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DESCRIPCION
Una composicién para la utilizacion en el tratamiento de la mala alineacién intervertebral

Campo técnico de la invencién

La presente invencion se refiere a la mala alineacion intervertebral, tal como la escoliosis, espondilolistesis,
subluxacion vertebral y fracturas vertebrales, y una composicién para la utilizacion en el tratamiento de la mala
alineacion intervertebral

Antecedentes

Habitualmente, las vértebras separadas de una columna vertebral vertebrada, tal como la columna vertebral humana,
estan dispuestas en una alineacién fija. Sin embargo, existen condiciones que pueden modificar esta alineacion y, de
esta manera, afectar al vertebrado negativamente. Una situacion en la que las vértebras no cumplen con la alineacion
normal puede denominarse mala alineacion. Debido a que la mala alineacion se basa en la relacion entre dos vértebras
contiguas, preferentemente puede denominarse mala alineacion intervertebral.

Una causa comun de mala alineacion intervertebral es la formacion de curvaturas en el plano frontal, una condicion
generalmente denominada escoliosis. En casos progresivos de escoliosis, pueden existir motivos para reducir o evitar
una mala alineacion intervertebral adicional. Convencionalmente, la reduccion y/o prevencion de la mala alineacion
intervertebral puede conseguirse con diversas formas de corsé. Sin embargo, la mala alineacién intervertebral con
frecuencia requiere cirugia.

En el caso de la cirugia, la columna vertebral tipicamente se fija mediante insercién de barras de acero inoxidable,
denominadas barras de Harrington. Sin embargo, antes de la introduccién de la cirugia actual, a principios de los 1960,
la columna vertebral se fijaba dejando que el hueso obtenido de la cresta iliaca formase uniones dseas entre las
vértebras mal alineadas.

Otra condicién comun que puede causar mala alineacion intervertebral es la espondilolistesis. Esta es una condicién
en la que una debilidad congénita en una parte del arco vertebral produce una fractura en el arco vertebral con un
desplazamiento dentro del segmento espinal en direccion antero-posterior entre dos vértebras. Es mas comun en la
columna lumbar inferior. Esto resultara en un estrechamiento gradual del canal espinal con lesiéon compresiva del tejido
nervioso en el canal espinal con disfuncidon en las piernas y esfinteres. El avance de dicha mala alineacion
habitualmente se reduce mediante la fijacion de las dos vértebras con placas y tornillos pediculares.

La subluxacién vertebral es una mala alineacién menor reconocida principalmente por los quiropracticos. La
subluxacion significa que dos vértebras han perdido su alineaciéon normal y ello puede conducir a diversos sintomas.
La mala alineacion puede corregirse mediante terapia de manipulacion en la que las vértebras se devuelven a su
alineacion normal. Sin embargo, no es infrecuente que las vértebras se desalineen un tiempo después de esta
correccion.

Las fracturas vertebrales con frecuencia resultan en una mala alineacion de los fragmentos de las vértebras
fracturadas. Resulta especialmente perjudicial que un fragmento de la parte posterior de un cuerpo vertebral se
desplace hacia el interior del canal espinal, con la consiguiente lesion del tejido nervioso intraespinal. Esto requiere
cirugia inmediata. En la realineacion de los fragmentos vertebrales, puede resultar util reducir la movilidad de un
segmento vertebral lesionado.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de proporcionar nuevos modos mas seguros y menos complicados de
reduccion y/o prevencion de la mala alineacion intervertebral.

Descripcién resumida de la invencién

El objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion para la utilizacion en el tratamiento de la mala
alineacion intervertebral, tal como la escoliosis, la espondilolistesis, la subluxacién vertebral y las fracturas vertebrales.

La composicion para la utilizacion en el tratamiento de la mala alineacion intervertebral puede formularse de manera
que pueda administrarse en una cantidad terapéuticamente eficaz mediante una inyeccién local en un disco
intervertebral.

Se dispone un disco intervertebral entre dos vértebras contiguas. El disco intervertebral tipicamente es flexible y
permite el movimiento entre las vértebras contiguas. Esta formado por un anillo de tejido conectivo que comprende
principalmente colageno y un centro semiliquido que comprende, p.ej., colageno y proteoglicanos. El anillo se
denomina anillo fibroso y el centro se denomina nucleo pulposo.

El concepto de la presente invencion es reducir la mala alineacion intervertebral adicional mediante la aceleracion del
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envejecimiento de un disco intervertebral, rigidificando de esta manera el disco intervertebral, p.ej., mediante
transformacion del disco intervertebral en un tejido conectivo solido y denso. La transformacion de un disco
intervertebral en tejido conectivo sélido y denso lo hace mas estable, y en consecuencia, el disco intervertebral
consigue un rango de movimiento reducido. Un disco intervertebral transformado en tejido conectivo sélido y denso
proporcionara una estabilidad mejorada de un segmento espinal.

La presente invencion puede producir una situacion similar a la fusioén 6sea utilizada en tratamientos anteriores de la
escoliosis mediante la transformacién del disco intervertebral en tejido conectivo, reduciendo de esta manera la mala
alineacion progresiva de la columna vertebral.

La presente invencion puede producir una situacion similar a las placas y tornillos mediante la transformacién del disco
intervertebral en tejido conectivo, reduciendo de esta manera la mala alineacion progresiva de la columna vertebral.

La presente invencion puede reducir el riesgo de reaparicion de subluxaciones mediante transformacién del disco
intervertebral en tejido conectivo, reduciendo de esta manera el riesgo de mala alineacién de la columna vertebral.

La presente invencidon puede reducir la movilidad de un segmento espinal mediante transformacion del disco
intervertebral en tejido conectivo.

El inventor de la presente invencion ha encontrado inesperadamente que la sustancia podria ser con éxito acido
lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El acido lactico es un acido carboxilico con la formula quimica CHsCH(OH)COOH. Tal como se muestra en la formula
(), posteriormente, el acido lactico en una solucién acuosa puede perder un protén de su grupo carboxilo, produciendo
el ion lactato, CH3CH(OH)COO-. La fraccién molar de acido lactico a ion lactato es 1:1.

CHsCH(OH)COOH (aq) <> CH3CH(OH)COO- + H* (1)

El ion lactato puede, junto con un contraién, formar una sal farmacéuticamente aceptable. El contraion puede ser un
ion metalico seleccionado del grupo que consiste en los iones de los elementos siguientes: Li, Be, Na, Mg, Ky Ca.
Alternativamente, el contraién puede ser un ion organico, tal como amonio o colina. El acido lactico, o sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, se encuentra naturalmente presente en el cuerpo humano.

La concentracién de ion lactato en el agua tisular de un disco intervertebral lumbar de un paciente con dolor de espalda
se estimo que se encontraba dentro del intervalo de 1 mmol/l a practicamente 16 mmoles/|, tipicamente en el intervalo
de 4 mmoles/I a 6 mmoles/l. Estos valores medidos se presentan en la pagina 5 y en la figura 5 del articulo cientifico
titulado "Oxygen and lactate concentrations measured in vivo in the intervertebral discs of patients with scoliosis and
back pain" by Bartels et al., publicado en Spine 23(1): pp. 1-8, 1998.

Tal como se observa en la Tabla 1, el peso molecular del ion lactato es 89,07 g/mol. Una concentracion molar de 1
mmol de ion lactato por litro de agua tisular en el disco intervertebral lumbar corresponde, de esta manera, a una
concentracion masica de 89,07 mg/l. De manera similar, una concentracion molar de 16 mmoles de ion lactato por litro
de agua tisular en el disco corresponde a una concentracion masica de 1425 mg/l.

En el ser humano, el espacio discal de un disco intervertebral lumbar presenta un volumen estimado en
aproximadamente 1,5 ml a 3,0 ml.

En vista de lo anteriormente expuesto, el experto en la materia podra calcular facilmente la cantidad de lactato,
expresada en moles o gramos, en el disco. Se proporciona un ejemplo en la Tabla 1.

Tabla 1. Cantidades aproximadas de ion lactato en discos intervertebrales escoliéticos de un paciente.

Concentracién observada de ion lactato en el agua tisular de discos escoliéticos 1 a 16 mmolesl/I

Volumen medio del espacio discal de un disco intervertebral que comprende el agua 1,5a3 ml

tisular

Moles calculados de ion lactato en el agua tisular 0,0015 a 0,048
mmoles

Peso molar del ion lactato 89,07 g/mol

Masa calculada de ion lactato en el agua tisular 0,134 a 4,28 mg

El acido lactico, el ion lactato o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos puede interferir negativamente
con la funcién de las células del disco intervertebral, en particular las células que producen los proteoglicanos
necesarios para evitar el envejecimiento del disco.

El envejecimiento de un disco intervertebral se inicia mediante un suministro reducido de nutrientes y oxigeno mediante
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difusién de los vasos sanguineos en las vértebras contiguas y de las estructuras circundantes. Esto inducira
gradualmente una acumulacion de productos de desecho metabdlico en el disco intervertebral, tal como en el nucleo
pulposo. Un tipo de producto de desecho metabdlico que puede encontrarse presente es el acido lactico y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

El acido lactico, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, puede contribuir a varios mecanismos que
provocaran la muerte celular en los discos intervertebrales, tal como la acumulacion intracelular de grasa, el hinchado
mitocondrial, la compactacion de la cromatina y la liberacién de glutamato excitotéxico.

El acido lactico, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, puede liberar PGE2, causando inflamacion y
produccién de tejido conectivo. Ademas, el acido lactico, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, puede
estimular la liberacion de TGF-beta, que a su vez estimula a los fibroblastos a producir colageno.

