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DESCRIPCION
Solucién acuosa homogénea de quitosano inyectable
Sector de la técnica

La presente invencién se refiere al campo técnico de los productos de relleno o de los biomateriales, inyectables en
seres humanos o animales. En particular, la presente invencién se refiere a una solucién acuosa homogénea de
quitosano inyectable capaz de formar particulas cristalinas de quitosano después de la inyeccion. La presente
invencion también se refiere a composiciones que contienen una solucién acuosa homogénea de quitosano. La
invencion tiene también como objeto tales composiciones para su uso como composicion dermatoldgica, cosmética o
como dispositivo médico, ventajosamente como implante biorreabsorbible.

Estado de la técnica
Ya se conocen varios productos de relleno inyectables, especialmente en seres humanos.

El colageno ha sido durante mucho tiempo el producto elegido como producto de relleno para la cara, en particular,
para el relleno de arrugas y lineas de expresion o para volver a perfilar los labios. Sin embargo, desde la
comercializacién de los acidos hialurénicos, estos son los mas utilizados. En efecto, la biodegradabilidad del colageno
se considera demasiado rapida, Ademas, existen problemas de seguridad relacionados con el origen animal (bovino
o porcino) del animal.

La inyeccion directa de acido hialurénico tiene dos ventajas: un efecto de relleno mecanico inmediato y la ausencia de
fendomenos inflamatorios, debido a su biocompatibilidad. No obstante, esta biocompatibilidad va de la mano con una
rapida biodegradacion que hace que el producto sea insatisfactorio, incluso si la vida del producto inyectado pudiera
prolongarse usando acido hialurénico reticulado.

Sin embargo, los productos mas utilizados hoy en dia en medicina y cirugia estética son productos reabsorbibles cuya
vida util generalmente es inferior a 12 meses.

Todavia encontramos en el mercado productos de relleno que pueden calificarse como "permanentes”, en el sentido
de que su biorreabsorcion puede llevar varios afios. Estos productos contienen, entre otros, polimeros sintéticos o
biosintéticos, tales como derivados acrilicos, poliacrilamidas, que inducen una importante encapsulacion fibrosa en el
origen de la longevidad del relleno. No obstante, la persistencia del producto inyectado en los tejidos presenta un
riesgo de complicaciones a largo plazo o fenédmenos inflamatorios retardados, por ejemplo, la formacién de granulomas
inflamatorios, quistes... varios meses, incluso varios afios, después de su inyeccion.

Otros productos actuales constituyen una alternativa interesante: se trata del PLA (acido polilactico), un polimero cuya
biodegradacion es mas lenta que la de otros polimeros naturales, como el colageno o el acido hialurénico. De hecho,
se estima que el relleno persiste hasta dos afios después de la inyeccion. Estos productos se comercializan en
particular bajo el nombre de New-Fill (o Sculptra). El principal inconveniente de esta tecnologia es que el efecto de
relleno solo es visible después de ocho semanas, lo que no aporta una completa satisfaccion al paciente.

Por otro lado, la fibrosis observada durante el uso de productos no degradables parecia de gran interés en términos
de efecto estético a largo plazo, y asi es como se desarrollaron los productos de relleno "semipermanentes" que, por
su composicion heterogénea de "particulas portadoras" tienen un efecto profibrético sin dejar de ser biodegradables.
Por ejemplo, el producto Atlean que propone una dispersion de particulas de TCP (fosfato tricalcico) en acido
hialurénico y el producto Radiesse que propone una dispersion de particulas de hidroxiapatita de calcio en un gel de
carboximetilcelulosa. En todos los casos, el gel portador garantiza el efecto estético de relleno inmediato, mientras
que las particulas generan gradualmente una fibrosis que garantiza el efecto a largo plazo. El interés de estos
productos, ademas de este doble mecanismo de accién (mecanico e inductivo de tejido), es que finalmente son
totalmente reabsorbidos.

De una manera particularmente ventajosa, el quitosano, debido a su estructura quimica unica, se comporta frente al
organismo como un "sefiuelo" del entorno biolégico (A. Montembault, K. Tahiri, C. Korwin-Zmijowska, X, Chevalier, M.
Corvol, A.Domard, Biochimie, 88 (2006), 551-64): por un lado, esta suficientemente "reconocido" por no inducir una
reaccion inflamatoria peligrosa y, por otro lado, suficientemente "desconocido" por no degradarse demasiado rapido.

La molécula consiste en una sucesion de fragmentos de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina, el primero es un
componente de las moléculas de la matriz extracelular (este residuo se encuentra en el acido hialurénico, por ejemplo),
y el segundo carece completamente de esta, por lo tanto, el quitosano es mas dificil de degradar desde un punto de
vista bioldgico.

El concepto de usar un "sefiuelo" del entorno biolégico es bastante nuevo en el campo de los inyectables,
particularmente en medicina estética, y hasta la fecha no se comercializa ningun producto de relleno que contenga
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quitosano.

Por otro lado, el quitosano es conocido en la bibliografia por estimular ciertas células de inmunidad, como los
macréfagos, que producen en su presencia una mayor cantidad de factores de crecimiento. Estos factores de
crecimiento son mediadores bioldgicos que promueven la produccién de matriz extracelular y la proliferacion de
fibroblastos, células que producen fibras de colageno. De esta manera, el quitosano promueve la sintesis de tejido
fibroso, lo que permite un relleno "biologico" a largo plazo y sin efectos secundarios indeseables, en particular, un
relleno de los defectos cutaneos o de las cavidades del cuerpo humano o de la cara, como las arrugas.

Objeto de la invencidn

La presente invencion tiene, por lo tanto, como objeto una soluciéon acuosa homogénea de quitosano inyectable que
contiene un quitosano que tiene un grado de acetilacién inferior al 20 %, ventajosamente inferior al 10 % y un peso
molecular promedio en peso comprendido entre 100.000 y 1.000.000 g/mol, dicha solucién contiene entre el 0,1 y el
3,5 %, ventajosamente entre el 1 y el 2,5 %, en peso de quitosano, dicha solucion tiene un pH inferior a 6,2,
ventajosamente comprendido entre 5y 6,2, dicha solucion no contiene quitosano con un grado de acetilacion superior
al 20 %, dicha solucién no contiene otro quitosano de peso molecular medio inferior y dicha solucion acuosa puede
formar particulas cristalinas de quitosano después de la inyeccion.

El quitosano es un aminopolisacarido generalmente obtenido por N-desacetilacién de la quitina, polisacarido tan
extendido en la biomasa como la celulosa. La quitina esta particularmente presente en las cuticulas de los artropodos,
el endoesqueleto de los cefalépodos, las paredes celulares o incluso la matriz extracelular de hongos, levaduras o
algas.

