ES 2980898 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

> é ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 2 980 898
@Int. Cl.:

A61L 15/16 ( )
A61L 26/00 ( )
A61L 15/28 (2006.01)
A61L 15/44 ( )

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 01.09.2010 E 21207189 (8)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 17.04.2024  EP 4005606

Titulo: Composicion de estimulacion del crecimiento de células epiteliales

Prioridad: @ Titular/es:

01.09.2009 WO PCT/EP2009/006323 MEDODERM GMBH (100.0%)
Robert-Koch-Str. 50 D

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la 55129 Mainz, DE
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

03.10.2024 MONTENEGRO, RIVELINO;
FREIER, THOMAS y
HENCO, KARSTEN

Agente/Representante:
ILLESCAS TABOADA, Manuel

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 980 898 T3

DESCRIPCION
Composicién de estimulacién del crecimiento de células epiteliales
Campo de la invencién

La invencién se refiere a un quitosano o una composiciéon farmacéutica que comprende un quitosano para un
tratamiento de estimulacion del crecimiento de células epiteliales de un tejido de un paciente.

Antecedentes de la invencion

El polisacarido quitosano es el derivado de quitina al menos parcialmente N-desacetilado. La quitina puede hallarse
ampliamente en los exoesqueletos de artrépodos, geles, crustaceos y cuticulas de insectos. Normalmente se deriva
de tales fuentes naturales. El quitosano en general se prepara de manera sintética mediante hidrélisis de quitina,
aunque también puede derivarse de manera natural directamente, por ejemplo, de determinados hongos en los que
se produce. Las diferentes solubilidades de la quitina y el quitosano en &cidos diluidos se usan habitualmente para
distinguir entre los dos polisacéaridos. El quitosano, la forma soluble, puede tener un grado de acetilacién (DA,
degree of acetylation) de entre el 0 % y aproximadamente el 60 %, dependiendo el limite superior de parametros
tales como condiciones de procesamiento, peso molecular y caracteristicas del disolvente. Mientras es soluble en
medios acuosos acidos, el quitosano precipita a un pH superior a 6,3.

Tanto la quitina como el quitosano son polimeros prometedores para aplicaciones biomédicas debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad y similitud estructural con los glicosaminoglicanos. Para revisiones exhaustivas
de las aplicaciones potenciales de la quitina y el quitosano véanse, por ejemplo, Shigemasa y Minami, “Applications
of chitin and chitosan for biomaterials”, Biotech. Genetic. Eng. 1996, 13, 383; Kumar, “A review of chitin and chitosan
applications”, React. Funct. Polym. 2000, 46(1), 1; y Singh y Ray, “Biomedical applications of chitin, chitosan and
their derivatives”, J. Macromol. Sci. 2000, C40(1), 69.

La solicitud de patente WO 2009/028965 A1 da a conocer el uso de quitosano para mejorar la cicatrizacién de
heridas.

Problema a resolver por la invencién

Es un objeto de la invencidén proporcionar un nuevo uso médico de un quitosano. La invencidn tiene como objetivo
ademas proporcionar una composicién farmacéutica mejorada que comprende quitosano para un uso médico, en el
que el uso médico es un método para estimular el crecimiento de células epiteliales. Otro objeto de la invencion es
proporcionar un material de apésito para tejidos mejorado.

Solucién segun la invencién

Segun la invencién, el problema se resuelve proporcionando un quitosano con un grado de acetilacién de menos del
2,5 % para su uso en un tratamiento de estimulacién del crecimiento de células epiteliales de un tejido humano, en el
que el tejido comprende cortes, abrasiones, quemaduras, irritacién por el afeitado, heridas provocadas por virus,
picaduras de insectos, tejidos afectados por acné, tejido en el area genital, tejido mucoso y tejido en cavidades u
orificios corporales.

El problema se resuelve aprovechando las propiedades de estimulacién del crecimiento de células epiteliales del
quitosano. Las células epiteliales son preferiblemente células epiteliales humanas. Las células epiteliales son
preferiblemente queratinocitos.

El problema también se resuelve proporcionando un material de apésito para tejidos que consiste en quitosano y
proporcionando un material de apésito para tejidos que es una composicién que comprende quitosano.

