaron para las siguientes evaluaciones.

[Tabla 1]
Alginato de sodio Viscosidad mPa-s|Concentracion de
(concentracion 1 %) endotoxinas (EU/g)
Al|Alginato de sodio bajo en|300-600 Menos del 50
endotoxinas
*1
B|Alginato de sodio de calidad|500-600 75950
alimentaria
*2
*1 Medicién con un viscosimetro rotacional *2 de acuerdo con la pagina web de Wako Pure
Chemical

1-(3) Evaluacién del porcentaje de células viables

Las perlas se recogieron 48 h, 7, 14 y 28 d después del inicio del cultivo, se sumergieron y disolvieron en una solucién
acuosa de citrato sddico 55 mM a 4 °C durante 20 min, y se sometieron a centrifugacién para recoger las células. Se
utilizaron 5 M de calceina AM y 1,5 uM de yoduro de propidio (Pl) para tefiir las células obtenidas, que se observaron
con un microscopio laser confocal (Olympus, FV300). Se utilizé Imaged (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.
UU.) para calcular el porcentaje de células viables considerando las células positivas para calceina AM como células
viables y las células positivas para Pl como células muertas. En cada punto temporal de recogida de células, n fue de 5
(n=15).

Los resultados obtenidos de los analisis estadisticos de los ejemplos expuestos en el presente documento se indicaron
como valor medio + desviacién estandar (media + DE). Se empleé la prueba t de Student para la comparacion entre dos
grupos y la prueba Steel-Dwass para la comparacién entre varios grupos. La significacién estadistica se determiné sobre
la base de p<0,05.

Como resultado, los porcentajes de células viables en el Grupo A (alginato sédico de baja endotoxina) y en el Grupo B
(alginato s6dico de calidad alimentaria) fueron de aproximadamente el 90 % en todos los puntos temporales, es decir, 48
h, 7, 14 y 28 d después del inicio del cultivo, y no se encontraron diferencias en los porcentajes de células viables entre
ambos grupos.

1-(4) Evaluacién de las células apoptéticas

De la misma manera que 1-(3), se recogieron las microesferas 48 h, 7, 14 y 28 d después del inicio del cultivo, se lavaron
dos veces con PBS para recoger las células lavadas y se marcaron 3,6 x 10° células con kit de deteccién de apoptosis II
con isotiocianato de fluoresceina y anexina V (FITC) (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) para contar las células
apoptéticas con un citometro de flujo (FACS Cant, BD biosciences, CA, USA). FITC+/PI- representaba las células
apoptéticas tempranas, FITC+/Pl+ representaba las células apoptéticas tardias, y en conjunto representaban las células
apoptéticas. La proporcién de células viables respecto al total de células y la proporcién de células apoptéticas respecto
al total de células se evaluaron utilizando FITC-/PIl- como células viables. En cada punto temporal de recogida de células,
n fue de 5 (n =5).

Como resultado, los porcentajes de células viables y las proporciones de células apoptéticas en el Grupo A (alginato de
sodio de baja endotoxina) y el Grupo B (alginato de sodio de calidad alimentaria) fueron de aproximadamente 90% y
aproximadamente 10%, respectivamente, en cada punto temporal, es decir, 48 h, 7, 14 y 28 d después del inicio del
cultivo, y no se encontraron diferencias entre ambos grupos.
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1-(5) Evaluacion de las células privadas de suero

Dado que el érea dentro de un disco intervertebral humano es avascular y se encuentra en un entorno de baja nutricién,
se realizaron pruebas de cultivo celular asumiendo el entorno dentro de un disco intervertebral bajo inanicién de suero
para las evaluaciones.

Las microesferas se recogieron el Dia 7 del cultivo 3D en 1-(2) y se lavaron dos veces con PBS. Las microesferas se
afladieron a un medio DMEM sin suero, 1% de penicilina/estreptomicina y 1,25 pg/ml de fungizona, y se incubaron en
condiciones de 37 °C, 5% de CO,y 20% de O, para inducir la inanicién de suero. Las células se recogieron 6 y 48 h
después del inicio de la inanicién de suero. De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se realizaron
evaluaciones con un microscopio laser confocal y evaluaciones con un citémetro de flujo.

Como resultado, en las evaluaciones realizadas con un microscopio laser confocal en condiciones de privacién de suero,
no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de células viables entre el Grupo A (alginato sédico de baja
endotoxina) y el Grupo B (alginato sddico de calidad alimentaria) a las 6 y a las 48 h, pero el porcentaje de células viables
tendié a ser mayor para el Grupo A (alginato sédico de baja endotoxina) que para el Grupo B (alginato sédico de calidad
alimentaria) después de 48 h.

En las evaluaciones realizadas con un citbmetro de flujo, no se observaron diferencias entre ambos grupos en las
muestras después de 6 h, pero el porcentaje de células viables fue significativamente mayor y el porcentaje de células
apoptéticas fue significativamente menor en el Grupo A (alginato sédico de baja endotoxina) que en el Grupo B (alginato
sédico de calidad alimentaria) después de 48 h (Figuras 1y 2).

La induccién de la inanicién de suero en este ensayo supone el entorno de un ndcleo pulposo humano de un disco
intervertebral, es decir, una zona avascular en un entorno de baja nutricién. Se sugirié que el cultivo de las células del
ndcleo pulposo utilizando un alginato de sodio de baja endotoxina era muy resistente a la apoptosis inducida por la
inanicién de suero, en comparaciéon con el caso en que se utilizé un alginato de sodio de calidad alimentaria.
Especificamente, en comparacién con el alginato de sodio de grado alimentario, se sugirié que el alginato de sodio de
baja endotoxina retiene una proporcién de viabilidad celular sin inducir apoptosis de las células del nlcleo pulposo cuando
se rellena en un sitio del ndcleo pulposo de un disco intervertebral.

Ejemplo 2: Aplicacién de una solucién de alginato sédico baja en endotoxinas a un modelo de defecto del nticleo
pulposo intervertebral de conejo

Se utilizaron dos tipos de soluciones de alginato sédico de baja endotoxina para rellenar modelos de defectos del nucleo
pulposo del disco intervertebral de conejo con el fin de evaluar sus efectos.

2-(1) Preparacién del modelo de defecto del nlcleo pulposo intervertebral de conejo

Conejos blancos japoneses de 3,2-3,5 kg de peso recibieron anestesia intravenosa con pentobarbital y anestesia local
con xilocaina al 1 %, y el tejido del ntcleo pulposo del disco intervertebral se succiond con una aguja 18G para preparar
un modelo de defecto del ndcleo pulposo del disco intervertebral. Se realizd succidn en los nucleos pulposos de los discos
intervertebrales L2/3 y L4/5 para utilizarlos como modelos de defecto de disco intervertebral y no se realizé succién en
L3/4 para utilizarlo como disco intervertebral normal (grupo de control normal).