Ventajosamente segun la presente invencion, el quitosano es un producto natural que proviene de una fuente animal,
por ejemplo, de crustaceos del tipo de los cangrejos, gambas o calamares, o de una fuente vegetal, como los hongos
o las algas.

El quitosano y la quitina son copolimeros lineales de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucano y de 2-amino-2-desoxi-D-
glucano, respectivamente. Se habla mas comunmente de unidades N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) y D-
Glucosamina (GIcN), unidas por enlaces glucosidicos B-(1— 4). La quitina y el quitosano se diferencian por la fraccion
molar (expresada en %) de las unidades de GIcNAc presentes en el copolimero, también llamada grado de acetilacion
(GA).

Las estructuras quimicas del quitosano y la quitina se muestran esquematicamente a continuacién dependiendo del
grado de acetilaciéon (GA):

H
H
HO NH; _
0 H /
! 0
H
q 0
c H OH
A HC N,
GA 100 - GA
N-acetil-D-glucosamina (GleNAc) D-glucosamina (GlcN)
Grado de acetilacion (GA):
nGlcNAc

GA(%) = 100

nGIlcNAc + nGIcN x

con nGIcNAc = numero de unidades acetiladas y nGIcN = numero de unidades desacetiladas.

Ventajosamente segun la presente invencion, el quitosano tiene un grado de acetilacion (GA) inferior al 20 %, incluso
mas ventajosamente inferior o igual al 15 %, por ejemplo, inferior al 10 %. Normalmente, el quitosano segun la
invencion tiene un grado de acetilacion (GA) comprendido entre el 0,5 y el 20 %, normalmente entre el 1y el 15 %,
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por ejemplo, entre el 2 y el 10 %.

Normalmente, el quitosano tiene un peso molecular promedio en peso (determinado como se describe en "Physico-
chemical studies of the gelation of chitosan in a hydroalcoholic médium" A. MONTEMBAULT, C. VITON, A. DOMARD
Biomaterials, 26(8), 933-943, 2005) comprendido entre 100.000 y 1.000.000 g/mol, ventajosamente entre 250.000 y
1.000.000 g/mol, por ejemplo, entre 250.000 y 500.000 g/mol, por ejemplo, entre 250.000 y 400.000 g/mol.

De una manera particularmente ventajosa, el pH de la solucidon acuosa segun la presente invencion es inferior a 6,2,
y normalmente esta comprendido entre 5 y 6,2. En el marco de la invencion, el quitosano es soluble en solucion
acuosa, como el agua, en un ambiente acido en los rangos de pH mencionados anteriormente, ventajosamente por
protonacion de los grupos amina del quitosano. Ventajosamente, la soluciéon acuosa segun la invencion es estable.

Por solucién "hnomogénea" de quitosano, para los fines de la presente invencion, se entiende que se solubiliza todo el
polimero quitosano, sin contener particulas sélidas en suspension en la fase liquida. La solucién segun la invencion,
por lo tanto, no esté gelificada. La soluciéon segun la invencién es, por lo tanto, normalmente transparente.

Segun una caracteristica particular de la presente invencion, la solucion acuosa homogénea de quitosano contiene
entre el 0,1y el 3,5 %, ventajosamente entre el 0,5y el 3,5 %, en particular, entre el 1y el 2,5 %, en peso de quitosano,
con respecto al peso total de la solucién acuosa.

De una manera particularmente ventajosa, la soluciéon acuosa segun la invencion es inyectable en el cuerpo humano
o animal, normalmente por via intradérmica o subcutanea. La solucion se puede envasar en una jeringa, como una
jeringa estéril.

Ventajosamente, la solucion acuosa tiene una viscosidad adecuada para garantizar una buena capacidad de inyeccion
(flujo satisfactorio a través de una aguja en una jeringa) y facilidad de inyeccion.

En una realizacion particular, la solucién acuosa segun la invencion se esteriliza antes de la inyeccion, por ejemplo,
en autoclave.

Después de la esterilizacion, el quitosano normalmente tiene un peso molecular promedio en peso comprendido entre
120.000 y 400.000 g/mol, y preferiblemente entre 120.000 y 300.000 g/mol.

De una manera particularmente ventajosa, la solucién acuosa segun la presente invencién antes de la inyeccion no
contiene quitosano que tenga un grado de acetilacion superior al 20 %. De esta manera, el quitosano segun la
invencion no se mezcla con un quitosano que tenga un grado de acetilacion comprendido entre el 30 y el 60 %, como
se describe en las solicitudes de patente WO 2008/072230 y WO 2009/150651.

En una realizacion particular segun la presente invencion, la solucidon acuosa contiene varios quitosanos, pero con un
solo grado de acetilacion (GA), dicho grado de acetilacion es inferior al 20 %, ventajosamente inferior al 10 %.

En otra realizacién particular de la presente invencion, la solucién acuosa contiene como polimero un solo quitosano
que tiene un grado de acetilacion como se definié anteriormente, preferiblemente que tiene un peso molecular
promedio como se definid anteriormente, ventajosamente con un contenido comprendido entre el 0,1 y el 3,5 %,
ventajosamente entre el 0,5y el 3,5 %, en particular, entre el 1y el 2,5 %, en peso de quitosano, con respecto al peso
total de la solucién acuosa.

En una realizacién particular, la solucion acuosa segun la invencién puede estar parcialmente reticulada por
interacciones idnicas inducidas, por ejemplo, por la adiciéon de sulfato, citrato, aniones metalicos o incluso moléculas
anionicas, en particular, por la formacion de complejos de polielectrolitos con polisacaridos que tienen un grupo
carboxilico COO- (alginatos, pectina, xantana, acido hialurénico), con polisacaridos que tienen un grupo sulfato, o con
acido polilactico (PLA), o por interaccién con proteinas (colageno), acidos nucleicos (ADN, ARN, los Si ARN, los
ARNmM...) o polisacaridos oxidados.

En otra realizacion particular, la solucidon acuosa segun la invencién esta parcialmente reticulada con agentes de
reticulacion covalentes (por ejemplo, genipina), excluyendo agentes conocidos por su toxicidad, tales como agentes
del grupo epoxi o ésteres bi o polifuncionales, divinilsulfona, carbodiimidas y dialdehidos.

Ventajosamente, el agente de reticulacion, ya sea de tipo idnico o covalente, se introduce de modo que el grado de
reticulacion sea suficientemente bajo para no alterar la capacidad de la solucién acuosa de formar particulas cristalinas
de quitosano después de la inyeccion.

En una realizacion particular, la solucién acuosa segun la invencién esta compuesta de la combinacién de una solucion
acuosa de quitosano no reticulada con una solucién acuosa de quitosano reticulada.