En particular, el material de apésito para tejidos segln la invencién puede mantenerse estéril segun los requisitos
higiénicos pertinentes sin la adicién de sustancias antimicrobianas o antibiéticas adicionales al material de apésito
para tejidos.

El material de apésito para tejidos se usa para el vendaje de heridas, en un tratamiento de estimulacién de células
epiteliales segln la invencién.

Realizaciones preferidas de la invencién

Se analizan caracteristicas preferidas de la invencién que pueden aplicarse solas o en combinacién en las
reivindicaciones dependientes y en la siguiente descripcién.

El quitosano o la composicidn que contiene quitosano se aplica al paciente in vivo.
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El quitosano o la composicién farmacéutica segun la invencidn pueden actuar como barrera para proteger el tejido
tratado frente a una infeccién microbiana del interior y el exterior.

Las indicaciones preferidas incluyen infecciones nosocomiales. Las indicaciones preferidas incluyen infecciones con
cepas bacterianas resistentes a multiples farmacos. La infeccién es preferiblemente al menos una de las siguientes
0 una combinacién de las mismas: infeccidén por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), infeccién por
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (SARO), infecciéon por Clostridium difficile resistente a miultiples
farmacos, infeccién por Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina, infeccién por Pseudomonas aeruginosa
resistente a multiples farmacos, infeccién por Acinetobacter baumannii resistente a multiples farmacos, infeccioén por
Enterococcus resistente a vancomicina. Las bacterias adecuadas incluyen bacterias gram-positivas, bacterias gram-
negativas y bacterias formadoras de esporas. Las bacterias adecuadas incluyen, por ejemplo, Staphylococcus
aureus, Streptococci (grupo A), Streptococcus pyogenes, Borellia burgdorferi, Bacillus anthracis, Erysopelothrix
rhusiopathiae, Bartonella henselae, Bartonella quintana, Corynebacterium minutissimum, Staphylococcus
epidermides, Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella), Haemophilius influenzae, Pasteurella multocida, Franciscella
tularensis, Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, el tratamiento antimicrobiano también puede ser un tratamiento
antifingico, por ejemplo, contra hongos implicados en la enfermedad de pie de atleta, tales como dermatofitos o un
tratamiento contra los mismos. Los hongos y las levaduras adecuados incluyen, por ejemplo, Aspergillus niger,
Mucor (Mucor pusillus, Mucor plumbeus, Mucor racemosus, Mucor hiemalis), Sporothrix, Histoplasma, Coccidioides,
Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, Keratomyces, Cryptococcus, Candida albicans, Candida dubliensis,
Malassezia furfur. De manera similar, ventajosamente, el material de apésito para tejidos segun la invencién debido
a la presencia de quitosano puede mantenerse esencialmente libre de los microbios citados anteriormente sin la
adicién de otras sustancias antimicrobianas o antibiéticas al material de apésito para tejidos.

El tratamiento es preferiblemente un tratamiento confinado localmente. “Confinado localmente” en el contexto de la
presente invencién significa que la actividad del quitosano o la composicién que contiene quitosano esta limitada
esencialmente a este tejido al que se aplica y a tejido adyacente al tejido al que se aplica. Preferiblemente, el tejido
adyacente, donde el quitosano o la composicién que contiene quitosano también es activo, se extiende a no mas de
10 mm (milimetros), mas preferiblemente a no mas de 5 mm del tejido al que se aplica el quitosano o la composicién
que contiene quitosano. Tal actividad en tejido adyacente puede ser, por ejemplo, el resultado del transporte (por
ejemplo, por difusién, fuerzas capilares, transporte osmético, cavitacién) de constituyentes activos del quitosano o la
composicién que contiene quitosano desde el sitio de aplicacién al tejido adyacente después de la aplicacién. Con el
tratamiento confinado localmente, puede aprovecharse que el sitio donde se aplica el quitosano o la composicidén
que contiene quitosano y, por tanto, tiene lugar la actividad, puede controlarse bien para lograr esencialmente sélo
una actividad local. Ventajosamente, puede evitarse una actividad sistémica, es decir, una actividad médica en
regiones del cuerpo del paciente donde tal actividad no se requiere y/o no es deseable. La invencién puede reducir
asi los efectos secundarios y contribuir a la recuperacion rapida del paciente.