El acido lactico, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, también puede contribuir a coagulacion
intravascular diseminada y coagulopatia de consumo, que incrementa la tendencia de los glébulos rojos a agregarse,
formando “sangre espesada” y provoca que los glébulos rojos sean mas rigidos, a su vez, incrementando la viscosidad
de la sangre y alterando la circulacion en los vasos pequefos.

De esta manera, un incremento de la concentracién de acido lactico, o sales farmacéuticamente aceptables del mismo,
en un disco intervertebral mediante administracion de una composicion que comprende acido lactico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en el espacio discal del disco intervertebral aceleraria por lo tanto el
envejecimiento del disco e induciria la transformacion del nucleo pulposo en tejido conectivo.

El envejecimiento del disco intervertebral, incluyendo la transformacion del nucleo pulposo en tejido conectivo, rigidifica
el disco intervertebral, y mediante la administracion de una composicion que comprende acido lactico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, puede acelerarse el envejecimiento de una manera controlable. Tipicamente,
la concentracién de acido lactico, o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, puede incrementarse en un disco
intervertebral, mas especificamente en el espacio discal, con el fin de acelerar el envejecimiento.

El inventor ha encontrado que una composicién que comprende acido lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, induce una marcada transformacion del disco intervertebral, rigidificandolo de esta manera. La marcada
transformacion se ha interpretado como un envejecimiento acelerado del disco intervertebral mediante transformacion
del nucleo pulposo en tejido conectivo. En consecuencia, el inventor espera mejoras para el paciente con respecto a
la mala alineacion intervertebral en caso de que se administre una composicién que comprende acido lactico, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el nucleo pulposo del disco intervertebral, resultando en una
concentracién incrementada de acido lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, dentro del espacio
discal.

El inventor espera mejoras para el paciente con respecto a la mala alineacién intervertebral, tal como escoliosis,
espondilolistesis, subluxacion vertebral y fracturas vertebrales, con la administracién de acido lactico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion que comprende &acido lactico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en un espacio discal de un disco intervertebral que es, por lo menos
parcialmente, responsable de la mala alineacién intervertebral.

Segun un primer aspecto de la invencién, se proporciona una composicion para la utilizaciéon en el tratamiento de la
mala alineacion intervertebral. La composicion comprende acido lactico o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. La composicidn se administra en un espacio discal que comprende el nucleo pulposo de un disco intervertebral.

El término tratamiento de la mala alineacion intervertebral incluye en la presente memoria prevencion y/o reduccion
de la progresion de la mala alineacion intervertebral. La composicion para la utilizacion en el tratamiento de la mala
alineacion intervertebral puede comprender por lo menos uno de acido lactico y una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo. La sal farmacéuticamente aceptable es una sal farmacéuticamente aceptable que comprende un ion lactato
y un contraién.

Las ventajas de la composicion para la utilizacion en el tratamiento de la mala alineacion intervertebral segun la
presente invencion es un tratamiento mas seguro y mas eficiente de la mala alineacién intervertebral, siendo ademas
menos caro y menos invasivo que los tratamientos, p.e;j. el tratamiento quirdrgico, conocidos del estado de la técnica.
Ademas, el acido lactico, o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, son biocompatibles. El cuerpo de un
vertebrado, tal como un ser humano, es capaz de manipular, tal como degradar, acido lactico, o sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, ya que estos compuestos son compuestos naturales, tales como productos
de desecho, presentes en el cuerpo del vertebrado.

El inventor sugiere que el nucleo pulposo en el espacio discal de un disco intervertebral puede transformarse en tejido
conectivo solido y denso, similar al tejido conectivo del anillo fibroso, en el caso de que se administre una composicion
para la utilizacion en el tratamiento de la mala alineacion intervertebral segun la presente invencién en el nucleo
pulposo. Por ejemplo, ademas, puede tener lugar coagulaciéon sanguinea durante la transformacién del nacleo pulposo
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en tejido conectivo, provocando que el disco intervertebral se torne mas sélido y denso. La rigidez incrementada se
espera que resulte en una estabilizacion incrementada del segmento que comprende el disco intervertebral tratado vy,
de esta manera, una prevencioén y/o una reduccion de la mala alineacion intervertebral progresiva.

Segun una realizacion, la composicion para la utilizacion se administra en una cantidad eficaz para incrementar la
concentracion de acido lactico, o la concentracion de ion lactato, a partir de la sal farmacéuticamente aceptable, en el
espacio discal hasta mas de 16 mmoles/I.

La composicidn para la utilizacién puede administrarse en una cantidad eficaz para incrementar la concentracion de
acido lactico o lactato en el espacio discal hasta una concentracion superior a la concentracién que se observa durante
el envejecimiento natural.

Segun una realizacion, la concentracion de acido lactico, o la concentracion de ion lactato de la sal farmacéuticamente
aceptable, en la composicion es de por lo menos 16 mmoles/Il, por ejemplo se encuentra comprendida en el intervalo
de 16 a 12000 mmoles/I, tal como de 100 a 10000 mmoles/I, tal como de 500 a 5000 mmoles/l, tal como de 800 a 2000
mmoles/I.

Segun una realizacion, la composicion para la utilizacion presenta un pH inferior a 4, tal como inferior a 3,5, tal como
inferior a 3,0, tal como inferior a 2,5, tal como inferior a 2, y tal como inferior a 1,5.

Segun una realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable es un lactato de cualquiera de los elementos seleccionados
del grupo que consiste en: los metales alcalinos y los metales alcalinotérreos. Por ejemplo, la sal farmacéuticamente
aceptable es por lo menos una de lactato de litio, lactato sddico, lactato potasico, lactato de berilio, lactato de magnesio,
lactato de bario y lactato de calcio.

Segun una realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable se selecciona del grupo que consiste en: lactato amonico,
lactato de colina, lactato de litio, lactato sddico, lactato potasico, lactato de berilio, lactato de magnesio, lactato de bario
y lactato de calcio.

Segun una realizacion, la composicién para la utilizacion se administra en el espacio discal de un disco intervertebral
que contribuye a la mala alineacion intervertebral.

En un ejemplo, la composicion para la utilizacion puede administrarse en cualquier o todos los discos intervertebrales
que se sospecha que contribuyen a la mala alineacion intervertebral.

Segun una realizacion, se administra acido lactico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, mediante
inyeccion local en el espacio discal que comprende el nucleo pulposo.

Por ejemplo, en el caso de que la mala alineacion intervertebral corresponda a escoliosis, resulta deseable estabilizar
la columna mediante la prevencion de la mala alineacion adicional y, en el mejor de los casos, también mediante la
reduccion de la mala alineacién actual. Tipicamente, una composiciéon que comprende acido lactico puede en la
escoliosis administrarse en los espacios discales de mas de una, por ejemplo de 5 a 20, tal como aproximadamente
15 discos intervertebrales, con fines de estabilizacion.

En otros casos de mala alineacion intervertebral, puede resultar suficiente administrar una composicion que
comprende acido lactico en un unico disco intervertebral, o por ejemplo, en dos discos intervertebrales contiguos, para
conseguir el efecto estabilizador.

La inyeccion local puede llevarse a cabo tipicamente mediante una jeringa.

Segun una realizacion, el acido lactico se administra en una Unica dosis comprendida en el intervalo de 2 mg a 200
mg, tal como de 5 mg a 150 mg, tal como de 10 a 100 mg, tal como de 10 a 50 mg, tal como de 15 a 30 mg. La dosis
Unica corresponde a la cantidad de acido lactico que se administra por espacio discal.

En el caso de que se administre una sal farmacéuticamente aceptable, el ion lactato de la sal farmacéuticamente
aceptable se administra en una cantidad correspondiente a la dosis Unica de acido lactico anterior, considerando la
fraccion molar de acido lactico a lactato.

Segun una realizacion, la composicidn para la utilizaciéon que comprende acido lactico o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, se administra en una Unica ocasion en la dosis Unica.

Segun una realizacion, la composicién se encuentra en forma de una solucién acuosa que comprende dicho acido
lactico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Tipicamente, la composicion para la utilizacion en el tratamiento de la mala alineacion intervertebral se proporciona
en un estado liquido adecuado para la inyeccion local.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2735923 T3

Segun una realizacién, la mala alineacién intervertebral se selecciona de escoliosis, espondilolistesis, subluxacion
vertebral y fracturas vertebrales.

En algunos ejemplos, la composicién puede comprender ademas por lo menos un agente seleccionado de
solubilizadores, estabilizadores, tampones, modificadores de la tonicidad, agentes volumétricos, potenciadores de la
viscosidad, reductores de la viscosidad, surfactantes, agentes quelantes, conservantes y adyuvantes.

En un ser humano, la cantidad de la composicién que debe administrarse puede encontrarse comprendida en el
intervalo de 0,05 ml a 5 ml, tal como de 0,1 a 3 ml, p.ej. de 0,2 ml a 2 ml. Estas cantidades corresponden mas o menos
al volumen del nucleo pulposo en un ser humano. Para un disco intervertebral lumbar, la cantidad de la composicion
que debe administrarse puede ser de aproximadamente 1,5 ml a 3,0 ml. Para un disco intervertebral cervical, la
cantidad de la composicion que debe administrarse puede ser de aproximadamente 0,5 ml. Para un disco intervertebral
coccigeo, la cantidad de la composicién que debe administrarse puede ser de aproximadamente 0,2 ml.