Segun una caracteristica particular, la solucién acuosa segun la invencion puede prepararse mediante las siguientes
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etapas:

- disolver el quitosano en agua agregando acido organico como un acido débil, dicho acido débil se selecciona
ventajosamente del grupo que consiste en &cido acético, acido glicélico, &cido lactico, &cido glutamico y sus
mezclas,

-y opcionalmente reajustar el pH para obtener una solucién acuosa que tenga un pH comprendido entre 5 y 6,2,
normalmente entre 5y 5,5.

Antes de la disolucion, el quitosano esta normalmente en forma de polvo. Después de la disolucién, el quitosano esta
en forma protonada. Es un polielectrolito catiénico cuyo contraiéon se deriva del acido utilizado para la disolucién. Por
ejemplo, si se agrega acido acético al agua para disolver el quitosano, encontramos el quitosano en forma de acetato
de quitosano, es decir, una forma protonada NHs+ de las funciones amina en interaccion electrostatica con los iones
acetato.

El control del pH de las soluciones es muy importante para prevenir la necrosis acida de los tejidos después de la
inyeccion y también para proteger las soluciones de la hidrodlisis y la degradacion del quitosano si se lleva a cabo una
esterilizacion (por ejemplo, en autoclave a 121 °C durante 15 minutos).

El pH se reajusta si es necesario con un compuesto como el bicarbonato de sodio o un tampén PBS ("Phosphate
Buffer Saline" - solucion salina de tampon fosfato), normalmente en cantidades reducidas. El valor de pH se controla
ventajosamente por un medidor de pH durante el aumento de pH para permanecer a un pH inferior a 6,2 y evitar la
gelificacion de la solucién.

En una realizacion particular segun la invencion, el quitosano se disuelve en agua usando un acido fuerte del tipo de
acido clorhidrico. En este caso, el pH se reajusta con un compuesto de tipo de bicarbonato de sodio o de amonio o
PBS, por ejemplo, y/o una base de tipo NaOH o KOH, por ejemplo, (siempre controlando el pH para que permanezca
inferior a 6,2).

En una realizacion particular segun la invencién, durante la etapa de disolucion, el 4cido se agrega en una cantidad
necesaria para la disolucion del quitosano. Por lo tanto, se puede usar un exceso de acido para ciertos quitosanos,
por ejemplo, los quitosanos dificiles de solubilizar con la cantidad estrictamente necesaria de acido, después se vuelve
a precipitar el quitosano, usando amoniaco por ejemplo. Después de una serie de lavados para eliminar el exceso de
amoniaco y las sales, el quitosano se puede liofilizar para recuperar la materia seca. Esta sera entonces mas facil de
solubilizar.

En otra realizacién particular segun la invencion, durante la etapa de disolucién, el acido se agrega en una cantidad
estrictamente necesaria para la disolucién del quitosano, tal como la cantidad estequiométrica estrictamente necesaria
para la protonacion de los sitios NHa.

Normalmente, el numero de sitios por protonar se calcula de la siguiente manera:

Mmondémero = 203 X GA + 161 x (1 — GA)

mx (1—GA) X (1 - %agua)
Mmonodémero

Nnuz =

con m = peso de materia prima introducida, % de agua = contenido de agua de la materia prima, GA = grado de
acetilacion.

Después de la inyeccion, especialmente en la dermis o por via subcutanea, la soluciéon acuosa homogénea segun la
presente invencion formara ventajosamente un sistema semicristalino, en particular, debido al cambio de pH
relacionado con la influencia de los medios tamponados del organismo.

Por "sistema semicristalino”, se entiende normalmente un sistema constituido por una fase cristalina y una fase no
cristalina (amorfa).

Normalmente, los cristales de quitosano obtenidos corresponden al alomorfo hidratado del quitosano.

De una manera particularmente ventajosa segun la presente invencion, la solucién acuosa tiene buena
biocompatibilidad y es biorreabsorbible. En particular, el producto segun la invenciéon tiene una duracion de
biorreabsorcion mas larga que los productos basados en acido hialurénico del tipo de acido hialurénico reticulado,
para un efecto prolongado, como un efecto de relleno prolongado.

Por "biorreabsorbible" o "biorreabsorcion", se entiende una biodegradacion que da como resultado la degradacion total
o esencialmente total del producto inyectado.
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Segun una caracteristica particular de la presente invencion, la solucién de quitosano es liquida antes de la inyeccion
y presenta un largo tiempo de reabsorcidon una vez inyectada, normalmente de unas pocas semanas a varios meses,
por ejemplo, del orden de 3 0 4 semanas hasta 12 a 18 meses.

El producto o biomaterial que consiste o contiene la solucién acuosa segun la invencion se beneficia del caracter
bacteriolégico y fungistatico del quitosano, bien conocido en el mundo de la industria alimentaria y de los apésitos
cicatrizantes. Estas propiedades facilitan la conservacion del producto y ayudan a reducir los riesgos de infecciéon
relacionados con la inyeccion o los fendmenos inflamatorios retardados para otros productos como se mencion6
anteriormente. Frente a las moléculas naturales utilizadas hasta la fecha para el relleno de arrugas (colageno, acido
hialurénico), el quitosano es el Unico que tiene tales propiedades.

Por otro lado, el producto o biomaterial que consiste o contiene la solucién acuosa segun la invenciéon asegura un
relleno bioldgico eficaz ventajosamente inmediato: el quitosano que favorece de hecho la sintesis de colageno permite
un relleno de los defectos cutaneos, como las arrugas, por estimulacion de mecanismos naturales.

La presente invencion también tiene como objeto el uso de una soluciéon acuosa homogénea de quitosano inyectable
que contiene un quitosano que tiene un grado de acetilacién inferior al 20 %, ventajosamente inferior al 10 % y un
peso molecular promedio en peso comprendido entre 100.000 y 1.000.000 g/mol, dicha solucién contiene entre el 0,1
y el 3,5 %, ventajosamente entre el 1 y el 2,5 %, en peso de quitosano, dicha solucién tiene un pH inferior a 6,2,
ventajosamente comprendido entre 5 y 6,2, dicha solucién no contiene quitosano que tenga un grado de acetilacion
superior al 20 % y no contiene otro quitosano de peso molecular medio inferior para formar particulas cristalinas de
quitosano después de la inyeccion.

Ventajosamente, el quitosano es como se definié anteriormente.

En particular, el quitosano tiene un peso molecular promedio en peso comprendido entre 100.000 y 1.000.000 g/mol,
por ejemplo, entre 250.000 y 1.000.000 g/mol, normalmente entre 250.000 y 500.000 g/mol.
Normalmente, dicha solucién acuosa no contiene quitosano que tenga un grado de acetilacion superior al 20 %.

De manera ventajosa, dicha solucién acuosa se puede preparar segun las etapas del proceso mencionado
anteriormente.

El objeto de la presente invencidon es también una composicién que comprenda una solucién acuosa segun la
invencion, y opcionalmente un compuesto o excipiente aceptable, como un compuesto o excipiente para promover la
cristalinidad de la solucién después de la inyeccion.