El tratamiento confinado localmente preferido es un uso externo del quitosano o la composicion que contiene
quitosano. Sin embargo, también es posible un tratamiento interno: el quitosano o la composicién que contiene
quitosano puede inyectarse, por ejemplo, en un area bien definida del cuerpo del paciente, inhalarse o tragarse.
Preferiblemente, el quitosano o la composicién que contiene quitosano se aplica en contacto con el tejido que va a
tratarse o en contacto con el tejido que rodea el tejido que va a tratarse.

En una realizacién preferida de la invencién, el tratamiento es un tratamiento confinado de manera tépica.
“Confinado de manera tépica” en el contexto de la presente invenciéon se refiere a un tratamiento “confinado
localmente”, en el que la aplicacién tiene lugar sobre una superficie del tejido del paciente, por ejemplo, una parte de
la piel del paciente. Con esta realizacién de la invencién puede lograrse ventajosamente que la actividad del
quitosano o la composicién que contiene quitosano pueda limitarse a tal superficie (por ejemplo, la piel) y un area
inmediatamente debajo de la superficie, preferiblemente de menos de 10 mm, més preferiblemente de menos de
5 mm debajo de la superficie. Las superficies preferidas incluyen superficies biolégicas sanas, superficies infectadas
y heridas. Las superficies pueden ser accesibles de manera tépica, por ejemplo, mediante aplicacién directa, tal
como mediante gotitas, aclarado, pulverizaciéon o inhalacién de aerosol. Las superficies pueden incluir, entre otras,
superficies externas, superficies generadas quirlirgicamente, y superficies de las cavidades nasal, laringea y
pulmonar, incluyendo los alveolos.

El tratamiento segln la invencién puede ser para la prevencién duradera y/o el tratamiento de corta duracién.

Preferiblemente, el quitosano o el componente de quitosano de la composicién que contiene quitosano presenta una
actividad farmacéutica especifica para la infeccidén microbiana que va a tratarse si el quitosano o el componente de
quitosano tiene una concentracién mayor del 1 %, mas preferiblemente mayor del 0,1 %, mas preferiblemente mayor
del 0,01 % en peso por volumen en el sitio de accién, por ejemplo, el tejido que va a tratarse. Por otro lado, el
quitosano o el componente de quitosano de la composicién que contiene quitosano preferiblemente no presenta
ninguna actividad farmacéutica especifica para la infeccibn microbiana que va a tratarse si el quitosano o el
componente de quitosano tiene una concentracién menor del 0,001 % en peso por volumen, mas preferiblemente
menor del 0,01 %, més preferiblemente menor del 0,1 %. De ese modo, puede lograrse que la actividad
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farmacéutica esté confinada localmente a un sitio de accién tal como un tejido que va a tratarse en el que se
mantiene una concentracién suficientemente alta del quitosano o componente de quitosano.

Preferiblemente, el quitosano o el componente de quitosano de la composicién farmacéutica que contiene quitosano
presenta una actividad farmacéutica especifica para la infeccién microbiana que va a tratarse si el quitosano o el
componente de quitosano tiene una concentracién mayor de 100 umol/l (micromol por litro), mas preferiblemente
mayor de 10 umol/l, mas preferiblemente mayor de 1 umol/l en el sitio de accidn, por ejemplo, el tejido que va a
tratarse. Por otro lado, el quitosano o el componente de quitosano de la composicién farmacéutica que contiene
quitosano preferiblemente no presenta ninguna actividad farmacéutica especifica para la infeccién microbiana que
va a tratarse si el quitosano o el componente de quitosano tiene una concentracién menor de 0,1 umol/l, méas
preferiblemente menor de 1 umol/l, mas preferiblemente menor de 10 pmol/l.

El quitosano o la composicidn que contiene quitosano segun la invencién se aplica preferiblemente a la superficie del
tejido que va a tratarse. El tejido que va a tratarse preferiblemente en una dimensién (normalmente, la dimensién de
profundidad) es menor de 10 mm, més preferiblemente menor de 5 mm de grosor. En esta realizacién, se aprovecha
que el quitosano o la composicién que contiene quitosano segun la invencién puede aplicarse a una superficie de tal
tejido y puede lograrse una concentracién suficiente del quitosano o componente de quitosano en el tejido,
preferiblemente por difusién, para presentar una actividad.