2-(2) Relleno con solucién de alginato sédico de baja endotoxina

Se utilizaron los dos tipos siguientes de alginatos de sodio de baja endotoxina. Ambos presentaban contenidos de
endotoxinas inferiores a 50 EU/g. La viscosidad aparente y el peso molecular medio ponderal de cada uno de los alginatos
sédicos de baja endotoxina son los que se muestran en la Tabla 2. La medicidén de la viscosidad aparente de un alginato
de sodio se llevé a cabo empleando un procedimiento de viscosimetro rotacional (viscosimetro rotacional de placa cénica)
de acuerdo con el procedimiento de medicién de la viscosidad de la Farmacopea Japonesa (162 edicién). Las condiciones
especificas de medicidén fueron las siguientes. Las soluciones de las muestras se prepararon con agua MilliQ. Como
instrumento de medicién, un viscosimetro rotacional de placa cénica (dispositivo de medicibn de
viscosidad/viscoelasticidad RheoStress RS600 (Thermo Haake GmbH) sensor: 35/1). Las velocidades de rotacidn fueron
de 1 rpm para medir una solucién de alginato de sodio al 1 p/p%, y de 0,5 rpm para medir una solucién de alginato de
sodio al 2 p/p%. Los tiempos de lectura fueron de 2 min de medicidén para la solucién al 1 p/p% para obtener un valor
promedio entre 1 a 2 min después del inicio de la medicidn, y de 2,5 min de medicién para la solucién al 2 p/p% para
obtener un valor promedio entre 0,5 a 2,5 min después del inicio de la medicion. Como valor medido se utilizé el valor
medio de tres mediciones. La temperatura para las mediciones fue de 20 °C.

El peso molecular promedio ponderal de cada uno de los alginatos de sodio se midié mediante dos tipos de mediciones,
es decir, cromatografia de permeacién en gel (GPC) y GPC-MALS. Las condiciones de medicion fueron las siguientes.

[Procedimiento de pretratamiento]

La muestra se afladié con un eluyente a disolver y se filtr6 a través de un filtro de membrana de 0,45 ym para obtener
una solucidén de medida
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(1) Medicién por cromatografia de permeacién en gel (GPC)

[Condiciones de medicién (medicidén de la distribucién del peso molecular relativo)]

Columnas: TSKgel GMPW-XL x 2 + G2500PW-XL (7,8 mm D.l. x 300 mm % 3 columnas)
Eluyente: solucién acuosa de nitrato s6dico 200 mM

Caudal: 1,0 ml/min

Concentraciéon: 0,05%

Detector: Detector Rl

Temperatura de la columna: 40 °C

Cantidad inyectada: 200 pl

Estandar de peso molecular: Pullulan estdndar, glucosa

(2) Medicion GPC-MALS

[Medicién del incremento del indice de refraccién (dn/dc) (condiciones de medicién)]

Refractémetro diferencial: Optilab T-rEX

Longitud de onda de medicién: 658 nm

Temperatura de medicion: 40 °C

Disolvente: solucién acuosa de nitrato sddico 200 mM
Concentraciones de muestras: 0,5 a 2,5 mg/ml (5 concentraciones)

[Condiciones de medicién (medicién de la distribucién absoluta del peso molecular)]

Columnas: TSKgel GMPW-XL x 2 + G2500PW-XL (7,8 mm D.l. x 300 mm % 3 columnas)
Eluyente: solucién acuosa de nitrato s6dico 200 mM

Caudal: 1,0 ml/min

Concentraciéon: 0,05%

Detector: Detector RI, detector de dispersién de luz (MALS)

Temperatura de la columna: 40 °C

Cantidad inyectada: 200 pl

Tabla 2
Viscosidad aparente (mPa's) |peso m[olecular] promedio ponderado proporcién M/G
1 p/p% 2 plp% GPC GPC-MALS
A-1150-150 500-1200 700.000-1.000.000 100.000-200.000 |0,6-1,8
A-21300-600 3000-6000 1.100.000-1.700.000 {200.000-400.000

Cada uno de los alginatos de sodio de baja endotoxina se disolvié en agua Milli-Q para preparar una solucién al 2 p/N%.
Se insert6 una aguja desde el lado del disco intervertebral hacia el nlcleo pulposo para inyectar 20 yl de la solucidén de
alginato de sodio con bajo contenido en endotoxina en la parte defectuosa del nlcleo pulposo. Se aplicé una solucién
acuosa de cloruro calcico 102 mM durante varios segundos en el lado del disco intervertebral en donde se habia extraido
la aguja (denominados Grupos A-1 y A-2, respectivamente, y denominados colectivamente grupos de tratamiento).

El grupo que sélo recibié succién del nlcleo pulposo se denominé grupo de sélo succién.
Los animales fueron eutanasiados por llenado excesivo de pentobarbital cuatro semanas después de la cirugia para sacar
la vértebra lumbar y recoger los tejidos del disco intervertebral. El Grupo A-2 también se evalué doce semanas después

de la cirugia. Se realizaron 8 ejemplos por grupo.

2-(3) Evaluacién de los tejidos de los discos intervertebrales mediante IRM, clasificacién de Pfirrmann

Se tomd una imagen sagital ponderada en T2 del disco intervertebral con un escaner de IRM de 7,0 Tesla (Unity Inova,
Varian). Los cambios debidos a la degeneracién del disco intervertebral pueden confirmarse con la imagen de IRM
ponderada en T2 del disco intervertebral. Para evaluar la gravedad de la degeneracion del disco intervertebral se utilizé
la clasificacién de Pfirrmann. Esta clasificacién es un sistema de graduacidn para evaluar la degeneracién de los discos
intervertebrales en la IRM mediante cinco grados (grado 1: normal a grado 5: muy degenerado). Los criterios para evaluar
la degeneracidn del disco intervertebral se muestran en la Tabla 3 (Spine (Phila Pa 1976). 2001;26(17) 1873-8).
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[Tabla 3]
Grado|Estructura Distincién  entre|Intensidad de la sefial [Altura  del  disco
ndcleo pulposo y intervertebral
anillo fibroso
1 Homogéneo, blanco|Claro Hiperintenso, isointenso [Normal
brillante al liquido
cefalorraquideo
2 Inhomogéneo con o|Claro Hiperintenso, isointenso [Normal
sin bandas al liquido
horizontales cefalorraquideo
3 Inhomogéneo, gris Poco claro Intermedio Normal a ligeramente
disminuido
4 Inhomogéneo, gris a|Perdido Intermedio a|Normal a
negro hipointenso moderadamente
disminuido
5 Inhomogéneo, negro |Perdido Hipointenso Espacio discal
intervertebral
colapsado