La expresion “ocasion unica” se refiere en la presente memoria a una unica visita a una consulta médica, tal como
durante la visita al médico, p.ej. en un hospital. La visita puede no prolongarse mas de 24 horas, tal como de 0,5a 5
horas. La expresion tipicamente, aunque no necesariamente, implica que la dosis Unica se administra mediante sélo
una Unica inyeccidn en una Unica ocasién. Sin embargo, la expresién cubre ademas casos en que la dosis Unica se
administra en una unica ocasién, aunque mediante varias inyecciones, tal como de 2 a 10 inyecciones por cada
ocasion unica, p.ej., de 2 a 5 inyeccién por ocasion unica.

La expresion “ocasiones repetidas” en la presente memoria se refiere a mas de una visita, es decir, una pluralidad de
visitas, en una consulta médica, tal como durante mas de una visita al médico, p.ej. en un hospital. Cada visita puede
no prolongarse mas de 24 horas, tal como de 0,5 a 5 horas. La expresion tipicamente, aunque no necesariamente,
implica que la dosis Unica se administra mediante sélo una unica inyeccién, aunque en ocasiones repetidas. Sin
embargo, la expresion cubre ademas casos en que la dosis Unica se administra en ocasiones repetidas, aunque
mediante varias inyecciones, tal como de 2 a 10 inyecciones por cada una de dichas ocasiones repetidas, p.ej., de 2
a 5 inyeccion por cada una de dichas ocasiones repetidas.

La expresién “disco intervertebral” se refiere a un elemento que se encuentra entre dos vértebras contiguas en la
columna. Cada disco intervertebral forma una articulacion cartilaginosa para permitir un ligero movimiento de las
vértebras, y actia como un ligamento para sujetar las vértebras juntas. Un disco intervertebral consiste en un anillo
fibroso externo, que circunda un nucleo pulposo interno. Una columna vertebral humana comprende 23 discos
intervertebrales: 6 en el cuello (regidn cervical), 12 en la parte media de la espalda (region toracica) y 5 en la espalda
inferior (region lumbar). Ademas, los discos intervertebrales también se disponen entre los huesos coccigeos. Un disco
intervertebral también puede denominarse ‘disco’.

La expresién “nucleo pulposo” se refiere a la sustancia de tipo gelatina en la parte intermedia de un disco intervertebral.
El nucleo pulposo comprende células de tipo condrocito, fibrillas de colageno y proteoglicanos agrecanos que se
agregan mediante cadenas hialurénicas. Unidas a cada molécula de agrecano se encuentran las cadenas de
glucosaminoglicano (GAG) de condroitin-sulfato y queratan-sulfato. El ndcleo pulposo actia como un absorbedor de
choques y mantiene separadas las dos vértebras contiguas.

La expresién “anillo fibroso” se refiere a una lamina de tejido fibroso y fibrocartilago formada como circunferencia del
nucleo pulposo. El fibroso anular sirve para distribuir la presion uniformemente en todo el disco intervertebral.

La expresion “espacio discal” se refiere al espacio de un disco intervertebral relleno por el nucleo pulposo y que
presenta una circunferencia definida por el anillo fibroso.

La expresion “placa terminal craneal” se refiere a la superficie de un disco intervertebral que esta orientada hacia el
craneo. La placa terminal craneal esta dispuesta en la cara opuesta del disco intervertebral en comparacion con la
placa terminal caudal.

La expresion “placa terminal caudal” se refiere a la superficie de un disco intervertebral que esta orientada en sentido
contrario al craneo. La placa terminal caudal esta dispuesta en la cara opuesta del disco intervertebral en comparacion
con la placa terminal craneal.

La expresion “articulacion facetaria” se refiere a una estructura articular emparejada que presenta tipicamente una
superficie articular que esta cubierta por cartilago articular. La articulacion facetaria esta tipicamente encerrada en una
capsula. La articulacién facetaria forma una articulacién entre el proceso articular inferior de la vértebra y el proceso
articular superior de la vértebra. Una articulacion facetaria tipicamente esta construida para permitir el movimiento y
proporcionar soporte mecanico a la columna vertebral.

La expresion “proceso transversal” se refiere a una formacion 6sea que se extiende lateralmente desde el arco
vertebral en ambas caras. También se denomina apdfisis costiforme.
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La expresion “segmento espinal” se refiere a dos vértebras contiguas con el disco intervertebral interpuesto.

La expresion “mala alineacion intervertebral” en la presente memoria se refiere a una situacién en la que las vértebras
de la columna vertebral no cumplen con su alineacién normal. Un tipo comun de mala alineacion intervertebral es la
escoliosis, en la que la mala alineacion habitualmente se manifiesta en una asimetria de los cuerpos vertebrales, de
manera que, en una secuencia de huesos vertebrales, la columna se retuerce y/o doble hacia un lado.

La expresion “rigidez de flexion” en la presente memoria se refiere a una caracteristica que describe la rigidez de un
disco intervertebral dispuesto en un segmento de una columna vertebral. La rigidez de flexién puede determinarse
aplicando una fuerza en el segmento de la columna vertebral hasta que alcanza un modo de flexion lateral completa
y mediante, posteriormente, la medicién de la distancia entre los procesos transversales de las vértebras dispuestas
en las dos caras opuestas del disco intervertebral, respectivamente. El modo de flexion lateral completa se define
como el estado en que el disco intervertebral del segmento de la columna vertebral no puede forzarse mas sin romper
el segmento de la columna vertebral. Esta caracteristica se mide en milimetros. La rigidez de flexion es un modo de
caracterizar la rigidez flexural del segmento de la columna vertebral y, mas especificamente, la rigidez flexural del
disco intervertebral.

La rigidez flexural se define generalmente como el par de fuerzas requerido para doblar una estructura no rigida hasta
una curvatura unidad. Es una medida de rigidez de un elemento estructural; el producto del médulo de elasticidad y el
momento de inercia dividido por la longitud del elemento. En otras palabras, es la proporcion entre esfuerzo y
deformacion en un material elastico al doblar dicho material.

Segun un segundo aspecto, se proporciona un método para el tratamiento de la mala alineacion intervertebral
mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de acido lactico, o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en el nucleo pulposo de un disco intervertebral de un paciente que lo necesita. Los efectos y
caracteristicas de dicho segundo aspecto de la presente invencion son analogos a los indicados anteriormente en
relacion al primer aspecto de la presente invencion.

Segun un tercer aspecto, se proporciona la utilizacion de acido lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de la mala alineacion intervertebral. Los efectos
y caracteristicas de dicho tercer aspecto de la presente invenciéon son analogos a los indicados anteriormente en
relacion a los aspectos anteriores de la presente invencion.

Segun un cuarto aspecto, se proporciona acido lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la
utilizacién en el tratamiento de la mala alineacion intervertebral. Los efectos y caracteristicas de dicho cuarto aspecto
de la presente invencion son analogos a los indicados anteriormente en relacion a los aspectos anteriores de la
presente invencion.

Se pondran de manifiesto caracteristicas y ventajas adicionales de la presente invencion tras el estudio de las
reivindicaciones adjuntas y la descripcidon a continuacion. El experto en la materia reconoce que pueden combinarse
diferentes caracteristicas de la presente invencion para crear realizaciones diferentes de las descritas a continuacion,
sin apartarse del alcance de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacién, se describen en mayor detalle estos aspectos y otros de la presente invencién, en referencia a los
dibujos adjuntos que muestran una o mas realizaciones de la invencion.

En la fig. 1, se muestra esquematicamente una seccion transversal de una columna vertebral de un ser humano.
En la fig. 2, se muestran esquematicamente en una vista lateral dos vértebras contiguas de una columna vertebral
humana.

En la fig. 3, se muestra esquematicamente en una vista lateral la parte inferior de una columna vertebral de un ser
humano.

En la fig. 4, se muestra esquematicamente en una vista posterior un segmento vertebral.

En la fig. 5, se muestra esquematicamente cémo se mide la longitud anterior-posterior de una seccion transversal
de un espacio de disco intervertebral.

En la fig. 6, se muestra esquematicamente como se mide la anchura bilateral de una seccion transversal de un
espacio de disco intervertebral.

La fig. 7 muestra esquematicamente una columna vertebral mal alineada en una vista posterior.

La fig. 8 muestra los resultados experimentales del estudio de produccién de colageno en fibroblastos tras el
tratamiento con &cido lactico.

La fig. 9 muestra los resultados experimentales del estudio de produccion de colageno en células del nucleo
pulposo tras el tratamiento con acido lactico.

La fig. 10 muestra los resultados experimentales del estudio de produccién de colageno por fibroblastos humanos
tras el tratamiento con acido lactico con diferentes valores del pH.
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Las figs. 11 a 15 muestran los resultados experimentales del Ejemplo 2, posteriormente.
Las figs. 16 y 17 muestran los resultados experimentales del Ejemplo 3, posteriormente.

Tal como se ilustra en las figuras, los tamafos de las capas y regiones han sido exagerados con fines ilustrativos vy,
de esta manera, se proporcionan a fin de ilustrar las estructuras generales de las realizaciones de la presente
invencion. Numeros de referencia similares indican elementos similares en toda la memoria.

Descripcion detallada de la invencion

Una columna vertebral de un vertebrado comprende vértebras que circundan y protegen la médula espinal. En el ser
humano, la columna vertebral se sitia en el aspecto dorsal del térax. Entre dos vértebras contiguas, se dispone un
disco intervertebral intermedio, es decir, las vértebras estan alternadas por discos intervertebrales que forman la
columna vertebral. La estructura especifica y partes adicionales de la columna vertebral son conocidas por el experto
en la materia.