Los tejidos tratados preferiblemente incluyen heridas crénicas, heridas posquirdrgicas, cortes, abrasiones,
quemaduras, irritacion por el afeitado, escara de decubito, tejido ulceroso, heridas provocadas por virus que tienden
a volverse ulcerosas, tejido afectado por dermatosis, por ejemplo enfermedad de pie de atleta, pie diabético y
psoriasis, picaduras de insectos, tejidos afectados por acné, en particular acné vulgar, tejido afectado por lupus
eritematoso, en particular eritema vespertilio, tejido mucoso, tejido tumoral, amigdalas, tejido en el area genital y
tejido en cavidades u orificios corporales. La invencién también puede ser de utilidad cuando se realiza cirugia en un
paciente. Cuando se trata el tejido de la herida, el quitosano o la composicion que contiene quitosano puede
aplicarse en o sobre la herida.

El quitosano preferido es un quitosano nativo. El término “quitosano nativo”, en el contexto de la presente invencion,
se refiere a la entidad quimica definida quitosano, que es un copolimero de poli(N-acetil-D-glucosamina-co-D-
glucosamina) o un homopolimero de poli(D-glucosamina). Cualquier quitosano reticulado o modificado
quimicamente de otro modo se considera un derivado de quitosano, que tiene propiedades diferentes al quitosano
nativo. En el contexto de la presente invencién, el término “quitosano nativo” incluye tanto la base de quitosano
como el quitosano en forma de una sal de quitosano, disuelta o no disuelta. Cuando en el contexto de la presente
invencién se hace referencia a “quitosano” en general, éste puede ser cualquier forma, sal o base, de quitosano
nativo o cualquier derivado de un copolimero de poli(N-acetil-D-glucosamina-co-D-glucosamina) o un homopolimero
de poli(D-glucosamina), reticulado y/o modificado de otro modo.

El grado de acetilaciéon (DA) del quitosano es de menos del 2,5 %. Un DA tan bajo puede contribuir a la actividad
antimicrobiana del quitosano. En un quitosano o composicién que contiene quitosano preferido segun la invencién, el
DA del quitosano desacetilado o del quitosano nativo desacetilado es del 2 % o menos, preferiblemente del 1,5 % o
menos, mas preferiblemente del 1 % o menos, méas preferiblemente del 0,5 % o menos. Ventajosamente, los grados
de acetilacién tan extremadamente bajos pueden mejorar adicionalmente las propiedades antimicrobianas de la
invencién. Ademas, la biodegradacién por lisozimas del quitosano o su disoluciéon puede limitarse o impedirse.

El DA puede obtenerse por medio de espectroscopia de 'H-RMN tal como se da a conocer, por ejemplo, en Lavertu
et al., “A validated 1TH NMR method for the determination of the degree of desacetilation of chitosan”, J. Pharm.
Biomed. Anal. 2003, 32, 1149. “Quitosano nativo desacetilado” en el contexto de la presente invencién se refiere a
quitosano que es tanto nativo como desacetilado segln las definiciones anteriores.

El quitosano preferido puede prepararse mediante un método que implica al menos dos etapas de desacetilacién. Se
separan las dos etapas de desacetilacion (y, por tanto, se distinguen de una Unica etapa de desacetilacién) al menos
por una etapa de lavado en la que se retiran al menos parcialmente subproductos de la desacetilacién, tales como
acetato. Preferiblemente, al menos una, méas preferiblemente todas las etapas de desacetilacién son etapas de
hidrélisis. Una etapa de hidrélisis puede implicar mezclar el quitosano con una disolucién de un hidréxido tal como
hidroxido de sodio. Preferiblemente, durante una etapa de hidrélisis, el quitosano se expone a una temperatura
mayor que la temperatura ambiente, por ejemplo, 100 °C. Preferiblemente, al final de cada etapa de desacetilacién,
se lava el quitosano, por ejemplo, en agua. Ademas, al menos al final de la Ultima etapa de desacetilacién,
preferiblemente al final de cada etapa de desacetilacion, se seca el quitosano.