Como resultado, de acuerdo con la clasificacién de Pfirrmann para puntuar la gravedad de la degeneracion del disco
intervertebral, el grupo de sdélo succién y los grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2) tenian puntuaciones
significativamente més altas que el grupo de control normal cuatro semanas después de la cirugia, lo que indica
degeneracién del disco intervertebral. Ademas, el grupo A-1 presenté una puntuacién significativamente inferior a la del
grupo de sélo succion, lo que indica una supresion de la degeneracién. Aunque no hubo diferencias significativas en las
puntuaciones entre el Grupo A-2 y el grupo de sélo aspiracién, el Grupo A-2 mostré una tendencia a tener puntuaciones
més bajas que el grupo de sélo aspiracién (Figura 3).

De acuerdo con las evaluaciones del Grupo A-2 doce semanas después de la cirugia, las puntuaciones del Grupo A-2
fueron significativamente mas bajas que las del grupo de sélo succién.

2-(4) Evaluacién del tejido del disco intervertebral mediante el indice de IRM

Se utilizé el software Analyze 10.0 (AnalyzeDirect, Overland Park, KS, EE. UU.) para medir el indice sagital de IRM (el
producto de la intensidad media de la sefial y el 4rea del nlcleo pulposo) para la evaluacién cuantitativa. La evaluacién
se realizé basandose en la proporciéon del indice de IRM de cada grupo con respecto al indice de IRM del disco
intervertebral del grupo de control normal como 100 (véase Spine (Phila Pa 1976). 1 de enero de 2005;30(1):15-24).

Como resultado, los indices de resonancia magnética de los grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2) fue
significativamente mayor que la del grupo de sélo succién cuatro semanas después de la cirugia, lo que indica la supresién
del cambio degenerativo (Figura 4). La evaluacién del Grupo A-2 doce semanas después de la intervencién también
mostré que el indice de IRM del Grupo A-2 era significativamente superior al del grupo de sélo succion.

2-(5) Evaluacién histolégica

Tras la obtencién de imagenes de IRM, se prepararon especimenes de tejido de los discos intervertebrales. Se fij6 una
muestra con formaldehido al 10%, se descalcificéd con EDTA al 10% (pH7,5) y se incrustd en parafina. Una seccién sagital
de parafina de 5 um de grosor se desparafiné con xileno, se traté con alcohol, se lavd con agua y, a continuacion, se
sometié a tincién HE vy tincién con safranina-O. Clasificacién de los cambios degenerativos en el anillo fibroso
por Nishimura et al. (Spine (Phila Pa 1976). 1998;23(14):1531-8) se utiliz6 para puntuar el grado de degeneracién en todo
el tejido del disco intervertebral. La clasificacién de Nishimura et al. es la siguiente.

Grado 1: Leve serpentina con ruptura

Grado 2: Moderadamente serpenteante con ruptura

Grado 3: Serpentina severa con contorno ligeramente invertido
Grado 4: Contorno severamente invertido

Grado 5: Indistinto

Como resultado de la evaluacién histoldgica de la gravedad de la degeneracién del disco intervertebral, el grupo de sélo
succioén y los grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2) mostraron puntuaciones significativamente mas altas que las del
grupo de control normal cuatro semanas después de la cirugia de acuerdo con la clasificaciéon de Nishimura et al., lo que
indica degeneracién. Sin embargo, los grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2) mostraron puntuaciones
significativamente inferiores a las del grupo de sélo succién, lo que indica supresién de la degeneracion (Figura 5).

La evaluacién para el Grupo A-2 doce semanas después de la cirugia también mostré que el Grupo A-2 puntué
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significativamente mas bajo que el grupo de sélo succién. Se muestran imagenes de los especimenes de tejido del grupo
de control normal, del grupo de sélo aspiracién y del Grupo A-2 cuatro y doce semanas después de la cirugia (Figura 6).

2-(6) Evaluacién inmunohistolégica

Los especimenes de tejido preparados en 2-(5) se sometieron a tincién inmunohistolégica utilizando anticuerpos contra
el colageno de tipo |y anticuerpos contra el colageno de tipo Il para contar el nimero de células positivas en cinco campos
de vision del nucleo pulposo del disco intervertebral seleccionados al azar.

Como resultado, no hubo diferencia en la proporcién de células positivas al anticuerpo anti-Tipo | de colageno a los
nameros de células en las secciones cuatro semanas después de la cirugia entre el grupo de control normal, el grupo de
solo succién y los grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2).

Por otfra parte, las proporciones de células positivas al anticuerpo contra el colageno de tipo Il tanto en el grupo de
aspiracion como en los grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2) cuatro semanas después de la cirugia fueron
significativamente inferiores a las del grupo de control normal, lo que indica que la produccién de matriz extracelular
observada en un tejido de disco intervertebral normal disminuyé. Sin embargo, las proporciones de células positivas a los
anticuerpos anti-Tipo Il del colageno de los grupos de tratamiento (Grupos A-1 y A-2) fueron significativamente superiores
a las del grupo de sélo succion.

De acuerdo con la evaluacion para el Grupo A-2 doce semanas después de la cirugia, las proporciones de las células
positivas al anticuerpo anti-Tipo Il de colageno del Grupo A-2 fueron significativamente mas altas que las del grupo de
sélo succién y se demostré que no habia diferencia con las del grupo de control normal. En la Figura 7 se muestran
graficos de las proporciones de células positivas para anticuerpos anticoldgeno tipo Il con respecto al nimero de células
en las secciones de tejido del nucleo pulposo de los discos intervertebrales cuatro y doce semanas después de la cirugia
para el grupo de control normal, el grupo de sélo succién y el Grupo A-2. Las células positivas para anticuerpos de
colageno tipo Il representan la presencia de células similares al cartilago hialino. Se demostré que la proporcion de células
similares al cartilago hialino en el nlcleo pulposo del disco intervertebral de conejo se recuperaba hasta un nivel
comparable al del grupo de control normal doce semanas después de la cirugia utilizando la solucién de alginato de sodio
con bajo contenido en endotoxinas.