En una realizacion particular, la composicidon segun la invencion comprende una sal tal como cloruro de sodio, o
cualquier otro excipiente aceptable ventajosamente para ajustar la osmolaridad de la composicion. La adicién de una
sal como el cloruro de sodio puede ser interesante para obtener una solucion isoténica.

Segun una caracteristica particular de la presente invencion, la composicion puede comprender ademas al menos un
compuesto que tenga una actividad terapéutica reconocida. A modo de ejemplo, se puede mencionar un compuesto
analgésico, un compuesto anestésico local como la lidocaina, mepivacaina, bupivacaina o ropivacaina, un compuesto
angiogénico, una vacuna, una hormona, o un compuesto activo del tipo de factor de crecimiento u oligosacarido
bioactivo, por ejemplo, un oligosacarido de acido hialurénico, o incluso un acido nucleico o una proteina.

Ventajosamente segun la presente invencion, la composicion esta formulada para ser administrada o se usa por
inyeccion intradérmica o subcutanea.

La presente invencion también tiene como objeto una composicion o una solucion acuosa segun la invencién para su
uso como composicion dermatoldgica, cosmética o como dispositivo médico, ventajosamente como implante
biorreabsorbible.

La presente invencion también se refiere al uso cosmético o a un método de tratamiento cosmético o estético del
cuerpo o la cara humana que comprende la inyeccidon de una composicion o una solucién acuosa segun la invencion.

En una realizacion particular, la composicion o la solucién acuosa segun la presente invencion esta destinada a ser
utilizada en la reparacion o reconstruccion de los tejidos de la piel de la cara o del cuerpo.

En particular, la composicién o la solucién acuosa segun la presente invencidn se puede usar para rellenar las
cavidades del cuerpo o de la cara, como las arrugas o lineas de expresion, para la creacién o aumento de volimenes
de la cara o del cuerpo humano, o para la cicatrizacién de la piel.

Segun otras realizaciones particulares, se puede utilizar la composicién o la solucién acuosa segun la presente
invencion:
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- encirugia, especialmente en la reparacion de 6rganos, o en medicina o cirugia estética,

- enurologia, especialmente para el tratamiento de la incontinencia urinaria,

- eninfectologia, especialmente como fluido portador para vacunas,

- en oftalmologia, especialmente para la cicatrizacion corneal,

- en odontologia, especialmente para la colocacion de un implante dental o para la reparacion ésea,
- oincluso en angiologia.

La composicion o la solucion acuosa segun la presente invencion también se puede usar en reumatologia.

Ventajosamente, la composicién o la solucidn acuosa segun la presente invencion también se puede usar como
portador de principio activo, en particular terapéutico, tal como una vacuna o una hormona similar a la insulina o al
estrogeno, y mas generalmente para todos los principios activos cuyo suministro o liberacion controlada y/o prolongada
presenta una ventaja.

Finalmente, la presente invencion se refiere al uso cosmético de una solucion acuosa o una composicion segun la
invencion para tratar o combatir el envejecimiento de la piel.

Descripcion detallada de la invencién
Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar la invencién sin limitar de ningin modo su alcance.
Ejemplo 1: Estudio de la cristalizacion de soluciones de quitosano segun la invencioén in vitro en PBS:

En el marco de este experimento in vitro, se eligié PBS ("Phosphate Buffer Saline" - solucion salina de tampén fosfato)
para simular el medio fisiologico. De hecho, se trata de un medio tampoén isotonico de pH 7,2-7,4, de uso general en
biologia.

Las soluciones probadas son soluciones de quitosano de diferentes grados de acetilacion (GA), de concentracion C =
3 % en peso de quitosano con respecto al peso de la solucién, y de pH entre 5y 5,5.

El quitosano utilizado es un quitosano derivado de la quitina de calamar (Mahtani Chitosan Veraval, India) y tiene un
peso molecular promedio en peso de 400.000 g/mol, evaluado por un protocolo descrito en "hysico-chemical studies
of the gelation of chitosan in a hydroalcoholic medium" A. MONTEMBAULT, C. VITON, A. DOMARD Biomaterials,
26(8), 933-943, 2005. Las soluciones se prepararon usando acido acético.

Las diferentes soluciones de quitosano probadas tienen un GA del 2 %, 3,5 %, 15 %, 40 %, 55 %, todas estas
soluciones tienen un contenido de quitosano del 3 % en peso.

También se probé una mezcla de soluciones de quitosano de GA del 15 % y del 40 %, de concentraciones respectivas
del 0,5y 2 % en peso de quitosano, asi como una mezcla de soluciones de quitosano de GA del 15 % y del 55 %, de
concentraciones respectivas del 0,5y 2 % en peso de quitosano, con el fin de comparar los productos segun la
invencion y los productos descritos en las solicitudes de patente de la técnica anterior WO 2008/072230 y WO
2009/150651.

Los diferentes GA se obtienen por reacetilacion de un quitosano de calamar (Mahtani Chitosan Veraval, India) de GA
del 3,5 %, Mw aproximadamente 400.000 g.mol -, purificado por filtracion de una solucién de acetato de quitosano a
una concentracion del 0,5 % en peso de polimero mediante un filtro de 0,45 pm. La solucién luego se liofiliza.

En un reactor, y con agitacién mecanica (aproximadamente 50 rpm), el liofilizado de quitosano se disuelve en agua
desionizada utilizando la cantidad estequiométrica de acido acético necesaria para la protonacion de los sitios de NH2.
Se estudiaron diferentes concentraciones (0,5 % en peso al 3 % en peso).

El pH de cada solucion ha sido controlado, y en todos los casos esta entre 5 y 5,5 (dependiendo de la concentracion
de quitosano).

Se introdujeron 0,30 ml de cada solucion de quitosano en 30 ml de PBS y se dejaron en este medio durante 24 hy 72
h. Las muestras fueron retiradas del PBS, se colocaron en capilares rellenos de agua pura estéril y se analizaron bajo
haz sincrotron en difraccién de rayos X, utilizando un haz monocromatico de 16 keV (A = 0,7749 A) en la linea D2AM,
ESRF, Grenoble. La intensidad difractada por las muestras se da en funcion del vector de difusion q= (411 sinB)/A,
donde 26 es el angulo de difraccidon (entre el haz incidente y el haz difractado) y después de restar la intensidad
difractada por el capilar relleno solo de agua, para restar lo mejor posible la contribucion a la difraccidn del agua y del
recipiente.

Los resultados de este estudio in vitro se muestran en las Figuras 1 a 3.

Las Figuras 1a, 1b y 1¢ muestran los resultados de las soluciones de quitosano segun la invencién, con un GA
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bajo (inferior o igual al 15 %).