En determinadas realizaciones de la invencién, entre dos etapas de desacetilacidén se realiza una etapa de
acetilacion. Una etapa de acetilacién preferida puede implicar mezclar el quitosano o la disolucién acida de
quitosano con un disolvente organico, seguido por tratamiento con un anhidrido carboxilico a temperatura ambiente.
Preferiblemente, al final de la etapa de acetilacién, se lava y se seca el quitosano acetilado.
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Preferiblemente, el quitosano esta presente en dos fracciones en cuanto a su solubilidad a un determinado pH en el
sentido de que a este pH una fraccién de quitosano es insoluble mientras que la otra es soluble. De ese modo,
puede lograrse ventajosamente que, a este pH, la fraccién insoluble pueda adoptar una forma sélida o similar a un
gel, preferiblemente la de un hidrogel y, por tanto, pueda actuar como un depdsito o matriz que contenga la fraccién
soluble, fraccién soluble que puede difundir desde el depésito o matriz al tejido diana o a la sangre del paciente.

Preferiblemente, una fraccién de méas del 10 % del quitosano esté presente en una forma que es insoluble al menos
a un pH de 6,5, mas preferiblemente al menos a cualquier pH entre 6,5 y 8,5. Mas preferiblemente, la fraccién
comprende mas del 20 %, mas preferiblemente més del 50 % del quitosano. Méas preferiblemente, la fraccién
también es insoluble a un pH de 6,3, més preferiblemente al menos a cualquier pH entre 63 y 8,5. En esta
realizacién de la invencion, ventajosamente, el quitosano o la composicién que contiene quitosano puede adoptar la
forma de un sélido o un gel, preferiblemente un hidrogel.

Preferiblemente, una fraccién de més del 0,1 % del quitosano esta presente en una forma que es soluble a un pH de
6,5. Méas preferiblemente, la fraccibn comprende mas del 1%, mas preferiblemente méas del 5%, mas
preferiblemente méas del 10 % del quitosano. Mas preferiblemente, la fraccién también es soluble a un pH de 7,0,
mas preferiblemente también a un pH de 7,5. Con esta realizacién de la invencién, puede lograrse ventajosamente
que dicha fraccién del quitosano pueda difundir facilmente en el tejido que va a tratarse.

Los términos “soluble” y “disolver” en el contexto con quitosano pretenden referirse a un proceso de pérdida de masa
de quitosano sin disminucién del peso molecular (es decir, sin disminucién de la longitud de la cadena polimérica)
debido a la solubilidad en un entorno acuoso. Esto debe distinguirse de “degradacién”, que es el proceso de
disminucién del peso molecular debido a la despolimerizacién del quitosano.

Normalmente, el pH al que es soluble un determinado quitosano depende de su longitud de cadena y, por tanto, de
su peso molecular. Ademas, normalmente, el quitosano o el componente de quitosano de la composicién segun la
invencién contiene una distribucién de pesos moleculares. Preferiblemente, una fraccién de mas del 10 % del
quitosano tiene un peso molecular de 10 kD (kilodalton) o méas. Mas preferiblemente, la fraccidn comprende mas del
20 %, mas preferiblemente mas del 50 % del quitosano.

Preferiblemente, una fraccion de mas del 0,1 % del quitosano tiene un peso molecular menor de 10 kD. Més
preferiblemente, la fraccién comprende més del 1 %, mas preferiblemente mas del 5 %, mas preferiblemente més
del 10 % del quitosano. Més preferiblemente, el peso molecular promedio de esta fraccién es mayor de 1 kD.

Preferiblemente, el quitosano forma parte de una composicion que comprende otros componentes ademas del
quitosano. Sin embargo, el quitosano es preferiblemente el componente principal de la composicién. En el contexto
de la presente invencién, la expresion “componente principal’ con respecto al quitosano o un tipo de quitosano (tal
como quitosano en general, quitosano desacetilado, quitosano nativo o quitosano nativo desacetilado) significa que
el tipo respectivo de quitosano constituye al menos el 50 % en peso de la composicién. Por tanto, si, por ejemplo, el
quitosano o el material de composicién que contiene quitosano se proporciona como una pelicula sélida o similar a
un gel para aplicarse al tejido, se requiere que esta pelicula se componga del tipo respectivo de quitosano en al
menos el 50 % en peso. En el caso de la composicidn liquida que contiene quitosano, la expresién “componente
principal” con respecto al/a los constituyente(s) distinto(s) del agua en la mezcla acuosa significa que al menos el
50 % en peso de la combinacién de todos los constituyentes distintos de agua debe ser el tipo respectivo de
quitosano.