La fig. 1 muestra esquematicamente una seccién transversal de una columna vertebral 100 de un ser humano.
Contiguo a un cuerpo vertebral 15 de una vértebra, se dispone un disco intervertebral que comprende un anillo fibroso
10 y un nucleo pulposo 11. El nicleo pulposo 11 rellena el denominado espacio discal del disco intervertebral. El anillo
fibroso 10 circunda el nucleo pulposo 11 y define el borde del nucleo pulposo, asi como del espacio discal.

La médula espinal 17 esta situada en el centro de la columna vertebral y contiguamente al disco intervertebral. Los
nervios espinales 16, 16’ se extienden hacia fuera a partir de la médula espinal 17 a lados opuestos y préximos al
disco intervertebral.

Una articulacion facetaria 14, 14’ esta situada entre un proceso articular inferior 13, 13’ y un proceso articular superior
12, 12’. En caras opuestas de la médula espinal 17, estan dispuestas dos articulaciones facetarias 14, 14,
respectivamente. Las articulaciones facetarias 14, 14’ estan dispuestas en aproximadamente la misma seccion y plano
transversal.

La fig. 2 muestra esquematicamente un segmento de una columna vertebral 200 que comprende dos vértebras
contiguas 20, 22. Una primera vértebra 22 y una segunda vértebra 20 estan dispuestas en caras opuestas de un disco
intervertebral 21. La primera vértebra 22 esta dispuesta relativamente mas proxima al térax, y la segunda vértebra 20
esta dispuesta relativamente mas proxima al sacro. La placa terminal caudal 23 de la primera vértebra 22 y la placa
terminal craneal 25 de la segunda vértebra 20 se muestran en la fig. 2. La placa terminal craneal 25 y la placa terminal
caudal 23 estan orientadas en caras opuestas del disco intervertebral 21.

La fig. 2 también muestra esquematicamente como una articulacion facetaria 24 esta dispuesta entre el proceso
articular inferior de la primera vértebra 22 y el proceso articular superior de la segunda vértebra 20. Un proceso
transversal 26 se extiende lateralmente desde el arco vertebral.

La fig. 3 muestra esquematicamente la parte inferior de una columna vertebral 300. La vértebra coccigea 36 de la
columna vertebral esta dispuesta en una parte terminal de la parte inferior de la columna vertebral 300. El sacro 39 de
la columna vertebral esta dispuesto contiguo a la vértebra coccigea 36 mas préxima al térax que la vértebra coccigea
36. Una quinta vértebra lumbar, en la presente memoria denominada L5 30, esta dispuesta contigua al sacro 39, mas
proxima al térax que el sacro 39. En una direccion de sacro 39 hacia el térax, estan dispuestas varias vértebras en
una fila a partir de L5 30. Contiguas a la quinta vértebra lumbar 30, es decir, L5, las vértebras siguientes estan
dispuestas en orden: una cuarta vértebra lumbar 32, es decir, L4; una tercera vértebra lumbar, es decir, L3; una
segunda vértebra lumbar, es decir, L2; y una primera vértebra lumbar 38, es decir, L1; la primera vértebra lumbar esta
dispuesta relativamente mas proxima al térax. Entre cada dos vértebras contiguas, se dispone un disco intermedio 31.
Los discos intervertebrales (no mostrados) también se interponen entre las vértebras coccigeas 36.

La fig. 7 muestra una columna con escoliosis tal como se observa desde una vista posterior. La columna comprende
los segmentos siguientes: sacro 40, columna lumbar 41, columna toracica 42 y columna cervical 43. Al contrario que
una columna normal, en la que las vértebras estan alineadas verticalmente, la columna con escoliosis presenta una
curvatura aparente. De esta manera, las vértebras se encuentran mal alineadas y, por lo tanto, la columna sufre de un
tipo de mala alineacion intervertebral.

Ejemplos
Ejemplo 1

El procedimiento para inducir y evaluar una transformacion acelerada del nucleo pulposo en tejido conectivo en un
disco intervertebral en un cerdo mediante la administracién de una composicion para la utilizacion en el tratamiento
de la mala alineacion intervertebral que comprende acido lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
se describira mas completamente posteriormente en la presente memoria.
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En el presente ejemplo, se administra una composicién para la utilizaciéon en el tratamiento de la mala alineacion
intervertebral que comprende acido lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el nlcleo pulposo
de un disco intervertebral dispuesto entre la tercera vértebra lumbar, L3, y la cuarta vértebra lumbar, L4. Un experto
en la materia podra entender facilmente que puede aplicarse el mismo procedimiento a cualquier disco intervertebral
en una columna vertebral.

De esta manera, las etapas del procedimiento son las siguientes:

100. Preparar una composicién que comprende acido lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
101. Anestesiar un cerdo que comprende una columna vertebral que comprende el disco intervertebral que
comprende el nucleo pulposo en el que debe administrarse la composicion.

102. Proporcionar acceso al disco intervertebral mediante una incisién lateral entre la costilla mas inferior y la cresta
iliaca del cedo.

103. Realizar una incision en el disco intervertebral.

104. Administrar, en la presente memoria mediante la inyeccion local, la composiciéon en el nucleo pulposo
mediante una aguja de inyeccion.

105. Permitir que el cerdo de mueva libremente durante siete dias después de la recuperacion de la anestesia.
106. Recolectar la columna lumbar en bloque, comprendiendo el segmento extraido los cuerpos vertebrales y los
discos intervertebrales que comprenden el nucleo pulposo sometido a inyeccién, aunque sin los elementos
posteriores (el arco vertebral y las articulaciones facetarias).

107. Medir la distancia entre los procesos transversales en los niveles de los discos L2-3, L3-4, L4-5 sin aplicacion
de ninguna fuerza externa.

108. Aplicacion de una fuerza externa en el segmento de la columna vertebral hasta conseguir el modo de flexion
lateral completo del espécimen de columna lumbar.

109. Medir la distancia entre los procesos transversales en los niveles de los discos L2-3, L3-4, L-45 bajo flexion
lateral completa.

110. Llevar a cabo una seccion transversal de los discos y medir la longitud (direccién anteroposterior) y la anchura
(direccion bilateral) del espacio discal.

Preparacion de una composicion gue comprende acido lactico

Se adquirié una solucion pura de acido lactico de Sigma Aldrich (nUmero de producto: 69775 Fluka; CAS numero: 50-
21-5, Stockholm, Suecia). Tal como se muestra en la Tabla 2, el peso molecular del acido lactico es 90,08 g/mol y la
densidad de la solucién pura de Sigma Aldrich era de 1,209 g/ml, respectivamente.

La concentracion de acido lactico en la solucion pura de Sigma Aldrich se calcul6 en consecuencia que era de 0,0134
moles/l, equivalente a 13,4 moles/I.

La solucién pura de acido lactico seguidamente se diluyé 10 veces utilizando agua destilada a temperatura ambiente.
Mas explicitamente, se diluyé 1 ml de la solucién pura de acido lactico de Sigma Aldrich con 9 ml de agua destilada.
La concentracion resultante de acido lactico en la composicion preparada en consecuencia era de 1,34 molesl/I.

Tabla 2. Cantidades de acido lactico en la composicién preparada.

Densidad de acido l4ctico en la solucion pura de acido lactico. 1,209 g/ml
Peso molecular de acido lactico. 90,08 g/mol
Concentracion calculada de acido lactico en la solucién pura de acido lactico. 13,4 mol/l
Grado de dilucion 10%
Concentracion calculada de acido lactico en la solucién pura diluida de acido 1,34 moles/I
lactico.

Administraciéon de una composicidon que comprende acido lactico en el nucleo pulposo de un disco intervertebral en
un cerdo mediante inyeccidn local

Se anestesiaron dos cerdos y se colocaron sobre su flanco derecho. Se gané acceso al disco intervertebral L4-5 a
través de una incision lateral entre la costilla mas inferior y la cresta iliaca en el lado izquierdo de cada cerdo. Después,
se realiz6 una incisién en el disco intervertebral L3-4 con un escalpelo.

La composicion que comprende acido lactico se inyectd mediante una jeringa en el nucleo pulposo del disco
intervertebral L3-4. La composicidon que comprendia acido lactico a una concentracion total de 1,34 moles/| se inyecto
en una cantidad de aproximadamente 0,2 ml en el nicleo pulposo, tal como se muestra en la Tabla 3. Se inyecté la
composicion en una Unica etapa en una Unica ocasion.

Ambos cerdos aparentemente toleraron bien el procedimiento y no se observé ninguna reaccién adversa, tal como
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movilidad o vocalizaciéon reducida durante el periodo de siete dias hasta la recoleccién. En la recoleccién, se
sacrificaron los cerdos.

Tabla 3. Cantidad de acido lactico en la composicion administrada en un disco intervertebral L3-4 de un cerdo.

Volumen de solucién inyectada de acido lactico puro 0,2 ml
diluido

Moles calculados de acido lactico en la inyeccion 0,268 mmoles
Masa calculada de acido lactico en la inyeccion 23,9 mg

Evaluacién de la transformacién del ndcleo pulposo en tejido conectivo en un disco intervertebral en el que se
administra una composicion gue comprende acido lactico

Se observo el sitio de inyeccion a ojo desnudo. No se observé ninguna reacciéon adversa en el sitio de inyeccion, tal
como sangrados, inflamacién o necrosis, en ninguno de los cerdos. Se extrajo el segmento de columna vertebral que
se extiende entre la vértebra lumbar L2 y la vértebra sacra S1. Se extrajeron las articulaciones facetarias, permitiendo
de esta manera una flexibilidad completa de los discos sin restricciones por otras estructuras.

A- Rigidez de flexion del disco intervertebral antes y después de la administracién de la composicién, respectivamente

En la fig. 4, se muestra un segmento de una columna vertebral que comprende discos intervertebrales 21, es decir,
los discos intervertebrales L2-3, L3-4 y L4-5.