En consecuencia, se descubrié que la solucién de alginato de sodio con bajo contenido de endotoxina suprimia los
cambios degenerativos y promovia la regeneraciéon de todo el tejido del disco intervertebral y del nucleo pulposo al
rellenarse en la parte defectuosa del ndcleo pulposo. Ademas, los alginatos sédicos de baja endotoxina A-1 y A-2
mostraron efectos de supresidon de la degeneracién y regeneracion del disco intervertebral en grados similares.

En términos de propiedad de manipulacién, la solucién al 2% de A-2 que tenia una viscosidad mas alta que la de la
solucién al 2% de A-1 era ventajosa en el sentido de que era mas improbable que fluyera hacia atras del sitio rellenado
cuando se rellenaba en el sitio del nlcleo pulposo y en el sentido de que podia distinguirse facilmente del fluido corporal.
La solucién al 2% de A-2 presentaba una viscosidad adecuada para el llenado y, por tanto, una excelente propiedad de
manipulacién.

Ejemplo 3: Examen del procedimiento de inyeccién de una solucién de alginato de sodio con bajo contenido en
endotoxinas

3-(1) Examen del procedimiento de inyeccién de una solucién de alginato de sodio con bajo contenido en endotoxinas

Se emplearon los siguientes dos tipos de procedimientos de inyeccién (i) y (ii) para inyectar una solucién de alginato de
sodio de baja endotoxina en una vértebra lumbar de un cadaver de oveja para evaluaciones.

(i) Un procedimiento en donde la solucién de alginato de sodio al 2 % de baja endotoxina de A-2 descrita en el Ejemplo 2
se inyecta en un sitio de nucleo pulposo parcialmente resecado de un disco intervertebral, y a continuacién se pone en
contacto una solucién de cloruro de calcio 100 mM cerca del orificio de la aguja en la superficie del disco intervertebral
(una parte del alginato de sodio que entra en contacto con la solucién de cloruro de calcio se cura), de acuerdo con la
descripcién del Ejemplo 2. (ii) Un procedimiento en donde se utilizan simultaneamente la solucién de alginato sédico al 2
% con bajo contenido en endotoxinas de A-2 y una solucién de cloruro célcico 100 mM: 1 para rellenar el sitio del nucleo
pulposo parcialmente resecado del disco intervertebral (se cura todo el alginato de sodio inyectado en el sitio del nucleo
pulposo). El procedimiento (ii) se llevé a cabo colocando la solucién de alginato sédico de baja endotoxina y la solucién
de cloruro calcico en jeringas separadas y, a continuacién, inyectdndolas simultdneamente en el lugar defectuoso del
nlcleo pulposo del disco intervertebral con una aguja 22G.

Como resultado, no hubo dificultad en la manipulacién de la inyeccién cuando se realizé el procedimiento (i) para el disco
intervertebral del cadaver de oveja. Mientras tanto, el procedimiento (ii) parecia tener una baja reproducibilidad con
respecto al mantenimiento de una proporciéon de mezcla constante de la solucidén de alginato de sodio de baja endotoxina
y la solucién de cloruro de calcio. Ademas, cuando se produce una gelificaciéon parcial durante la obturacién, cabe
preguntarse si el gel puede rellenar la cavidad restante sin dejar un espacio. Ademas, cuando se aplicé una fuerza de
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compresién al disco intervertebral desde los lados de la cabeza y la cola después de que el gel de curado rellenara el
lugar del nucleo pulposo del disco intervertebral mediante el procedimiento ii), se observé un fenémeno en donde el gel
curado se desviaba del orificio para inyectar el gel en el lado del disco intervertebral. No se observé desviacién del disco
intervertebral con el procedimiento (i).

El procedimiento (i) puede reducir la concentracién de calcio en el disco intervertebral en comparacién con el
procedimiento (ii), y tiene el mérito de aliviar la citotoxicidad. Ademés, mientras que el procedimiento (ii) tiene un riesgo
en donde el curegel puede sobresalir en el canal espinal y causar una neuropatia grave, el procedimiento (i) tiene un
riesgo menor.

Por consiguiente, el procedimiento (i), es decir, un procedimiento en donde se inyecta una solucién de alginato de sodio
de baja endotoxina en el nucleo pulposo del disco intervertebral y, a continuacion, se aplica una solucién de cloruro de
calcio a la superficie del disco intervertebral, parece ser un procedimiento adecuado para rellenar el nacleo pulposo con
alginato de sodio de baja endotoxina.

3-(2) Prueba mecanica con cadaver de oveja

Al disco intervertebral de un cadaver de oveja preparado por el procedimiento (i) en 3-(1) (que se obtuvo inyectando la
solucién de alginato de sodio de baja endotoxina al 2 % de A-2 en el sitio del nlcleo pulposo parcialmente resecado del
disco intervertebral y luego poniendo en contacto la solucién de cloruro de calcio 100 mM alrededor del orificio de la aguja
en la superficie del disco intervertebral), se utilizé Instron 5943 (Instron), una hora después del llenado, para aplicar fuerza
de compresién y fuerza de estiramiento al disco intervertebral desde los lados de la cabeza y la cola repetidamente durante
1000 veces con una fuerza axial de compresién/estiramiento de -300 N a 300 N para observar si habia alguna desviacién
del orificio utilizado para inyectar la solucién de alginato de sodio. Para mejorar la visibilidad, se utilizé una solucién de
alginato de sodio coloreada con azul de toluidina al 0,05%.

Como resultado, no se observd desviacién de la solucién de alginato de sodio del disco intervertebral a través de la
abertura de inyeccién. Por lo tanto, el procedimiento de inyectar una solucién de alginato de sodio en el nlcleo pulposo
del disco intervertebral y posteriormente curar alrededor de la abertura de inyeccién en la superficie del disco intervertebral
con un agente reticulante se sugirié como un procedimiento de llenado que puede soportar la fuerza de compresiéon y la
fuerza de estiramiento en el disco intervertebral causada por el cambio en la postura, 0 caminar, después del llenado con
la solucidn de alginato de sodio.

Ejemplo 4: Examen de las propiedades tras la inyeccién de una solucién de alginato de sodio con bajo contenido
en endotoxinas

Se realizaron los siguientes exdmenes in vitro para predecir las propiedades de la solucién de alginato de sodio de baja
endotoxina inyectada en el nlcleo pulposo del disco intervertebral cuando se inyectaba una solucién de alginato de sodio
de baja endotoxina en el nlcleo pulposo del disco intervertebral y, a continuacién, se ponia en contacto una solucién de
cloruro de calcio alrededor de la abertura de inyeccién de la solucién de alginato de sodio inyectada en la superficie del
disco intervertebral para curar el sitio de contacto.