La composicién preferida esta libre de alcohol. Esto tiene la ventaja de que la composicién es menos irritante para el
tejido al que se aplica. Mas preferiblemente, la composicién esté libre de alcohol o cualquier otro solubilizante o
estabilizante organico. Més preferiblemente, la composicién que contiene quitosano estd libre de disolventes
organicos en general, incluyendo, ademéas de alcoholes, ésteres, alcanos, disolventes halogenados, aminas y
amidas. Sin embargo, puede contener frecuentemente un &cido orgénico; los acidos organicos no se consideran
disolventes organicos en el contexto de la presente invencién. Preferiblemente, el material de la composicién no
comprende ningln conservante adicional. Preferiblemente estd libre de agentes asépticos, antioxidantes y
tensioactivos, reduciéndose de ese modo el riesgo de reacciones toxicas o alérgicas.

En algunas realizaciones, la composicién que contiene quitosano comprende al menos un constituyente
farmacéuticamente activo y/o bioactivo distinto del quitosano. Los constituyentes bioactivos adecuados pueden ser,
por ejemplo, proteinas, péptidos o derivados de los mismos, acidos nucleicos o derivados de los mismos,
compuestos de bajo peso molecular activos como farmacos, tales como antibiéticos o farmacos antiinflamatorios, o
agonistas o antagonistas del sistema inmunitario innato, o factores de crecimiento de estimulacién o diferenciacién
para estimular o diferenciar el crecimiento de al menos un subtipo de células, o resinas con afinidad por
determinados componentes que van a extraerse de una superficie de herida, o compuestos o polimeros disueltos o
dispersos con funciones decorativas tales como particulas que absorben luz, fluorescentes o fosforescentes o que
reflejan la luz. Alternativamente, o ademés, la composicidén que contiene quitosano puede comprender células
biolégicas.
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En una realizacién preferida de la invencién, la composicién que contiene quitosano comprende un colorante
sensible al pH para indicar visualmente el pH en el sitio de aplicacién. El pH puede usarse como un representante
para indicar la condicién del tejido en el sitio de aplicacion. En una realizacién preferida de la invencién, la
composicién es transparente, en particular si estéd en forma sélida, similar a un gel o solidificada tal como se explica
con mas detalle a continuacién. Ventajosamente, en aplicaciones externas de la composicién, esto puede facilitar a
un meédico inspeccionar el tejido tratado, en particular si es un tejido de herida. En algunas realizaciones, el
quitosano o la composicién que contiene quitosano es una pelicula sélida transparente. En otras, la composicidén es
una mezcla tal como una dispersién, una suspensién o una disolucién que forma una pelicula transparente cuando
se aplica al tejido. Ademas, en el caso de que la composicién comprenda un colorante sensible al pH, el color del
colorante puede evaluarse debido a la transparencia de la composicién que contiene quitosano.

Una composicién preferida es un liquido. En general, después de la aplicacién, al menos una fraccién de la
composicién liquida se solidificara, es decir, la composiciéon se convertird en un sélido o un gel, por ejemplo, un
hidrogel. En algunas realizaciones de la invencién, la eliminacion, preferiblemente evaporacién, del disolvente que
estaba presente en la composicién liquida cuando se aplicé provoca o al menos contribuye a la solidificacién.
Adicional o alternativamente, la solidificacién puede estar provocada o contribuyen a la misma otros factores tales
como la reticulacidén quimica o fisica de los componentes poliméricos de la composicién.

Es ventajoso de la invencion que, después de la aplicacion de la composicién, la concentracién del quitosano pueda
aumentar debido a la eliminacién, preferiblemente por evaporacién, de otros componentes, en particular de un
disolvente. Dicha eliminacidén se produce preferiblemente de forma espontanea, es decir, sin requerir que se tomen
medidas adicionales para iniciar el proceso de concentracién, tal como la aplicacién de productos quimicos o calor
adicionales. Dicho de otro modo: el material es autoconcentrante. Preferiblemente, para fomentar el proceso de
autoconcentracién, se elige un material de quitosano o la composicién que contiene quitosano que no sea
higroscépico cuando se aplica.