La Figura 1a muestra la intensidad difractada por una solucién de quitosano de GA del 2 %, C=3 % en peso,
después de 24 h en un tampoén PBS.

La Figura 1b muestra la intensidad difractada por una solucién de quitosano de GA del 3,5 %, C=3 % en peso,
después de 24 h en un tampén PBS.

La Figura 1c muestra la intensidad difractada por una solucién de quitosano de GA del 15 %, C=3 % en peso,
después de 24 h en un tampén PBS.

Las Figuras 2a y 2b muestran los resultados de soluciones de quitosano que no estan dentro del alcance de la
presente invencion, con un alto GA (del 40 al 55 %), que se usan como productos comparativos con los productos
segun la presente invencion.

La Figura 2a muestra la intensidad difractada por una solucion de quitosano de GA del 40 %, C=3 % en peso,
después de 24 h en un tampén PBS.

La Figura 2b muestra la intensidad difractada por una solucion de quitosano de GA del 55 %, C=3 % en peso,
después de 24 h en un tampén PBS.

Las Figuras 3a y 3b muestran los resultados de soluciones de quitosano que no estan dentro del alcance de la
presente invencion, con una mezcla de bajo GA y alto GA, que se usan como productos comparativos con los
productos segun la presente invencion.

La Figura 3a muestra la intensidad difractada por una mezcla de soluciones de quitosano de GA del 15 % y 40 %,
de concentraciones respectivas C=0,5 % en peso y 2 % en peso, después de 72 h en un tampon PBS.

La Figura 3b muestra la intensidad difractada por una mezcla de soluciones de quitosano de GA del 15 % y 55 %,
de concentraciones respectivas C=0,5 % en peso y 2 % en peso, después de 72 h en un tampon PBS.

Se observa un pico de cristalinidad representativo de la linea (200) del quitosano hidratado (véase, por ejemplo,
Osorio-Madrazo et al., Biomacromolecules 2010, 11, 1376-1386) hacia 1,40 A después de 24 h en PBS para una
solucion segun la presente invencion de bajo GA (2, 3,5 % y 15 %), de concentracion 3 % en peso (véanse las figuras
1a, 1by 1c).

Por otro lado, para los GA mas altos (40 % y 55 %), que se han probado a titulo comparativo con la invencion, no se
observa cristalinidad a las 24 h ni tampoco a las 72 h; en tiempos mas largos porque las muestras se solubilizan en el
medio PBS y no cristalizan (véanse Figuras 2a y 2b).

Las soluciones de bajo GA segun la invencion, debido a su mayor capacidad para cristalizar, por lo tanto, se pueden
distinguir por un comportamiento de difraccion especifico, a pesar del contenido muy bajo de polimero de las
soluciones constituidas en mas del 97 % de agua.

Después de una permanencia en el PBS, las soluciones de bajo GA se convierten por tanto en sistemas
semicristalinos. Las soluciones de bajo GA segun la invenciéon tendran por tanto un efecto de relleno mas prolongado
gracias a la presencia de esta cristalinidad, mientras que los productos con alto GA tenderan a solubilizarse y
degradarse mas rapido en los tejidos.

Las soluciones constituidas de quitosano de mezclas de GA como se describe en las solicitudes de patente de la
técnica anterior WO 2008/072230 y WO 2009/150651 (véanse las Figuras 3a y 3b que muestran resultados relativos
a los sistemas de mezclas de GA del 15 % y del 40 %; y 15 % 55 % respectivamente) dan resultados similares a las
soluciones que contienen quitosano solo de GA del 40 % o 55 % (véanse las Figuras 2a y 2b). Estas soluciones no
cristalizan en condiciones fisiologicas y se solubilizan completamente en el medio PBS después de 4 dias.

Ejemplo 2: Estudio in vivo: evaluacién del rendimiento y de la tolerancia local de las soluciones inyectables
de quitosano, implantadas por via intradérmica en conejos:

El objetivo del presente estudio es la evaluaciéon de la tolerancia macroscépica local (mediante la evaluacion del
eritema, edema, necrosis y ulceracion) y del rendimiento (segun los criterios de dureza y diametro) de 6 formulaciones
de prueba, en comparacion con 3 productos de referencia, después de la implantacion intradérmica en conejos.

Elementos de ensayo:

Se probaron las siguientes composiciones: soluciones acuosas de quitosano, con un contenido del 3 % en peso
mezclado con NaCl al 9%o + lidocaina al 0,3 %, esterilizada en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Los diferentes GA se obtienen por reacetilacion de un quitosano de calamar (Mahtani Chitosan Veraval, India) de GA
del 3,5 %, Mw aproximadamente 400.000 g.mol -, purificado por filtracion de una solucién de acetato de quitosano a
una concentracion del 0,5 % en peso de polimero mediante un filtro de 0,45 pm. La solucién luego se liofiliza.

En un reactor, y con agitacion mecanica (50 rpm), el liofilizado de quitosano se disuelve en agua desionizada utilizando
la cantidad estequiométrica de acido acético necesaria para la protonacién de los sitios de NH2. Se estudiaron
diferentes concentraciones (0,5 % en peso al 3 % en peso).
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El pH de cada solucion ha sido controlado, y en todos los casos esta entre 5 y 5,5 (dependiendo de la concentracion
de quitosano).

Prueba 1: quitosano C=3 % en peso, GA=5%

Prueba 2: quitosano C=3 % en peso, GA =15 %
Prueba 3: quitosano C=3 % en peso, GA =40 %
Prueba 4: quitosano C=3 % en peso, GA =55 %
Prueba 5: quitosano C=3 % en peso, GA =5 % + 40 %
Prueba 6: quitosano C=3 % en peso, GA =15 % + 55 %

Elementos de referencia:

Ref. 1: Restylane® Perlane Lidocaine (aguja 29G) identificado por la referencia: ref 1-Restylane
Ref. 2: Juvederm® Ultra 4 (aguja 27G) identificado por la referencia: ref 2-Juvederm
Ref. 3: New Fill® / Sculptra (aguja 26G) identificado por la referencia: ref 3-NewfFill.

Sistema de ensayo:

Especie: conejo

Raza: New Zealand White

Procedencia: Charles River Laboratories
Estado de salud: IOPS (SPF)

Numero de animales: 8 + 1 reserva

Sexo: hembra

Edad a la llegada: 18 semanas Implantaciones:

Procedimientos de preimplantacion:

En DO, los animales fueron pesados, examinados y luego anestesiados, segun el siguiente protocolo:

- Ketamina (Ketamina 1000® - VIRBAC) 30 mg/kg, es decir, 0,3 ml/kg

-+ Medetomidina (Domitor® - Janssen Santé Animale) 0,1 mg/kg, es decir, 0,1 ml/kg

- Inyeccion intramuscular (IM) en un muslo.