4-(1) Procedimiento de ensayo

Las soluciones de alginato de sodio se colocaron en los respectivos microtubos de ensayo (diametro 6 mm, altura 25 mm)
mediante los tres procedimientos siguientes X, Y y Z, y los tubos de ensayo se colocaron en reposo. 1, 24, 48 h y 1
semana después, se evaluaron las propiedades de las sustancias de ensayo en los tubos de ensayo. Dado que se practicd
una incisién de 5 mm x 3 mm en el anillo fibroso para resecar el nlcleo pulposo en el modelo de nucleotomia intervertebral
ovina del ejemplo 5, se seleccioné un microtubo de ensayo con un diametro de 6 mm como tamafio relativamente préximo
al de este ensayo in vivo y que permitia realizar operaciones en el interior del tubo de ensayo. El alginato de sodio de baja
endotoxina de A-2 del Ejemplo 2 se disolvié con solucién salina fisiolégica para utilizarse como una solucién al 2 p/v%. La
prueba se realizé a temperatura ambiente, es decir, a 20 °C.

[Tabla 4]

Procedimientos

X|se colocaron 500 pl de una solucién de alginato sédico al 2 p/v% en un tubo de ensayo, se
dejaron caer 50 pl de una solucién de cloruro calcico 100 mM sobre la superficie de la solucidn
de alginato sédico y se dejo6 reposar el resultado durante 5 min. A continuacion, la solucién de
cloruro calcico de la superficie se lavé tres veces con solucién salina fisiolégica.

Y |se colocaron y agitaron en un tubo de ensayo 200 pl cada uno de una solucién de alginato de
sodio al 2 p/V% y una solucién de cloruro de calcio 25 mM.

Z |se colocaron y agitaron en un tubo de ensayo 200 pl cada uno de una solucién de alginato de
sodio al 2 p/v% y una solucién de cloruro de calcio 100 mM.
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4-(2) Resultados

La solucién de alginato de sodio al 2 p/v% utilizada para la prueba tenia mayor viscosidad que la solucién salina fisiolégica,
por lo que la superficie del liquido se movia lentamente cuando se inclinaba el vial y la solucién podia succionarse con
una jeringa con aguja 21G tomandose su tiempo.

Las propiedades del grupo X fueron generalmente las mismas desde 1 h después hasta 1 semana después.
Concretamente, mientras que aproximadamente 2-3 mm de la superficie de la solucién de alginato sédico en el tubo de
ensayo tenian aspecto de gel, no se observé solidificacién y la solucién estaba en estado de sol en la zona distinta de la
superficie. Aunque la mayor parte de la parte en estado sol pudo succionarse utilizando una jeringa con una aguja 21G,
tardd mas tiempo en succionarse que la solucién de alginato sédico al 2 p/v% debido a su mayor viscosidad.

Las propiedades del grupo Y fueron generalmente las mismas desde 1 h después hasta 1 semana después.
Concretamente, la mayor parte de la solucién en el tubo de ensayo gelificaba como gelatina con una pequefia parte liquida
similar al agua. Se supuso que se trataba de un fenédmeno de "sinéresis" en donde el gel se contrae para separarse y
exudar liquido. La parte gelificada no pudo succionarse utilizando una jeringa con aguja 21G.

Las propiedades del grupo Z fueron generalmente las mismas desde 1 h después hasta 1 semana después.
Concretamente, se formé una masa gelificada turbia de color blanco con un diametro de aproximadaemnte 5 mm, siendo
la parte restante liquida similar al agua. También se supuso que se trataba de un fenémeno de "sinéresis". La parte
gelificada no pudo succionarse utilizando una jeringa con aguja 21G.

El procedimiento del grupo X se parecia al procedimiento de inyeccién en un nuicleo pulposo de un disco intervertebral en
los ejemplos de la presente invencién, y se suponia que una solucién de alginato de sodio existia en estado sol cuando
se inyectaba en un nucleo pulposo del disco intervertebral. Mientras tanto, se encontraban en estado gel en ambos grupos
Y y Z, y por lo tanto existia la preocupacién de que el gel curado pudiera desviarse del lado del disco intervertebral
inyectado con el gel cuando se aplicaba la fuerza de compresién desde los lados de la cabeza y la cola, después de llenar
el nucleo pulposo del disco intervertebral con el gel, como se confirmé en el Ejemplo 3 de la presente invencién.

Ejemplo 5: Aplicacidn de una solucién de alginato sédico con bajo contenido en endotoxinas a un modelo de
defecto del niicleo pulposo del disco intervertebral ovino

Se rellend un modelo de defecto del nucleo pulposo de un disco intervertebral de oveja con una solucién de alginato
sédico de baja endotoxina para evaluar el efecto. Se utilizaron discos intervertebrales L1/2, L2/3, L3/4 y L4/5 de siete
ovejas (macho, Suffolk) de 40 kg-60 kg de peso para realizar las siguientes evaluaciones.

5-(1) Preparacién de modelos de disco intervertebral de oveja con defecto del nlcleo pulposo

Se anestesiaron ovejas y se expusieron los discos intervertebrales con un bisturi eléctrico. Se practicé una incisién en el
anillo fibroso de cada disco intervertebral y se extrajo 5 mm x 3 mm. Se introdujeron pinzas en ese orificio para extraer
0,10 g de nucleo pulposo para preparar un modelo de defecto de nlcleo pulposo de disco intervertebral. Aqui, el tamafio
de la incisién del anillo fibroso y la cantidad de nucleo pulposo extirpado se determinaron realizando previamente una
prueba de degeneracién del disco intervertebral mediante una nucleotomia intervertebral ovina. Se investigd el tamafio
incisivo del anillo fibroso para 5 mm x 3 mmy 10 mm x 3 mm, y se selecciond 5 mm x 3 mm que mostraba el progreso
de la degeneracién del disco intervertebral en funcién de los volimenes del nlcleo pulposo extirpado. Se examinaron
cuatro volimenes de nucleo pulposo resecado, es decir, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 gy 0,2 g. Un volumen resecado de 0,1 g para
un nucleo pulposo de oveja corresponde a 1,2 g en un humano, que es lo mas parecido al volumen resecado del nucleo
pulposo en la préactica clinica humana. Asi pues, se seleccioné un volumen de nucleo pulposo resecado de 0,1 g.