Durante la evaluacion de la rigidez de flexion, se midi6 la distancia entre cada uno de los procesos transversales
contiguos respectivos 26 de la columna vertebral, de esta manera, el segmento de columna vertebral que se extiende
entre la vértebra lumbar L2 y la vértebra sacra S1, utilizando un calibrador al disponer el segmento de columna
vertebral en un modo sin aplicacién de ninguna carga externa.

Después, la columna vertebral, de esta manera, el segmento de columna vertebral que se extiende entre la vértebra
lumbar L2 y la vértebra sacra S1, se forz6 manualmente a un modo de flexion lateral completo mediante aplicacion de
una fuerza externa en cada una de las dos partes terminales de la regidn de la columna vertebral, hasta alcanzar un
limite critico, es decir, hasta alcanzar el modo de flexién completa. EI movimiento de los procesos transversales con
la aplicacion de una fuerza se muestra esquematicamente en la fig. 4 mediante flechas y lineas de puntos.

El limite critico se definié como el punto inmediatamente anterior al punto de rotura del segmento de columna vertebral.
De esta manera, se aplico la fuerza externa de manera que se obtuvo una flexion lateral maxima sin romper ninguna
parte del segmento vertebral.

Se asumid que la fuerza era similar para el segmento de la columna vertebral en cada uno de los dos cerdos. En la
posicion de flexion lateral completa, se midié con un calibrador la distancia entre los procesos transversales contiguos
para los discos L2-3, L3-4 y L4-5.

La distancia entre los procesos transversales contiguos para un determinado disco en el modo sin carga externa se
resté de la distancia entre los mismos procesos transversales en el modo con una carga externa aplicada para
conseguir el modo de flexion lateral completa, proporcionando de esta manera un valor de la distancia equilibrada
obtenida mediante la flexion lateral completa. El valor equilibrado para el disco intervertebral inyectado refleja la rigidez
de flexion del disco intervertebral que se trata con una composicién para la utilizaciéon en el tratamiento de la mala
alineacion intervertebral en comparacién con un disco intervertebral no inyectado.

La rigidez de flexiéon es una medida indirecta de la transformacion del nucleo pulposo en tejido conectivo, ya que, a
menor valor equilibrado, mas rigidez del disco intervertebral. A mayor rigidez del disco intervertebral, mayor contenido
de tejido conectivo sélido y denso. Por lo tanto, la rigidez de flexion indica si el nucleo pulposo ha experimentado una
transformacion en tejido conectivo, es decir, un envejecimiento acelerado, o no.

Las mediciones muestran que los discos inyectados (L3-4) presentaban un valor equilibrado mucho menor que los
discos contiguos no inyectados (L2-3 y L4-5), lo que indica una rigidez de flexion mas elevada del disco inyectado. De
esta manera, una transformacion acelerada del nucleo pulposo en tejido conectivo ha tenido lugar dentro del espacio
discal del disco inyectado en comparacion con el interior de los espacios discales de los discos no inyectados (ver la
Tabla 4).

Tabla 4. Diferencia de distancia entre procesos transversales antes y con la flexion lateral completa (mm+SD).
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Disco intervertebral

Distancia (mm)

L2-3 3,1+1,1
L3-4 0,3+0,6
L4-5 2,709

B- Dimensiones del espacio discal antes y después de la administracién de la composicién, respectivamente

Los discos intervertebrales (L2-3, L3-4 y L4-5) se cortaron transversalmente y se midié con un calibrador la longitud
del espacio discal (direccién anteroposterior) y la anchura (direccién bilateral) del espacio discal.

En las figs. 5 y 6, se muestra esquematicamente un disco intervertebral en seccion transversal. El disco intervertebral
comprende un anillo fibroso 10 y un espacio discal definido por el anillo fibroso y que comprende un nucleo pulposo
11.

En la fig. 5, una flecha muestra esquematicamente cémo se mide la longitud anteroposterior del espacio discal del
disco intervertebral. En la fig. 6, una flecha muestra esquematicamente coémo se mide la anchura bilateral del espacio
discal del disco intervertebral.

Tal como se observa a partir de las mediciones, la longitud anteroposterior media del espacio discal era
significativamente menor en los discos inyectados (L3-4) que en los discos no inyectados contiguos (L2-3 y L4-5) (ver
la Tabla 5).

Tabla 5. Longitud anteroposterior media del espacio discal (mmzSD).

Disco intervertebral

Longitud (mm)

L2-3 22,0+1,0
L3-4 13,56+1,3
L4-5 21,3+22

Tal como se observa a partir de las mediciones, la anchura bilateral media del espacio discal era significativamente
menor en los discos inyectados (L3-4) que en los discos no inyectados contiguos (L2-3 y L4-5) (ver la Tabla 6).

Tabla 6. Anchura bilateral media del espacio discal (mmxSD).

Disco intervertebral Anchura
(mm)
L2-3 84+0,7
L3-4 40+14
L4-5 8,6 +23

Conclusién del Ejemplo 1

Resulta evidente que el espacio discal en los dos discos no inyectados (L2-3) y (L4-5) es mucho mas profundo y ancho
que en el disco (L3-4), en el que se habia administrado la composiciéon que comprendia acido lactico. Aparentemente
el espacio discal anterior se ha intercambiado con tejido conectivo de nueva formacion, de manera que el anillo fibroso
(formado por un anillo de tejido conectivo que comprende principalmente colageno) se ha expandido a expensas del
nucleo pulposo, cuyo tamafio se ha reducido.

De esta manera, se consigue una rigidez de flexion de los discos intervertebrales inyectados y la rigidez puede reducir
el riesgo de progresién de una mala alineaciéon. Una ventaja de este modo de tratamiento de la mala alineacion
intervertebral es que el tratamiento es menos invasivo que los actuales métodos de tratamiento, tal como en
comparacién con el método de tratamiento actual de artrodesis.

En los ejemplos descritos anteriormente, el disco intervertebral estaba dispuesto en la columna lumbar. Sin embargo,
se espera que se siga un procedimiento similar en un disco intervertebral dispuesto en la columna cervical o en la
columna coccigea.

Ejemplo 2

En el presente ejemplo, se realiza una comparacién entre la utilizacion de una composicion que comprende acido
lactico y que presenta un pH inferior a 4 (denominada posteriormente inyeccion activa) y una inyeccion de placebo
que presenta un pH inferior a 4 para la administracién en el nucleo pulposo de un disco intervertebral dispuesto entre
la tercera vértebra lumbar, L3, y la cuarta vértebra lumbar, L4.

Métodos y formulaciones
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Se anestesiaron ocho cerdos y se colocaron sobre su flanco derecho. Mediante una incision lateral se expuso el disco
L3-4. En el disco se inyect6 un volumen total de 0,2 ml con inyeccién activa o inyeccion de placebo.

= Inyeccion activa: 120 mg/ml de acido lactico (PURAC PF 90, n° de lote: 1406001940) + 180 mgl/ml de lohexol
(Histodenz CAS n° 66108-95-0 LOTE n°® WXBB5310V) en una solucion salina (NaCl al 0,9%); se estimé el pH en
1,5.

= Inyeccion de placebo: 180 mgl/ml de lohexol en una solucidn salina (NaCl al 0,9%); se ajusté el pH a 1,5 con HCI
(acido clorhidrico, Titrisol).

Tras cuatro semanas, se sacrificaron los cerdos y se extrajo la columna lumbar. Se extrajo toda la musculatura,
ademas de las articulaciones facetarias y el ligamento amarillo entre las vértebras L2-3, L3-4 y L4-5. Lo anterior se
llevé a cabo para permitir una evaluacion de la flexion. Se midieron las variables finales siguientes:

A. Se midi6é con un calibrador la distancia entre los procesos transversales en flexion controlateral e ipsilateral
completa.

B. Se midié con un calibrador el espacio discal anteroposterior y bilateral.

C. Se radiografias el dia de la inyeccion y el dia de la recoleccion a fin de evaluar que la inyeccion se habia
realizado correctamente y que los discos eran radioopacos después de cuatro semanas.

Resultados
A) Reduccion de la flexion lateral:

Podia observarse una diferencia significativa de flexion entre los discos tratados con activo y los tratados con placebo
(fig. 11). Esto indica claramente que el acido lactico y no el iohexol, el pH o la inyeccidon per se, inducen esta reduccion
de la flexién. Los resultados del estudio son estadisticamente significativos.

B) Reduccion del espacio del nucleo

En las figuras 12a-c, resulta evidente que el espacio discal presenta un espacio similar en un disco no tratado, fig.
12a, y en un disco en el que se ha inyectado placebo, fig. 12b, mientras que el disco tratado, fig. 12c, presenta un
tamano significativamente menor. Los numeros absolutos se presentan en las figs. 13 y 14. Los resultados del estudio
son estadisticamente significativos.

C) Ninguna reduccién de la altura visual del disco después de la inyeccion.

Un problema conocido relacionado con el envejecimiento natural del disco es la reduccion de la altura del disco debido
a la degeneracion del mismo. Se cree que, debido al rapido proceso de transformacion del disco causado por el
tratamiento, la geometria estimada del disco sera fija y el disco perdera muy poca o ninguna altura. Esta hipotesis se
verificd mediante andlisis visual de las radiografias del disco inyectado (L3-L4) 4 semanas después del tratamiento.
Tal como se muestra en la figura 15, no puede observarse ninguna diferencia de altura de disco en discos tratados y
no tratados.