- La zona dorsal se corté cuidadosamente (se cortdé nuevamente cuando fue necesario mas tarde para
observaciones)

Procedimiento de implantacion:

Se hicieron seis inyecciones por animal, en la zona dorsal. Se tuvo cuidado de no inyectar demasiado cerca de la zona
del cuello y de los hombros, para que la manipulacién del animal no conduzca a la degradacion de los sitios.

Cada sitio se localizé por un tatuaje, luego se inyecté con 200 pl de producto.

Seguimiento de animales después de la implantacién:

Observaciones diarias
Se realizaron diariamente por el personal a cargo del cuidado diario (alimentos, abrevado, limpieza...).

Incluyeron pesar al animal, un examen fisico completo y una observacién rapida del comportamiento durante las
manipulaciones.

Examenes clinicos en profundidad

Se realizaron por el veterinario sanitario, el director del estudio o su adjunto, generalmente cuando se observé una
anomalia constante durante una observacion diaria o un examen clinico simple.

Incluyeron un pesaje, asi como la medicion de los ritmos respiratorio y cardiaco, y la toma de la temperatura rectal.

Los sistemas linfatico, circulatorio, respiratorio, digestivo, musculo-esquelético, nervioso, asi como la piel y las
membranas mucosas fueron examinadas.

Observaciones macroscopicas

Las observaciones tuvieron lugar en los siguientes horarios:
DO (postimplantacion), T+24 h, T+48 h, D4.
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- El animal fue fotografiado visto desde arriba, asegurandose de que el tatuaje y todos los sitios sean visibles.
- Los sitios de implantacion se evaluaron visual o manualmente usando una cuadricula de puntuaciones.
- El diametro de los sitios se midié en el calibrador.

Los parametros evaluados fueron: la formacion de edema y eritema, los fenédmenos de ulceracion localizada y de
necrosis en los sitios de implantacion, asi como la dureza y el diametro de los sitios.

Escala de nota para edemal/eritema/llcera/necrosis:
(0) ausente / (1) leve / (2) moderado / (3) marcado / (4) severo

Eutanasia y toma de muestras:

En D2, cinco de los ocho animales fueron anestesiados, luego recibieron una inyeccién por via intracardiaca de
pentobarbital sédico (Dolethal® - VETOQUINOL).

Los sitios de implantacion fueron extraidos y colocados en histocassettes identificados.
Las tomas de muestras de los conejos 1 a 3 se conservaron en formol antes del tratamiento para el estudio histolégico.

Las tomas de muestras de los conejos 4 y 5 se mantuvieron en agua pura estéril. Unas horas después, se procedio a
la extraccion del implante en los tejidos, para analisis bajo haz sincrotron (técnica WAXS, ESRF Grenoble, linea
D2AM). Se coloca un fragmento de explante en un capilar relleno de agua y luego se observa bajo un haz sincrotrén
en difraccion de rayos X, utilizando un haz monocromatico a 16 keV (A=0,7749 A).

En D4, los tres animales restantes fueron anestesiados, luego recibieron una inyeccién por via intracardiaca de
pentobarbital soédico (Dolethal® - VETOQUINOL).

Los sitios de implantacién fueron extraidos y colocados en histocassettes identificados. Estas tomas de muestras se
conservaron en formol antes del tratamiento para el estudio histolégico.

Resultados:
Observaciones clinicas:

En todos los casos, durante los primeros 4 dias, el edema y el eritema son adn mas importantes cuando el GA es
elevado. Las soluciones de GA del 5 % y 15 % inducen en algunos animales un edema y un eritema puntuados a O,
mientras que las soluciones de GA240 % inducen un edema y un eritema con una puntuacion de 3 o 4. Las soluciones
de GA del 5 % y 15 % segun la presente invencion son las Unicas que no indujeron necrosis sistematica de los sitios
implantados.

Es importante tener en cuenta que el implante que consiste en quitosano de GA del 55 % ya no es palpable después
de 4 dias, y que después de 2 dias, no fue posible eliminarlo de los tejidos para el analisis de difraccion de rayos X.

El ejemplo de dos conejos (L4 y L5) que recibieron las formulaciones de "prueba" se muestran en las Figuras 4a y 4b.

Las figuras 4a y 4b muestran la fotografia de los sitios de inyeccion respectivamente de los conejos 4 y 5, 24 h después
de la implantacion:

A: Prueba 1: quitosano C=3 % en peso, GA=5%

B: Prueba 2: quitosano C=3 % en peso, GA =15 %

C: Prueba 3: quitosano C=3 % en peso, GA =40 %

D: Prueba 4: quitosano C=3 % en peso, GA = 55 %

E: Prueba 5: quitosano C=3 % en peso, GA =5 % + 40 %
F: Prueba 6: quitosano C=3 % en peso, GA=15% + 55 %

Las soluciones preparadas segun la presente invencion inducen una respuesta inflamatoria limitada en comparacion
con las soluciones que contienen quitosanos de alto GA o mezclas de quitosano que contienen en particular un
quitosano de alto GA como se describe en las solicitudes de patente WO 2008/072230 y WO 2009/150651. Ademas,
como lo sugiere la desaparicién completa del implante de grado de acetilacion igual al 55 % después de solo 4 dias,
el uso de un quitosano de alto GA no confiere una duracién de biorreabsorcién satisfactoria para las aplicaciones
especificas.

Estudio de los explantes bajo haz sincrotrén
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Las Figuras 5 a 7 representan los resultados del estudio bajo haz sincrotron de difraccidon de rayos X de explantes
de quitosano 24 h después de la implantacién de las soluciones por via intradérmica.

Las Figuras 5a y 5b representan los resultados de una solucién de quitosano segun la invencién (sitio A, prueba
1), con un bajo GA igual al 5 %, después de la implantacion de la solucion respectivamente en el Conejo 4 vy el
Conejo 5.

Las Figuras 5c y 5d representan los resultados de una solucién de quitosano segun la invencion (sitio B, prueba
2), con un bajo GA igual al 15 %, después de la implantacién de la solucion respectivamente en el Conejo 4 y el
Conejo 5.

Las Figuras 6a y 6b representan los resultados de una solucién comparativa de quitosano (sitio C, prueba 3), con
un alto GA igual al 40 %, después de la implantacion de la solucién respectivamente en el Conejo 4 y el Conejo 5.
Las Figuras 7a'y 7b representan los resultados de una soluciéon comparativa de quitosano (sitio E, prueba 5), con
una mezcla de bajo GA y de alto GA: 5 + 40 %, después de la implantacion de la solucién respectivamente en el
Conejo 4 y el Conejo 5.

Las Figuras 7c y 7d representan los resultados de una solucién comparativa de quitosano (sitio F, prueba 6), con
una mezcla de bajo GA y de alto GA: 15 + 55 %, después de la implantacion de la solucidn respectivamente en el
Conejo 4 y el Conejo 5.