5-(2) Relleno de solucién de alginato de sodio con bajo contenido en endotoxinas

El alginato de sodio de baja endotoxina de A-2 del Ejemplo 2 se prepard en una solucién al 2wN% con agua Milli-Q, y
0,10 ml del resultante se inyectaron en la parte defectuosa del nucleo pulposo del disco intervertebral de oveja preparado
en 5-(1) con una jeringa. Se aplicé una solucién acuosa de cloruro calcico 102 mM a la superficie de la solucién de alginato
sédico inyectada durante varios segundos. Tras dejarla durante aproximadamente 5 min, la parte aplicada con la solucién
de cloruro calcico se lavd con suero fisiolégico y se suturé. Se agruparon como grupo de tratamiento (n = 11). Ademés,
los que sélo recibieron la nucleotomia intervertebral en 5-(1) y se suturaron se agruparon como grupo de nucleotomia (n
=10). Los discos intervertebrales ovinos no tratados se agruparon como grupo de control normal (n = 7).

Los animales fueron eutanasiados mediante la administracién excesiva de pentobarbital cuatro semanas después de la
cirugia para extraer las vértebras lumbares y recoger los tejidos del disco intervertebral.

5-(3) Evaluacién histolégica

La tincién HE vy la tincién con safranina O se realizaron de acuerdo con la descripciéon en 2-(5) anterior para preparar
especimenes de tejido de los discos intervertebrales. Clasificacién modificada basada en la clasificacién de Boos (Eur
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Spine J. 2014 Jan; 23(1):19-26. Spine 2002 Vol.27, No.23 p.2631-2644) para evaluar los grados de degeneracién del
disco intervertebral. La clasificacion se muestra en la Tabla 5. El punto maximo de los items para un disco intervertebral
fue de 20, mientras que el punto méaximo de los items para una placa terminal de cuerpo vertebral fue de 16, y la evaluacién
se realizé con el punto total de 36 como maximo.

5
[Tabla 5]
Disco intervertebral (Maximo de 20 puntos) Placa terminal del cuerpo vertebral (M&ximo 16 puntos)
Células (proliferacién de condrocitos) Numero de células acinosas
0 = Sin proliferacién 0 = Ausente
1 = Aumento de la densidad celular 1 = Rara vez presente
2 = Conexién de dos condrocitos 2 = Presente en cantidades intermedias
3 = Clones de pequefio tamafio (3-7 células) 3 = Presencia abundante
4 = Clones de tamafio moderado (8-15 células)
5 = Clones enormes (16 células 0 mas)
Cambios en los granulos acidéfilos indefinidos Desorganizacién de la estructura del cartilago
0 = Ausente 0 = Ausente
1 = Rara vez presente 1 = Rara vez presente
2 = Presente en cantidades intermedias 2 = Presente en cantidades intermedias
3 = Presencia abundante 3 = Presencia abundante
Neovascularizacién Grietas en el cartilago
0 = Ausente 0 = Ausente
1 = Presente 1 = Rara vez presente

2 = Presente en cantidades intermedias

3 = Presencia abundante

Fisuras del anillo fibroso (microfisuras en los bordes) | Microfractura

0 = Ausente 0 = Ausente

1 = Rara vez presente 1 = Rara vez presente

2 = Presente en cantidades intermedias 2 = Presente en cantidades intermedias
3 = Presencia abundante 3 = Presencia abundante

Fisuras del anillo fibroso (fisuras concéntricas) Neovascularizacién

0 = Ausente 0 = Ausente

1 = Rara vez presente 1 = Presente

2 = Presente en cantidades intermedias
3 = Presencia abundante

Desgarros del anillo fibroso Formacién de hueso nuevo
0 = Ausente 0 = Ausente
1 = Rara vez presente 1 = Presente

2 = Presente en cantidades intermedias

3 = Presencia abundante

Formacidn de cicatrices Formacidn de cicatrices
0 = Ausente 0 = Ausente

1 = Presente 1 = Presente

Defectos tisulares Defectos tisulares

0 = Ausente 0 = Ausente

1 = Presente 1 = Presente

Los resultados de la evaluacién histolégica de la gravedad de la degeneracion del disco intervertebral mostraron que las
puntuaciones del grupo de nucleotomia y del grupo de tratamiento cuatro semanas después de la cirugia eran
10 significativamente superiores a las del grupo de control normal de acuerdo con la clasificacién mostrada en la Tabla 5, lo
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que sugiere degeneracién. Sin embargo, la puntuaciéon del grupo de tratamiento fue significativamente inferior a la del
grupo de nucleotomia, lo que demuestra la supresién de la degeneracién (Figura 8).

Ademas, las alturas de los discos intervertebrales se evaluaron mediante el indice de altura del disco (DHI). Un indice de
altura del disco es un valor que se obtiene dividiendo la altura del disco intervertebral (un promedio de las alturas anterior,
media y posterior del disco intervertebral) por el didmetro anteroposterior del disco intervertebral (Eur Spine J. 2014,
23(1):19-26).

Como resultado, el indice de altura del disco del grupo de nucleotomia disminuyé significativamente en comparacién con
el del grupo de control normal. Mientras tanto, no hubo diferencias significativas en el indice de altura del disco entre el
grupo de tratamiento y el grupo de control normal. En consecuencia, se observé que el relleno del nucleo pulposo con
una solucién de alginato de sodio con bajo contenido en endotoxinas suprimia la disminucién de la altura del disco
intervertebral causada por la reseccién del nlcleo pulposo (Figura 9).

5-(4) Evaluacién inmunohistolégica

Los especimenes de tejido preparados en el punto 5-(3) anterior se sometieron a tincién inmunohistolégica utilizando
anticuerpos contra el coldgeno de tipo | y anticuerpos contra el colageno de tipo Il para contar el nimero de células
positivas en cinco campos de visién del nicleo pulposo del disco intervertebral seleccionados aleatoriamente.

Como resultado, las proporciones de las células positivas al anticuerpo contra el colageno de tipo | con respecto al nUmero
de células en las secciones cuatro semanas después de la cirugia fueron significativamente mayores para el grupo de
nucleotomia y el grupo de tratamiento, mientras que fue del 10 % o inferior para el grupo de control normal. Sin embargo,
la proporcién de células positivas a los anticuerpos contra el colageno de tipo | fue significativamente inferior en el grupo
de tratamiento que en el grupo de nucleotomia.

Las proporciones de las células positivas al anticuerpo contra el coldgeno de tipo Il con respecto al nimero de células en
las secciones cuatro semanas después de la cirugia fueron de aproximadamente el 60% para el grupo de control normal
y el grupo de tratamiento, sin mostrar diferencias. Mientras tanto, el grupo de nucleotomia dio alrededor del 40%, lo que
fue significativamente diferente del grupo de control normal y del grupo de tratamiento (Figura 10). Aunque la proporcién
de células positivas a los anticuerpos contra el colageno de tipo Il obtenida con la escisién del nlcleo pulposo sola fue
inferior a la obtenida para el grupo normal, se comprobé que se recuperaba a un nivel comparativo con el grupo de control
normal cuatro semanas después de la cirugia mediante el llenado de una solucién de alginato de sodio con bajo contenido
en endotoxinas.