Conclusiones del Ejemplo 2

Las conclusiones del estudio in vivo en el Ejemplo 2 son que el tratamiento transforma eficazmente el nucleo pulposo
en tejido conectivo, causando una reduccién de la flexiéon y una drastica reduccién del espacio discal, y que ademas
no se observa ninguna reduccion de la altura del disco. El efecto es estadisticamente significativo en comparacion con
el placebo. Puede concluirse ademas que un ajuste del pH per se no presenta ningun efecto. De esta manera, los
resultados del estudio proporcionan una prueba de concepto para la técnica.

Ejemplo 3

En el presente ejemplo, se realizé6 una comparacion entre la utilizacién de una composicion que comprendia acido
lactico a dos dosis diferentes y una inyeccion de placebo para la administracién en el nucleo pulposo de un disco
intervertebral localizado en cualquier sitio entre la primera y la segunda vértebra lumbar (L1/2), y la tercera y cuarta
vértebra lumbar (L3/4).

Métodos y formulaciones

Se anestesiaron once cerdos y se colocaron sobre su flanco derecho. A través de una incision lateral se expusieron
los discos en los que debian realizarse inyecciones. En el disco se inyecté un volumen total de 0,2 ml con acido lactico
o placebo.
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= Formulacién de acido lactico: 120 o 240 mg/ml de acido lactico (Merck 1.00366.2500, lote n° K46446066.) + 180
mgl/ml de lohexol (Histodenz, se utilizaron varios lotes) en agua estéril; se estimoé el pH en 1,4-1,6.
= Formulacion de placebo: 180 mgl/ml de lohexol en agua estéril; no se ajusté el pH.

Tras 2, 28 o0 84 dias, se sacrificaron los cerdos y se extrajo la columna lumbar. Se extrajo toda la musculatura, ademas
de las articulaciones facetarias y el ligamento amarillo entre las vértebras L1/2, L2/3 y L3/4. Se utilizaron las variables
siguientes:

A. Se obtuvieron radiografias el dia de la inyeccion y el dia de la recoleccién, a fin de determinar que la inyeccion
se habia realizado correctamente y para determinar si los discos eran radioopacos tras 2, 28 y 84 dias.

B. Se utilizaron las radiografias obtenidas post-moértem para medir la altura del disco.

C. Los discos seccionados se fotografiaron y se evalu6 visualmente el grado de fibrotizacion.

Resultados

A. Las radiografias confirmaron que todas las inyecciones excepto una se habian realizado en el disco deseado.
En este caso, se habia inyectado involuntariamente tanto placebo como acido lactico (240 mg/ml) en el mismo
disco, de manera que el disco en el que se habia planificado la inyeccion de acido lactico se dejo sin tratar. Los
discos no eran radioopacos en ningun punto temporal de supervivencia.

B. Las radiografias mostraron que no existia ninguna diferencia de altura entre discos inyectados con acido lactico
o placebo (fig. 16). Lo anterior era cierto tanto para dosis de acido lactico como para todos los puntos temporales
(2, 28 y 84 dias). Debe indicarse que no existia control de placebo en el grupo de 28 dias.

C. Fibrotizacion del espacio del nucleo: En algunos discos tratados con acido lactico, existia una tendencia a la
fibrotizacion tras 2 dias. Tras 28 dias, la fibrotizacidn era evidente después de la administracion con acido lactico.
En algunos de los discos inyectados con acido lactico 84 dias antes, la fibrosis era practicamente completa, ver
la fig. 17a. La textura de dichos discos era marcadamente diferente de los discos en los que se habia inyectado
placebo, en el sentido de que eran mucho mas duros en la seccién, sugiriendo una incipiente osificacion. Se
muestra un disco con inyeccion de placebo en la fig. 17b.

Conclusiones del Ejemplo 3

Las conclusiones del estudio in vivo en el Ejemplo 3 son que el tratamiento transforma eficazmente el nucleo pulposo
en tejido conectivo en ausencia de ningun efecto sobre la altura del disco. Ademas, los resultados muestran que, con
el tiempo, los discos se osifican, imitando de esta manera el efecto de cirugia de fusidn espinal, en el que se injerta
tejido 6seo entre las vértebras para estabilizar el segmento. De esta manera, los resultados del estudio proporcionan
una prueba de concepto adicional para la técnica.

Con el fin de observar los efectos del acido lactico al nivel celular, se llevaron a cabo estudios con fibroblastos,
comunmente presentes en tejido conectivo, tal como el anillo fibroso, y en células del nucleo pulposo, cominmente
presentes en el nucleo pulposo, respectivamente. Como medida de como las células se transformaron en respuesta
al tratamiento de acido lactico, se estudié la produccién de colageno en las células.

Ejemplo 4: Estudio de la produccién de colageno en los fibroblastos con el tratamiento con acido lactico

Cultivo de fibroblastos dérmicos humanos adultos (FDHa)

Se cultivaron y estudiaron fibroblastos dérmicos humanos aislados a partir de piel adulta, denominados FDHa (Life
Technologies Frederick, EE.UU.). Se han descrito células de disco intervertebral humano maduro como fibrociticas (o
de tipo fibroblasto) en el anillo fibroso externo. Los fibroblastos son el tipo mas comun de célula observado en el tejido
conectivo. Los fibroblastos pueden secretar naturalmente proteinas de colageno que se utilizan para mantener un
marco estructural para muchos tejidos y también desempefian un papel importante en la cicatrizacion de heridas.

En primer lugar, se descongelaron fibroblastos crioconservados en un bafio de agua a 37°C. A continuacion, se
dispersaron fibroblastos descongelados mediante la utilizacion de una pipeta de 1 mililitro para hacer subir y bajar en
el vial la suspension de fibroblastos descongelados. A continuacion, se diluyeron los fibroblastos dispersados en
solucion de azul tripan (n° de cat. 15250-061, lote n° 1311086, Gibco Life Technologies) y se determind la
concentracion de fibroblasto viable con un hemocitometro.

A continuacion, los fibroblastos dispersados se diluyeron nuevamente, esta vez en medio 106 complementado hasta
una concentracion de 2,5x10* fibroblastos viables por mililitro. A continuacion, se afiadieron 5 ml de suspension de
fibroblastos a un matraz de cultivo celular T25 que presentaba un volumen de 25 cm?® para alcanzar una densidad
inicial de 5,0x10° fibroblastos viables por mililitro en el matraz T25 mediante dilucion adicional con medio 106
complementado.

El medio 106 complementado consistia en medio 106 (n° de cat. M-106-500, Life Technologies, Paisley, Reino Unido)
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complementado con suplemento de crecimiento bajo en suero, LSGS (por sus siglas en inglés) (Life Technologies,
Paisley, Reino Unido) a una concentracion de suero fetal bovino al 2% en volumen.

El matraz T25 que comprendia los fibroblastos preparados se agité para distribuir los fibroblastos en el medio.
Después, el cultivo celular se incub6é en un incubador de cultivo celular a 37°C, con 5% de CO2/95% de aire
humidificado, durante 72 horas.

En la confluencia, se diluyeron los fibroblastos en el medio complementado para evitar alternancias de fenotipo celular.

Preparacion de acido lactico

Se peso el acido lactico (Fluka 69775, Sigma-Aldrich, Stockholm, Suecia) en un tubo de 10 ml o 50 ml estéril. Se
anadioé agua Milli-Q (>18,2 Q) para preparar una soluciéon madre de acido lactico. Se mezclé la solucion madre y se
almacend antes de preparar soluciones finales de &cido lactico con concentraciones variables. El periodo de
almacenamiento era inferior a 1 hora a temperatura ambiente o, alternativamente, inferior a 24 horas a una temperatura
de 4°C.

Efecto del acido lactico sobre la produccion de colageno en fibroblastos dérmicos humanos adultos (FDHa)

Se desprendieron fibroblastos cultivados tal como se ha indicado anteriormente, del matraz de cultivo celular y se
introdujeron en placas de 6 pocillos a una densidad inicial de 6,0x10* células viables por pocillo. Los fibroblastos se
cultivaron en medio 106 complementado. Los fibroblastos en algunos de los pocillos también se trataron con acido
lactico (Fluka 69775, Sigma-Aldrich, Stockholm, Suecia) a diversas concentraciones: 0, 0,5, 2, 5, 10, 20 y 50 mg/ml,
respectivamente. Los fibroblastos se incubaron en un incubador de cultivo celular a 37°C, con 5% de C02/95% de aire
humidificado.

Para estudiar el efecto del acido lactico sobre la produccién de colageno en los fibroblastos, se aplicé un método
espectrofotométrico denominado ensayo de colageno soluble (QuickZyme Biosciences, Leiden, Paises Bajos) basado
en la union de pigmento rojo Sirius al colageno. El estudio se llevo a cabo dos veces.

Se recolecté el medio celular de cada pocillo y se pipetearon 140 pl en una placa de 96 pocillos. Las muestras se
extrajeron por duplicado. Las muestras de medio se mezclaron a fondo con 60 ul de solucion de pigmento rojo Sirius
mediante el pipeteado hacia arriba y abajo por lo menos cinco veces. La placa de 96 pocillos se centrifugdé a 3000 x g
durante 1 hora. Todas las etapas se llevaron a cabo a una temperatura inferior a 25°C; por ejemplo, la centrifugacion
se llevo a cabo a 4°C.

La muestra centrifugada se lavé y se separ6 el sobrenadante. El pellet celular se resuspendié en 150 pl de solucion
de deteccion mediante la mezcla a fondo mediante pipeteado hacia arriba y abajo por lo menos diez veces. Después,
se transfirieron 100 yl de cada muestra a una nueva placa de 96 pocillos y se midi6 espectrofotométricamente el
contenido de colageno a una densidad o6ptica de 540 nm.