La intensidad difractada por los explantes se da en funcién del vector de difusion q = (41 sinB)/A, donde 26 es el angulo
de difraccion (entre el haz incidente y el haz difractado) y después de restar la intensidad difractada por el capilar
relleno solo de agua, para restar lo mejor posible la contribucion a la difraccion del agua y del recipiente.

Observamos, ademas del residuo de halo amorfo debido al agua, un pico de cristalinidad bien definido representativo
de la linea 200 de quitosano hidratado a 1,40 A" para los explantes de bajo GA (5 % y 15 %), mientras que este es
muy poco notable (GA del 40 %, mezcla de GA del 5 % + 40 %) o completamente ausente (GA del 15 % + 55 %). Las
soluciones de bajo GA, debido a su capacidad para cristalizar mas fuerte, por lo tanto, se pueden distinguir por un
comportamiento de difraccion especifico, a pesar del contenido muy bajo de polimero de las soluciones constituidas
en mas del 97 % de agua.

Después de la inyecciéon en la dermis, por lo tanto, estas soluciones de bajo GA se convierten en sistemas
semicristalinos. Por lo tanto, podemos esperar un efecto de relleno mas prolongado gracias a la presencia de esta
cristalinidad, mientras que los productos de alto GA tienden a solubilizarse y a degradarse mas rapido en los tejidos.

Las soluciones de quitosano de mezclas de GA como se describe en las solicitudes de patente de la técnica anterior
WO 2008/072230 y WO 2009/150651 dan resultados similares a las soluciones que contienen quitosano solo de GA
del 40 % o 55 %: estas soluciones no cristalizan o muy poco en los tejidos y, para el GA del 55 %, ya no son
macroscopicamente observables en cuatro dias.

La cristalinidad desarrollada in situ permite extender el tiempo de biorreabsorcioén y, por lo tanto, es de gran interés
para las aplicaciones especificas.

Ejemplo 3: Estudio in vivo: evaluacion del rendimiento y de la tolerancia local de las soluciones inyectables
de quitosano, implantadas por via subcutanea en ratas:

El objetivo del presente estudio es la evaluacidon de la tolerancia macroscépica local (mediante la evaluacion del
eritema, edema, necrosis y ulceracion) y del rendimiento (segun los criterios de dureza) de 2 formulaciones de prueba,
en comparacioén con 1 producto de referencia, después de la inyeccién subcutanea en la rata.

Elementos de ensayo:

Se probaron las siguientes composiciones: soluciones acuosas de quitosano, con un contenido del 3 % en peso
mezclado con NaCl al 9%o. + lidocaina al 0,3 %, esterilizada en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

El quitosano utilizado es un quitosano de calamar (Mahtani Chitosan Veraval, India) de GA del 2 %, Mw (peso molar)
aproximadamente 400.000 g.mol"', purificado por filtracién de una solucién de acetato de quitosano con la
concentracion del 0,5 % en peso de polimero mediante un filtro de 0,45 pm. La solucién luego se liofiliza.

En un reactor, y con agitacion mecanica (50 rpm), el liofilizado de quitosano se disuelve en agua para la preparacion
inyectable con la ayuda de la cantidad estequiométrica de acido acético necesaria para la protonacion de los sitios de
NH:. Se ha estudiado la concentracion del 3 % en peso.

Se ha controlado el pH de cada solucién, y en todos los casos esta entre 5y 6,2.

Prueba 1: quitosano C=3 % en peso, GA =2 %, pH = 5.
Prueba 2: quitosano C=3 % en peso, GA =2 %, pH = 6.

Elementos de referencia:
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Ref. 1: Restylane® Perlane Lidocaine (aguja 29G)

Sistema de ensayo:

Especie: rata

Raza: Sprague Dawley

Numero de animales: 6

Sexo: macho

Edad a la llegada: entre 7 y 8 semanas
Peso a la llegada: entre 200 y 220 gramos

Implantaciones:

Procedimientos de preimplantacion:

En DO, los animales fueron pesados, examinados y luego anestesiados, segun el siguiente protocolo:

Inyeccion intraperitoneal (1 ml/100 g de peso animal) de una dilucién de pentobarbital sédico (CEVA SANTE ANIMALE
- 100 ml a 54,7 mg/ml) a 6 ml por 44 ml de solucién salina.

La zona dorsal se corté cuidadosamente (se corté nuevamente cuando fue necesario).

No se ha implementado ningun tratamiento con antibidticos.

Procedimiento de implantacion:

Se realizaron por cada animal cuatro inyecciones por via subcutanea con jeringas de vidrio estériles con aguja estéril,
en la zona dorsal.

Cada sitio de implantacién se localizé por tatuajes, luego se inyectd con 100 pl de producto.

Los sitios de inyeccion fueron aleatorizados, con el criterio de que cada animal reciba al menos una inyeccién por
formulacion (prueba 1, prueba 2 y Ref. 1).

Seguimiento de animales después de la implantacién:

Observaciones diarias
Se realizaron diariamente por el personal a cargo del cuidado diario (alimentos, abrevado, limpieza...).

Incluyeron pesar al animal, un examen fisico completo y una observacién rapida del comportamiento durante las
manipulaciones.

Observaciones macroscopicas

Las observaciones tuvieron lugar en los siguientes horarios:
DO (postimplantacion), D2 (T+48h), D4 (T+96h).

Los sitios de implantacion se evaluaron visual o manualmente usando una cuadricula de puntuacion.

Los parametros evaluados fueron: la formacion de edema y eritema, los fendmenos de ulceracién localizada y de
necrosis en los sitios de implantacion, asi como la dureza.

Escala de nota para edema/eritema/tlcera/necrosis:
(0) ausente / (1) leve / (2) moderado / (3) marcado / (4) severo

Eutanasia y toma de muestras:

En D4, los animales fueron anestesiados, luego recibieron una inyeccion de pentobarbital sédico (2 ml sin diluir por
via IP). Los sitios de implantacion se tomaron para cubrir la lesién y un area adyacente no lesionada, cada toma de
muestra comprende todas las capas de la piel hasta el musculo. Las tomas de muestras se fijaron en una solucion
acuosa de formaldehido al 4 % durante 48 h.

Resultados:

12
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Observaciones clinicas:

Todos los animales mostraron una apariencia y comportamiento normales durante todo el periodo de observacion y
su peso se mantuvo estable.

La evaluacion visual y manual de los sitios implantados no revelé ninguna diferencia en las formulaciones probadas.
No se observaron eritemas inducidos por las soluciones segun la presente invencion por via subcutanea.

Los volumenes observados no estan relacionados con un efecto irritante de las soluciones probadas, pero son de
origen mecanico (implante no reabsorbido).

En las condiciones experimentales adoptadas, las 2 formulaciones de solucién segun la presente invencién fueron
bien toleradas localmente.