Preferiblemente, la composicién que contiene quitosano es una mezcla acuosa, por ejemplo, una dispersién o una
suspensién, mas preferiblemente una disolucién, es decir, comprende agua como medio de mezcla o disolvente,
respectivamente. Ademas, en algunas realizaciones de la invencién puede comprender un codisolvente, por ejemplo
un alcohol tal como isopropanol. Esto puede tener la ventaja de una evaporacién mas rapida del disolvente si se
requiere una solidificacién rapida de (una fraccién) de la composicién. Otras realizaciones, tal como se analizd
anteriormente, estén libres de alcohol, preferiblemente libres de disolventes organicos en general, para evitar la
irritacion tisular.

El soluto o mas generalmente el/los constituyente(s) de la composicién que queda(n) una vez que el medio de
mezcla se elimina tras la solidificacién de la composicién comprende preferiblemente, consiste més preferiblemente
en una sal de quitosano tal como la sal de quitosano nativo o la sal de un derivado de quitosano. Son sales
preferidas las derivadas de la disolucion de un quitosano tal como quitosano nativo, en un &cido inorgéanico, tal como
acido clorhidrico, o un acido organico seleccionado del grupo de acidos organicos monobésicos o multibasicos que
tienen de 2 a 12 4tomos de carbono y un primer valor de pKa entre 1y 5, tales como acido acético, acido citrico,
acido lactico, acido malico, acido succinico, acido mandélico, acido oxalico, acido tartarico, acido ascérbico, etc.

Preferiblemente, el quitosano, mas preferiblemente quitosano nativo, es el componente principal distinto de agua de
la composicién liquida. Preferiblemente, al menos el 70 % en peso del/de los constituyente(s) de la mezcla distinto(s)
de agua es quitosano, preferiblemente quitosano nativo. Una mezcla particularmente preferida sélo consiste
esencialmente en quitosano, preferiblemente quitosano nativo y agua. La mezcla preferida es acida.

La concentracion del quitosano en la composiciéon liquida es preferiblemente de menos del 15 %, maés
preferiblemente de menos del 10 %, més preferiblemente de menos del 7,5 %, mas preferiblemente de menos del
5 %, més preferiblemente de menos del 2,5 %, mas preferiblemente de menos del 1 % en peso. La concentracién
del quitosano en la composicién liquida es preferiblemente mayor del 0,1 %, més preferiblemente mayor del 0,25 %,
méas preferiblemente mayor del 0,5 %, més preferiblemente mayor del 1 % en peso.

Para la aplicacion, la composicién liquida que contiene quitosano se pulveriza preferiblemente sobre el tejido y se
permite que se evapore el medio de mezcla o disolvente posteriormente para formar una pelicula sélida o similar a
un gel. Normalmente, la pelicula tiene un grosor de entre 0,1 y 50 um, preferiblemente entre 1 y 25 um. Tiene un
area superficial suficiente como para cubrir el tejido que va a tratarse, tal como una herida, y, preferiblemente,
también parte del tejido circundante. Por consiguiente, la composicién que contiene quitosano se proporciona
preferiblemente en o en combinacién con un aparato de pulverizacién para pulverizar la composicién que contiene
quitosano sobre el tejido del paciente. El aparato de pulverizacion preferido comprende un recipiente para almacenar
la composicién que contiene quitosano. También puede comprender gas a presién para expulsar la composicién que
contiene quitosano. La composicién puede proporcionarse en dos 0 mas componentes liquidos que se mezclan poco
antes o durante la aplicacién de la composicién que contiene quitosano al tejido. En este caso, el dispositivo de
pulverizacién puede comprender varios recipientes y/o pueden proporcionarse varios dispositivos de pulverizacién,
que contienen, respectivamente, uno de los componentes liquidos. Alternativamente, la composicién liquida que
contiene quitosano puede cepillarse sobre el tejido o aplicarse por medio de una esponja, una espatula, una pipeta o
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una gasa. Por consiguiente, la composicién se proporciona preferiblemente en combinacién con una esponja, un
cepillo, una espatula, una pipeta o gasa para aplicar la composicién que contiene quitosano o al menos un
constituyente de la composicién que contiene quitosano a un tejido.