A partir de los dos estudios, cada uno llevado a cabo por duplicado, se demostré claramente que la adicién de acido
lactico a fibroblastos incrementa la produccién media de colageno en los fibroblastos, tal como se indica en la Tabla 7
y en la figura 8. Se midid la produccién media tras 2 dias de tratamiento con acido lactico.

En la figura 8, se presentan los resultados del primer grupo de estudio mediante rombos, mientras que los resultados
del segundo grupo de estudio se presentan mediante cuadrados. Se ha incluido una linea de tendencia de media mavil
en dos periodos para mostrar esquematicamente la tendencia de la produccién de colageno para cada grupo. La linea
de tendencia para el primer grupo se presenta mediante una linea de puntos, y la linea de tendencia para el segundo
grupo se presenta mediante una linea discontinua, respectivamente. El eje x muestra la concentracién de acido lactico
afadida a los pocillos que comprenden fibroblastos, y el eje y muestra la cantidad media de colageno producido en
dichos pocillos tras la medicion dos dias después de la adicion del acido lactico a los pocillos.

Mas particularmente, el incremento de produccién de colageno era significativo al afadir acido lactico al pocillo a una
concentracion de por lo menos 2 mg/ml, tal como de por lo menos 5 mg/ml. Ademas, se demostrd que la produccion
de colageno se incrementaba con una concentracion creciente de acido lactico hasta por lo menos 20 mg/ml o por lo
menos 50 mg/ml, tal como también se indica en la figura 8.

Tabla 7. Efecto sobre la produccién de colageno en fibroblastos de acido lactico.

Concentracion | pH | 1° grupo de estudio: Desviacion 2° grupo de estudio: Desviacién
de acido lactico cantidad media de estandar en el 1° cantidad media de estandar en el 2°
[mg/mi] colageno producido | grupo de estudio colageno producido | grupo de estudio
por pocillo [ug] por pocillo [ug]
0 - 0,033 0,1 0,0711 0,111
0,5 3.1 10,8 12 0,0995 0,0435
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2 2,8 9,567 4 8,94 5,72
5 2,6 21,2 0,8 12,0 0,281
10 24 16,7 1 18,8 4,46
20 23 19,3 1,5 25,5 2,15
50 2,1 20,6 1 28,2 0,24

Debido a que la produccion media de colageno se correlaciona con el numero de células capaces de producir
colageno, la ligera diferencia de produccion media de colageno entre el primer grupo y el segundo grupo del estudio
puede deberse a la varianza natural del nimero de células en los pocillos estudiados.

Ejemplo 5. Estudio de la produccién de colageno en células de nucleo pulposo tras el tratamiento con acido lactico

Cultivo de células de nucleo pulposo humano

Se cultivaron células de nucleo pulposo (NP) aisladas de seres humanos (4800, ScienCell, EE.UU.) y se estudiaron.
Las células NP son células de disco intervertebral en el nucleo pulposo.

En primer lugar, se descongelaron células NP crioconservadas, en un bafio de agua a 37°C. A continuacion, las células
NP descongeladas se suspendieron en medio celular de nucleo pulposo suplementado y después se sembraron en
un matraz de cultivo celular T75 que presentaba un volumen de 75 cm? y recubierto en el interior con poli-L-lisina
(0413, ScienCell, EE.UU.). La densidad de siembra inicial era de 5,0x10° células NP viables por mililitro.

El medio celular de nucleo pulposo suplementado consistia en medio celular de nucleo pulposo (4801, ScienCell,
EE.UU.) complementado con 2% en volumen de suero de feto bovino (0010, ScienCell, EE.UU.), 1X suplemento de
crecimiento celular de nucleo pulposo (4852, ScienCell, EE.UU.) y 1X solucién de penicilina/estreptomicina (0503,
ScienCell, EE.UU.).

El matraz T75 que comprendia las células NP preparadas se agitd para distribuir las células NP en el medio. Después,
el cultivo celular se incubd en un incubador de cultivo celular a 37°C, con 5% de C02/95% de aire humidificado, durante
la noche.

En la confluencia, los fibroblastos se diluyeron en el medio suplementado para evitar alternancias del fenotipo celular,
la proliferacion celular y/o la diferenciacion celular.

Preparacion de acido lactico

Se peso el acido lactico (PURAC PF 90, lote n® 1406001940, Corbion Purac, Paises Bajos) y se introdujo en un tubo
de 10 ml o de 50 ml estéril. Se afadié agua Milli-Q (>18,2 Q) para preparar una soluciéon madre de acido lactico. Se
mezclé la solucion madre y se almacen6 antes de preparar soluciones finales de acido lactico con concentraciones
variables. El periodo de almacenamiento era inferior a 1 hora a temperatura ambiente o, alternativamente, inferior a
24 horas a una temperatura de 4°C.

Efecto del acido lactico sobre la produccion de colageno en células de nucleo pulposo humano

Se desprendieron células NP cultivadas tal como se ha indicado anteriormente, del matraz de cultivo celular y se
introdujeron en placas de 6 pocillos a una densidad inicial de 4,5x10* células viables por pocillo. Las células NP se
cultivaron en medio celular de nucleo pulposo suplementado. Las células NP en algunos de los pocillos también se
trataron con acido lactico (PURAC PF 90, lote n° 1406001940, Corbion Purac, Paises Bajos) a diversas
concentraciones: 0, 0,5, 5, 10, 20 y 50 mg/ml, respectivamente (para el pH especifico ver la Tabla 7, anteriormente).
Las células NP se incubaron en un incubador de cultivo celular a 37°C con 5% de CO2/95% de aire humidificado,
durante 48 horas.

Para estudiar el efecto del acido lactico sobre la producciéon de colageno en las células NP, se aplicé un método
espectrofotométrico denominado ensayo de colageno soluble (QuickZyme Biosciences, Leiden, Paises Bajos) basado
en la union del pigmento rojo Sirius al colageno.

Se recolecto6 el medio celular de cada pocillo y se introdujeron mediante pipeteado 140 pl en una placa de 96 pocillos.
Las muestras se extrajeron por triplicado. Las muestras de medio se mezclaron a fondo con 60 pl de solucién de
pigmento rojo Sirius mediante el pipeteado hacia arriba y abajo por lo menos cinco veces. La placa de 96 pocillos se
centrifugé a 1500 x g durante 2 horas. Todas las etapas se llevaron a cabo a una temperatura inferior a 25°C; por
ejemplo, la centrifugacion se llevé a cabo a 4°C.

La muestra centrifugada se lavé y se separé el sobrenadante. El pellet celular se resuspendié en 150 pl de solucion
de deteccion mediante la mezcla a fondo mediante pipeteado hacia arriba y abajo por lo menos diez veces. Después,
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se transfirieron 100 yl de cada muestra a una nueva placa de 96 pocillos y se midié espectrofotométricamente el
contenido de colageno a una densidad 6ptica de 540 nm.

Con el fin de adaptarse al aparato de medicion, las células se diluyeron en solucién de tampén fosfato (PBS, por sus
siglas en inglés) en una proporcion 1:1.

A partir del estudio realizado por triplicado, se demostré claramente que la adicion de acido lactico a las células NP
incrementa la produccion media de colageno en las células NP, tal como se indica en la Tabla 8 y en la figura 9. Se
midio la produccién media tras 2 dias de tratamiento con acido lactico.

En la figura 9, se presentan los resultados del estudio como rombos. Se ha incluido una linea de tendencia de media
movil en dos periodos para mostrar esquematicamente la tendencia de la produccion de colageno. El eje x muestra la
concentracion de acido lactico afiadida a los pocillos que comprendian células NP, y el eje y muestra la cantidad media
de colageno producido en dichos pocillos tras la medicion dos dias después de la adicion del acido lactico a los pocillos.

Mas particularmente, el incremento de la produccion de colageno era significativo al afiadir acido lactico a una
concentracion de por lo menos 5 mg/ml al pocillo. Ademas, se demostré que la producciéon de colageno se
incrementaba con la concentracién creciente de acido lactico, hasta aproximadamente 10-20 mg/l, donde se alcanzaba
una meseta, tal como también se indica en la figura 9. La reduccién de la producciéon de colageno a 50 mg/ml se
interpreta como posibles efectos citotdxicos del tratamiento con acido lactico a una concentracion tan alta, causando
muerte celular.

Tabla 8. Efecto sobre la produccién de colageno en células NP de acido lactico.

Concentracion de acido | pH cantidad media de colageno Desviacion
lactico [mg/ml] producido por pocillo [ug] estandar
0 - 2,33 0,267
0,5 3,1 3,58 1,48
5 2,8 16,4 0,339
10 2,6 25,3 1,11
20 24 27,2 0,513
50 2,3 25,2 2,82

Ejemplo 6. Estudio de la produccién de colageno en fibroblastos humanos tras el tratamiento con acido lactico que
presenta valores de pH diferenciados

Cultivo de fibroblastos humanos

Se cultivaron células de fibroblastos humanos adultos (Detroit 551, ATCC n° CCL-110) y se estudiaron.