A partir de los resultados descritos anteriormente, se demostré que la aplicacién de la solucién de alginato de sodio de
baja endotoxina al nlcleo pulposo suprime la degeneracién y promueve la regeneracién del nucleo pulposo del disco
intervertebral. Junto con los resultados de la prueba dinamica del Ejemplo 3, la composicién de la presente invencién se
encontr6 favorable para utilizarse particularmente para rellenar un nucleo pulposo después de una nucleotomia
intervertebral. Ademés, la disminucién del indice de altura del disco debida a la reseccién del nucleo pulposo se suprimié
en el grupo de tratamiento, lo que sugiere la posibilidad de prevenir y/o aliviar también la degeneracién de un disco
intervertebral adyacente al disco intervertebral tratado.

Ejemplo 6: Examen de la composicién del nucleo pulposo del disco intervertebral ovino

La matriz extracelular de un nucleo pulposo de un disco intervertebral se compone principalmente de agua, colageno de
tipo Il y proteoglicano, y se dice que tiene una mayor proporcién de proteoglicano con respecto al coldgeno en
comparacién con otros tejidos cartilaginosos tal como las placas terminales de los discos intervertebrales y un cartilago
articular. Existe un documento que describe esta proporcién entre proteoglicanos y colageno como una proporcidn entre
glicosaminoglicanos sulfatados (GAG) e hidroxiprolina (HYP) (European Cells and Materials Vol.8. 2004 p.58-64).
Se rellend un modelo de defecto del nuicleo pulposo de disco intervertebral de oveja con una solucién de alginato de sodio
con bajo contenido en endotoxinas, y se evalué mediante un analisis bioquimico del tejido del nlcleo pulposo cuatro
semanas después de la cirugia, de acuerdo con el documento mencionado anteriormente.

6-(1) Procedimiento

Para la prueba se utilizaron discos intervertebrales L1/2, L2/3, L3/4 y L4/5 de dos ovejas (macho, Suffolk) de 35 kg-60 kg
de peso. Se prepararon modelos de defectos del nlcleo pulposo del disco intervertebral de oveja de acuerdo con el
Ejemplo 5, en donde se introdujo una solucién de alginato de sodio al 2 p/v% baja en endotoxina para obtener un grupo
de tratamiento (n = 4). Se obtuvo como grupo de nucleotomia (n = 4) un grupo que sélo recibié nucleotomia intervertebral
y se sutur6é de acuerdo con el Ejemplo 5. Se obtuvieron discos intervertebrales ovinos no tratados (T12/L1, L5/6) como
grupo de control normal (n = 4). El nicleo pulposo del disco intervertebral y el tejido cartilaginoso (cartilago articular) de
los fémures izquierdo y derecho no tratados se recogieron cuatro semanas después de la cirugia para medir el
glicosaminoglicano sulfatado (GAG) y la hidroxiprolina (HYP) tras el tratamiento previo de los especimenes.

Los especimenes se pretrataron liofilizando los especimenes, midiendo los pesos secos y afiadiendo un tampén HEPES
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20 mM (pH7,5) que contenia 1 ml de solucién Pronase (Calbiochem) a una concentracién de 1 mg/ml a los especimenes
secos para digerirlos a 60 °C durante 3 h mientras se agitaba cada 1 h. Los resultantes se centrifugaron a 8.000 x g
durante 10 min, y los sobrenadantes resultantes se utilizaron como liquidos madre de muestra para las mediciones. Los
liquidos de caldo se refrigeraron hasta las mediciones.

El glicosaminoglicano sulfatado (GAG) se midié utilizando el kit cuantitativo sGAG de Wieslab (marca registrada) (Euro
Diagnostica, nUmero de producto: GAG201RUQO) de acuerdo con las instrucciones para medir la cantidad de GAG. Los
liguidos madre de muestra para las mediciones se diluyeron 100 veces con agua purificada para utilizar las soluciones de
dilucidén resultantes como muestras para la medicién. Una muestra en blanco fue una solucién de Pronase diluida 100
veces. La longitud de onda de medicién fue de 620 nm, y para calcular la cantidad de glicosaminoglicanos en el espécimen
se utilizé una curva de calibracién preparada a partir del condroitin 6-sulfato (CS-6) como patrén en el kit de medicién.

La hidroxiprolina (HYP) se midi6é de la siguiente manera. Los liquidos madre de las muestras para las mediciones se
diluyeron 100 veces con agua purificada a fin de utilizar la solucién de dilucién resultante como muestras para la medicion.
Una muestra en blanco fue una solucién de Pronase diluida 100 veces. Se recogieron 50 pl de la muestra de medicién en
un frasco ampolla para hidrélisis, al que se afiadi6é una cantidad equivalente de acido clorhidrico concentrado y se cerré
herméticamente para permitir la hidrélisis a 120 °C durante 16 h. Se prepararon tres muestras de hidrélisis por espécimen.
Se recogieron 20 1L de la muestra de hidrélisis y 100 pl de una solucién estandar HYP en una placa de pocillos, y se
despresurizaron a 40 °C durante 15 h para que se secaran y solidificaran. Se afiadieron 100 ul de agua purificada a la
muestra seca y se dejé que adquiriera color para medir la absorbancia a 557 nm de acuerdo con el procedimiento de
Woessner (Woessner JF Jr, Arch Biochem Biophys, 93,(1961) p.440-447). Dado que las tasas de dilucién de las muestras
de medicién tras la hidrélisis y el desarrollo del color fueron 10 veces, la tasa de dilucién total fue de 1000 veces. Se utilizé
una curva de calibracién preparada a partir de los resultados de la solucidén estandar de HYP para calcular las cantidades
de HYP en los especimenes.

6-(2) Resultados

La cantidad de GAG y la cantidad de HYP (pg/mg de peso seco) de los especimenes en peso seco se obtuvieron para
derivar la proporcién de GAG a HYP (GAG/HYP). Se determiné un valor promedio y una desviacién estandar para cada
grupo (n=4) (Tabla 6). Ademas, en la Figura 11 se muestra un gréfico de dispersién de cada grupo.