La evaluacion de la tolerancia local macroscépica y el rendimiento de las formulaciones Prueba 1 y Prueba 2 fue
comparable a la de la formulacion de referencia Ref 1.

No se observé ninguna reaccion adversa significativa como necrosis significativa y ulceracion de la piel. Las soluciones
preparadas segun la presente invencion inducen por tanto una respuesta inflamatoria limitada.

Examen histolégico de los implantes

Las muestras se fijaron al menos 24 h antes de que pudieran deshidratarse.

Se realiz6 un corte (espesor de 3 a 5 ym) por bloque. Los portaobjetos se tifieron con hematoxilina-eosina.
Se analizaron veinticuatro portaobjetos virtuales.

El aspecto histoldgico de los implantes es muy diferente entre el implante de referencia (Restylane/Perlane/lidocaina)
y los implantes probados (prueba 1 y prueba 2). Si bien el implante de referencia fue homogéneo, los implantes
probados tenian un aspecto microscépico (diametro variable, mas a menudo entre 5y 15 ym - Prueba 1), sea de tipo
coagulo (Prueba 2).

La reaccién del huésped a las formulaciones Prueba 1 y Prueba 2 a menudo se limité a la hipodermis debajo del
musculo cutaneo, que consiste en una fibroplasia/tejido de granulacién e inflamacion leve a moderada que rodea el
implante. Esta reaccion consistié en un tejido de granulacion rico en fibras de colageno en vias de maduracion y una
infiltracién por células mononucleares que consistia principalmente en monocitos / histiocitos y linfocitos, con
ocasionalmente células plasmaticas, pero la mayoria de las veces sin granulocitos.

Con base en estos criterios, se observo una clasificacion de baja reaccion del huésped (puntuacién 1) para el articulo
de referencia, una reaccion intermedia (puntuacién 2) para las formulaciones Prueba 1 y Prueba 2, sin embargo, con
una reaccion del huésped mas pronunciada en el caso del articulo Prueba1.

Las soluciones constituidas por quitosano segun la invencion dan resultados similares a la solucion de referencia en
términos de tolerancia. Por el contrario, como en el ejemplo 2, después de la inyeccién subcutanea, estas soluciones
de bajo GA se convierten en sistemas semicristalinos. Por lo tanto, podemos esperar un efecto de relleno mas
prolongado gracias a la presencia de esta cristalinidad.
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REIVINDICACIONES

1. Solucién acuosa homogénea de quitosano inyectable que contiene un quitosano que tiene un grado de acetilacion
inferior al 20 %, ventajosamente inferior al 10 % y un peso molecular promedio en peso comprendido entre 100.000 y
1.000.000 g/mol, dicha solucién contiene entre el 0,1 y el 3,5 %, ventajosamente entre el 1 y el 2,5 %, en peso de
quitosano, dicha solucién tiene un pH inferior a 6,2, ventajosamente comprendido entre 5 y 6,2, dicha solucién no
contiene quitosano con un grado de acetilacién superior al 20 %, dicha solucién no contiene otro quitosano de peso
molecular medio inferior y dicha solucién acuosa puede formar particulas cristalinas de quitosano después de la
inyeccion.

2. Soluciéon acuosa segun la reivindicacion 1, caracterizada por que el quitosano tiene un peso molecular promedio
en peso comprendido entre 250.000 y 1.000.000 g/mol.

3. Solucién acuosa segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que es capaz de
prepararse mediante las siguientes etapas:

- disolver el quitosano en agua agregando acido como un &cido débil, dicho acido débil se selecciona
ventajosamente del grupo que consiste en acido acético, acido glicdlico, acido lactico, acido glutamico y sus
mezclas,

- y opcionalmente reajustar el pH para obtener una solucién acuosa que presenta un pH comprendido entre 5 y
6,2.

4. Solucién acuosa segun la reivindicacion 3, caracterizada por que, durante la etapa de disolucion, el acido se
agrega en una cantidad estrictamente necesaria para la disolucion del quitosano.

5. Una composicidon que comprende una solucidon acuosa segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, y
opcionalmente un compuesto o un excipiente aceptable, como un compuesto o0 excipiente para favorecer la
cristalinidad de la solucién después de la inyeccién, por ejemplo, una cadena corta de quitosano con un grado de
acetilacion inferior al 20 % y un peso molecular promedio en peso inferior a 20.000 g/mol o un quitooligosacarido con
un grado de polimerizacion comprendido entre 3 y 30.

6. Composicion segun la reivindicacion 5, que comprende ademas al menos un compuesto activo tal como un
compuesto analgésico, anestésico local, como la lidocaina, mepivacaina, bupivacaina o ropivacaina, un compuesto
angiogénico, una vacuna, o un compuesto activo del tipo de factor de crecimiento u oligosacarido bioactivo.

7. Composicién segun la reivindicacién 5 o 6, caracterizada por que esta formulada para ser administrada por
inyeccion intradérmica o subcutanea.

8. Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, para su uso como composicion dermatoldgica,
cosmética o como dispositivo médico, ventajosamente como implante biorreabsorbible.

9. Composicién segun la reivindicacién 8, para su uso en la reparacion o reconstruccion de tejidos de la piel de la cara
o del cuerpo.

10. Composicién segun la reivindicacion 8 o 9, para su uso para rellenar las cavidades de la cara, como las arrugas o
lineas de expresion, para la creacion o aumento de volumenes de la cara o del cuerpo humano, o para la cicatrizacion
de la piel.

11. Composicion segun la reivindicacion 8, para su uso en cirugia, en medicina o cirugia estética, en urologia,
reumatologia, oftalmologia, odontologia, o incluso en angiologia.

12. Composicién segun la reivindicacion 8, para su uso como portador de principios activos, por ejemplo como vehiculo
para vacunas u hormonas.

13. Uso cosmético de una solucién acuosa segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una composicion
segun la reivindicacién 5 para tratar o combatir el envejecimiento de la piel.

14. Uso cosmético de una solucion acuosa homogénea de quitosano inyectable que contiene un quitosano que tiene
un grado de acetilacién inferior al 20 %, ventajosamente inferior al 10 % y un peso molecular promedio en peso
comprendido entre 100.000 y 1.000.000 g/mol, dicha solucién contiene entre el 0,1 y el 3,5 %, ventajosamente entre
el 1y el 2,5 %, en peso de quitosano, dicha solucion tiene un pH inferior a 6,2, ventajosamente comprendido entre 5
y 6,2, dicha solucién no contiene quitosano que tenga un grado de acetilacion superior al 20 % y no contiene otro
quitosano de peso molecular medio inferior para formar particulas cristalinas de quitosano después de la inyeccion.

15. Uso cosmético segun la reivindicacion 14, caracterizado por que el quitosano tiene un peso molecular promedio
en peso comprendido entre 250.000 y 1.000.000 g/mol.
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