En primer lugar, se descongelaron células Detroit crioconservadas, en un bafio de agua a 37°C. Las células
descongeladas se transfirieron a un tubo de centrifuga que contenia 9 ml de medio esencial minimo de Eagle 1x
(Gibco Life Technologies) complementado con aminoacidos no esenciales (Thermo Scientific HyClone), piruvato
sodico 1 mM (Thermo Scientific HyClone), L-glutamina 2 mM (Lonza) y suero de feto bovino al 10% (v/v) (GE
Healthcare/PAA). A continuacion, la suspension celular se centrifugé a 125 x g durante 5 min. El pellet celular se
resuspendié en 1 ml de medio completo y se sembrd en un matraz T75 que contenia 15 ml de medio completo. Las
células se cultivaron hasta la confluencia a 37°C en un incubador humidificado con 5% de CO2. En la confluencia, las
células Detroit se subcultivaron desprendiéndolas con tripsina/verseno (Thermo Scientific Hyclone SV30037.01, Gibco
Life Technologies 15040033). Las células se diluyeron en medio completo y se sembraron en nuevos recipientes de
cultivo en una proporcién de subcultivo de 1:2 a 1:5.

Preparaciéon de formulaciones

Para minimizar el riesgo de contaminacion, todas las formulaciones se prepararon en una campana de flujo laminar,
apartadas del pesado de lohexol donde esto no resultase posible.

Formulacién de solucion IOHEXOL: se pes6 (Histodenz n°® CAS 66108-95-0 LOTE n°® WXBB5310V) en un tubo de 50
ml estéril. Se calcul6 el iohexol en peso de yodo por ml de solucién expresada como mg/ml segun la receta
suministrada. Se afiadié solucion de acido lactico (PURAC PF 90, n° de lote 1406001940) y medio y las muestras se
mezclaron utilizando un dispositivo de agitacién vertical durante 30 minutos y después se dejaron en reposo
refrigeradas durante 72 horas antes de fijar el pH.

Ajuste del pH: se ajusté el pH con NaOH 1 M (hidréxido sédico, Titrisol) o HCI 1 M (acido clorhidrico, Titrisol).
La formulacion de compuestos se realizé de acuerdo con la Tabla 9, a continuacion.
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Tabla 9. Formulacién n° 1-8 utilizada en el presente experimento.

Nombre Compuesto Concentracién pH (ajustado) Medios

n°1 Acido lactico 20 mg/ml No (pH 3) Detroit 551
n°2 Acido lactico 20 mg/mi hasta pH 3,5 con NaOH | Detroit 551
n°3 Acido lactico 20 mg/mi hasta pH 4 con NaOH Detroit 551
n°4 Acido lactico 20 mg/ml hasta pH 4,5 con NaOH | Detroit 551
n° 5. Control 1 - - hasta pH 3 con HCI Detroit 551
n° 6. Control 2 - - hasta pH 3,5 con HCI Detroit 551
n® 7. Control 3 - - hasta pH 4 con HCI Detroit 551
n° 8. Control 4 - - hasta pH 4,5 con HCI Detroit 551

Tratamiento con formulaciones

Las células Detroit se desprendieron de los recipientes de cultivo y se sembraron en placas de 6 pocillos a una
densidad de 80.000 células/pocillo. Las células se cultivaron en medio Detroit 551 suplementado. Todas las
formulaciones se diluyeron en medio Detroit 551 suplementado. El dia 1, el medio de cultivo celular en todos los
pocillos se sustituyé por formulaciones basadas en acido lactico (Sigma-Aldrich, Stockholm, Suecia) descritas en la
Tabla 1. Las células se cultivaron por triplicado. Las células se incubaron durante dos dias a 37°C en un incubador
humidificado con 5% de COx. Las células se trataron con formulaciones a una confluencia celular de 80%.

Analisis de la produccion de colageno

Se midié el contenido de colageno en el medio celular utilizando un método espectrofotométrico analizando el colageno
que se unia al pigmento rojo Sirius (ensayo de colageno soluble, QuickZyme Biosciences, Leiden, Paises Bajos).
Brevemente, se recolectd el medio celular de cada pocillo y se pipetearon 140 pl en placas de 96 pocillos. Las muestras
se extrajeron por duplicado. Se mezclaron las muestras de medio con 60 ul de solucién de pigmento rojo Sirius y la
placa de 96 pocillos se centrifugé a 1500 x g a 4°C durante 2 horas. Los pellets se resuspendieron en 150 pl de
solucion de deteccién. A continuacion, se transfirieron 100 pl de cada muestra a una nueva placa de 96 pocillos y se
midié espectrofotométricamente el contenido de colageno a una densidad éptica de 540 nm.

Mediciones de pH

Se midié el pH antes del tratamiento, 10 min después del tratamiento y dos dias después del tratamiento con acido
lactico o formulaciones (Tabla 10).

Tabla 10. Mediciones de pH en Detroit 551.

Nombre pH inicial pH después de | pH después de
10 min 2 dias
n° 1 7,5 3 3
n° 2 7,5 3,5 3,5
n°3 75 4 4
n° 4 75 4,5 4,5
n° 5. Control 1 7,5 3 3
n° 6. Control 2 7,5 3,5 3,5
n° 7. Control 3 7,5 4 4
n° 8. Control 4 7,5 4.5 4.5

Resultados

No se observaron diferencias de morfologia celular o de densidad celular en la inspeccién ocular tras el tratamiento
con formulacién n® 1-4 en comparacién con los controles correspondientes n° 5-8. También se inspeccioné
ocularmente la viabilidad celular en el microscopio dos dias después del tratamiento y en este punto del tiempo, se
recolectd el medio celular y se analiz6 para la produccion de colageno.

Las células Detroit se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 80.000 células/pocillo. Las células se
trataron con formulaciones a una confluencia celular de 80%. Se analizé la produccién de colageno dos dias después
de la adicion de las formulaciones (medicion tras diluir las muestras 1:4, 1:1 y después 1:1 para que los niveles de
absorbancia de las muestras se encontrasen en el rango lineal del instrumento). Los puntos de datos se ilustran como
valores medios + SD en la fig. 10.

Las formulaciones n° 1 y n® 2 proporcionaron una produccion significativa de colageno. Basandose en las diferentes
diluciones, la formulacién n° 1 que contenia 20 mg/ml de &cido lactico sin ningun ajuste del pH era la mas eficaz con
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respecto a la produccion de colageno, seguido de la n° 2, que también contenia 20 mg/ml de acido lactico, aunque
con un ajuste del pH de 3,0 a 3,5, que resultd en aproximadamente 35% menos colageno en comparacion con la
formulacion n° 1. El tratamiento con las otras formulaciones resulté en la falta de produccion significativa de colageno.

Conclusiones

Los inventores creen que la utilizacion segun realizaciones de la presente invencion puede tratar la mala alineacion
intervertebral también en el ser humano mediante la estabilizacion de la columna y la prevencion y/o reduccion de la
progresion de la mala alineacion intervertebral.

La transformacién esperada del disco intervertebral sometido a la inyeccidon de una sustancia, tal como acido lactico,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede observarse in vivo. Tipicamente, el procedimiento se lleva
a cabo bajo anestesia o sedacion suave, y mediante la utilizacion de orientacién radioldgica. De esta manera, el
procedimiento de tratamiento sera similar a una evaluacién radiolégica del disco intervertebral, una denominada
discografia, en el caso de que se inyecte un medio de contraste en el disco intervertebral bajo orientacion radiolégica.
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REIVINDICACIONES

Composicion para la utilizacion en el tratamiento de la mala alineacién intervertebral, en la que dicha
composicion comprende acido lactico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que dicha
composicion se administra en un espacio discal que comprende el nucleo pulposo de un disco intervertebral.

Composicion para la utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que la composicidon se administra en una
cantidad eficaz para incrementar la concentracion de acido lactico, o la concentracion de ion lactato a partir
de la sal farmacéuticamente aceptable, en dicho espacio discal hasta un nivel superior a 16 mmoles/I.

Composicion para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que la concentracion de
acido lactico, o la concentracion de ion lactato de la sal farmacéuticamente aceptable, en la composicion es
de por lo menos 16 mmoles/l, por ejemplo dentro del intervalo de 16 a 12000 mmoles/l, tal como de 100 a
10000 mmoles/I, tal como de 500 a 5000 mmoles/I, tal como de 800 a 2000 mmoles/I.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la sal
farmacéuticamente aceptable es un lactato de cualquiera de los elementos seleccionados del grupo que
consiste en: los metales alcalinos y los metales alcalinotérreos.

Composicion para la utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la sal
farmacéuticamente aceptable se selecciona del grupo que consiste en: lactato aménico, lactato de colina,
lactato de litio, lactato sddico, lactato potasico, lactato de berilio, lactato de magnesio, lactato de bario y lactato
de calcio.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la composicion
presenta un pH inferior a 4, preferentemente inferior a 3,5.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que dicha composicion
se administra en el espacio discal de un disco intervertebral que contribuye a la mala alineacion intervertebral.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicho acido lactico
o una sal farmacéutica del mismo, se administra mediante inyeccion local en el espacio discal que comprende
el nucleo pulposo.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el acido lactico se
administra en una Unica dosis dentro del intervalo de 2 mg a 200 mg, tal como de 5 mg a 150 mg, tal como
de 10 a 100 mg, tal como de 10 a 50 mg, tal como de 15 a 30 mg.

Composicion para la utilizacion segun la reivindicacion 9, en la que dicho acido lactico o una sal farmacéutica
del mismo, se administra en una Unica ocasion en dicha dosis Unica.

Composicion para la utilizacidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que dicha composicion
se encuentra en forma de una solucién acuosa que comprende dicho acido lactico o una sal farmacéutica del
mismo.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que dicha mala
alineacion intervertebral es escoliosis.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que dicha mala
alineacion intervertebral es espondilolistesis.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que dicha mala
alineacion intervertebral es subluxacion vertebral.

Composicion para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que dicha mala
alineacion intervertebral es una fractura vertebral.
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Efecto sobre la produccién de colageno en fibroblastos del
tratamiento de 2 dias con acido lactico
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