[Tabla 6]
GAG/HYP
Valor promedio Desviacién tipica
Grupo de nucleotomia (n = 4) 8,9 1,7
Grupo de tratamiento (n = 4) 10,0 2,3
Grupo de control normal (n = 4) 17,8 4.4
Cartilago articular (n = 4) 3,1 0,6

Como resultado, el valor promedio de GAG/HYP del grupo de control normal (nucleo pulposo del disco intervertebral) fue
de 17,8, superior al 3,1 del cartilago articular no tratado. Los valores promedio de GAG/HYP del grupo de nucleotomia y
de los grupos de tratamiento cuatro semanas después de la cirugia eran inferiores a los del grupo de control normal. El
valor promedio de GAG/HYP de los grupos de tratamiento mostré una tendencia a ser ligeramente superior al del grupo
de nucleotomia. En consecuencia, el nucleo pulposo del disco intervertebral presentaba una proporcidon
glicosaminoglicano sulfatado (GAG)/hidroxiprolina (HYP) més elevada que el cartilago articular, lo que sugiere que las
proporciones de los componentes que constituyen estos tejidos son diferentes, y también que las caracteristicas tisulares
son distintas entre el nucleo pulposo del disco intervertebral y el cartilago articular. Se considerd que la composicién para
su uso de una sal metélica monovalente de 4cido alginico de baja endotoxina de la presente invencién tenia posibilidad
de recuperar tales caracteristicas de composicién de un nucleo pulposo.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para rellenar el nicleo pulposo de un disco intervertebral que comprende una sal metélica
monovalente de &cido alginico de baja endotoxina, que se aplica al nlcleo pulposo de un sujeto, que se cura poniendo
en contacto un agente reticulante con al menos una parte de la superficie de la composicién aplicada, y que tiene fluidez
cuando se aplica al nucleo pulposo.

2. La composicién para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde la composicién se aplica al nucleo pulposo a través de una entrada de relleno de la composicidn
en la superficie del disco intervertebral, y se cura poniendo en contacto un agente reticulante con la entrada de relleno de
la composicién en la superficie del disco intervertebral.

3. La composicién para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con la
reivindicacién 1 o0 2, en donde la composicién se cura parcialmente después de aplicarse al sitio del nlcleo pulposo.

4. La composiciébn para su uso en el relleno de un nucleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con la
reivindicacién 3, en donde el curado parcial de la composiciéon en el lugar del nlcleo pulposo puede determinarse por
comparacién con un procedimiento in vitro, en donde al menos el 50% del volumen de la composicién en un tubo de
ensayo de 6 mm de diametro no esté gelificado cuando puede succionarse con una jeringa con una aguja 21G, después
de llenar el tubo de ensayo con 500 pl de un alginato de sodio de baja endotoxina y un agente reticulante, empleando el
mismo procedimiento y proporcién para utilizar el agente reticulante que para rellenar el sitio del niucleo pulposo, y
dejandolo reposar durante una hora.

5. La composicién para su uso en el relleno de un ntcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-4, en donde la composicién se va a aplicar al sitio del nucleo pulposo aplicando la composicién
a un sitio defectuoso del nucleo pulposo formado mediante la eliminacién de al menos una parte del nucleo pulposo.

6. La composicién para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno cualquiera
de las reivindicaciones 1-5, en donde la viscosidad aparente de la composicién que tiene fluidez es de 500 mPa-s a 10.000
mPa-s medida en una solucién al 2% con un viscosimetro de placa cdnica bajo una condicién en donde la temperatura
de medicidn es de 20 °C, la velocidad de rotacién es de 0,5 rpm, y el tiempo de lectura es de 2,5 min de medicién para
obtener el promedio de los valores tomados durante el periodo comprendido entre 0,5 y 2,5 min después del inicio de la
medicién como viscosidad aparente.

7. La composicion para su uso en el relleno de un ntcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-6, en donde

(i) el peso molecular promedio ponderado (peso molecular absoluto) de una sal metalica monovalente de &cido
alginico de baja endotoxina es igual o superior a 80.000, medido por un procedimiento GPC-MALS; y/o

(ii) la concentracién de una sal metalica monovalente de &cido alginico de baja endotoxina es de 0,5 p/p% a 5
p/p%.

8. La composicidn para su uso en el relleno de un ndcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-7, en donde

(i) la composicién no contiene el agente reticulante en una cantidad que permita el curado de la composicién
antes de aplicarse al nlcleo pulposo del sujeto; y/o

(ii) la composicién que tiene fluidez tiene una fluidez que permite la inyeccién con una aguja 21G tras dejar
reposar la composicién a 20 °C durante una hora.

9. La composicion para su uso en el relleno de un ntcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-8, en donde la composicién no contiene una célula.

10. La composicién para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con uno
cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el agente reticulante es un compuesto iénico metalico divalente o de
mayor valencia.

11. La composiciéon para su uso en el relleno de un nulcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la composicién se aplica en combinacién con al menos una seleccionada
de células y un factor para promover el crecimiento de las células, preferentemente las células se seleccionan de células
del nucleo pulposo, células madre, células estromales, células madre mesenquimales, células estromales de médula
6sea, células ES no humanas y células iPS, y en donde el factor para promover el crecimiento de las células se selecciona
de BMP, FGF, VEGF, HGF, TGF-B, IGF-1, PDGF, proteina morfogenética derivada del cartilago (CDMP), CSF, EPO, IL,
plasma rico en plaquetas (PRP), SOX e IF.

27



10

15

20

ES 2972523 T3

12. La composicién para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde la composicién se usa para tratar, prevenir o suprimir la recurrencia de
una degeneracién de disco intervertebral y/o una lesién de disco intervertebral, preferentemente, la degeneracién del
disco intervertebral y/o la lesidn del disco intervertebral es al menos una seleccionada del grupo que consiste en hernia
discal, discopatia, espondilolistesis degenerativa, discitis piégena, espondilosis deformante, estenosis del canal espinal y
una lesion del disco intervertebral.

13. La composicién para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde la composicidén esta en estado seco o en estado de solucién antes de
aplicarse al sitio del nucleo pulposo, preferentemente la sal metalica monovalente de acido alginico de baja endotoxina
en estado seco es un liofilizado.

14. Un kit para su uso en el relleno de un nlcleo pulposo de un disco intervertebral, el kit comprende al menos la
composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13 y un agente reticulante.

15. Una sal metélica monovalente de 4cido alginico de baja endotoxina para su uso en el relleno de un ntcleo pulposo de
un disco intervertebral, en donde la sal metélica monovalente de acido alginico de baja endotoxina se aplica al nucleo
pulposo a través de una entrada de relleno de la composicién en la superficie del disco intervertebral, y se cura poniendo
en contacto un agente reticulante con la entrada de relleno en la superficie del disco intervertebral.
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