Alternativamente, el quitosano o la composicidén segun la invencién se proporciona en una forma sélida o similar a un
gel, por ejemplo, como un hidrogel. Preferiblemente, el quitosano o la composicién tiene la forma de una pelicula.
Una pelicula es particularmente ventajosa para el tratamiento de un area extendida de un tejido, por ejemplo, la piel.
Preferiblemente, la pelicula tiene un area superficial suficiente como para cubrir el tejido que va a tratarse, tal como
una herida, y preferiblemente también parte del tejido circundante. La pelicula preferida tiene una superficie lisa,
preferiblemente con una rugosidad promedio R, de 1 pm (micrémetro) o menos, mas preferiblemente 0,3 um o
menos, mas preferiblemente 0,1 um o menos. Ventajosamente, una superficie lisa puede reducir la formacién de
anclaje mecanico al tejido al que se aplica, facilitando de ese modo la retirada del quitosano o la composicién
después del uso. La pelicula preferida tiene menos de 10 mm de grosor, mas preferiblemente menos de 1 mm.
Normalmente, la pelicula cuando esta seca tiene un grosor de entre 0,5 y 500 um, preferiblemente entre 5 y 100 um,
méas preferiblemente entre 10 y 50 um, mas preferiblemente entre 20 y 30 um. Alternativamente, el quitosano o la
composicién que contiene quitosano sblido o en forma de gel puede tener la forma de una fibra o un tubo. Una fibra
o tubo tipico tiene un grosor de entre 10 um y 10 mm (milimetros) y una longitud de entre 1 mm y 100 cm
(centimetros).

Preferiblemente, al menos el 70 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 95 % en
peso de la composicién sélida o similar a un gel es quitosano, preferiblemente quitosano nativo.

El quitosano o la composicién que comprende quitosano sélido o similar a un gel preferido es al menos parcialmente
soluble en agua. Dicho de otro modo, en el momento en que se proporciona para aplicarse al tejido del paciente,
puede disolverse al menos parcialmente en agua a pH neutro. El quitosano puede ser, por ejemplo, una sal de
quitosano, por ejemplo, la sal de quitosano nativo o un derivado de quitosano. Una ventaja que puede lograrse de
esta realizacién de la invencién es que el quitosano o la composicién que contiene quitosano se adhiere bien al
tejido. De ese modo, puede evitarse que el quitosano o la composicién que contiene quitosano se desprenda
prematuramente del tejido. Esta realizacién de la invencién aprovecha ventajosamente el hecho de que la sal de
quitosano es soluble en un disolvente acuoso de pH neutro. Por tanto, el tejido himedo o prehumedecido puede
licuar la superficie del quitosano o la composicién que contiene quitosano, proporcionando un contacto duradero con
el tejido. Son sales preferidas las derivadas de la disolucién de un quitosano tal como quitosano nativo, en un acido
inorganico, tal como acido clorhidrico, o un 4cido organico seleccionado del grupo de 4cidos organicos monobasicos
o multibasicos que tienen de 2 a 12 atomos de carbono y un primer valor de pKa entre 1 y 5, tales como acido
acético, acido citrico, acido lactico, acido malico, acido succinico, acido mandélico, acido oxalico, acido tartarico,
acido ascorbico, etc. En una realizacién alternativa de la invencién, el quitosano esta presente en forma de la base
de quitosano.

Preferiblemente, una sal de quitosano, més preferiblemente una sal de quitosano nativo, constituye el componente
principal de la composicién que contiene quitosano sélido o similar a un gel. Mas preferiblemente, al menos el 70 %,
més preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 95 % en peso de la composicién que
contiene quitosano sélido o similar a un gel es una sal de quitosano, preferiblemente una sal de quitosano nativo.

Después de aplicar la composicion liquida que contiene quitosano o el quitosano o la composicidn que contiene
quitosano sdlido o similar a gel soluble en agua, y en el caso de una composicién liquida durante o después de la
solidificacién, preferiblemente se permite que se transforme en una forma insoluble en agua, por ejemplo, una base
de quitosano. Esta transformacién puede producirse, por ejemplo, debido a la evaporacién de un constituyente de la
composicién que contiene quitosano al contacto con el aire. También puede ser el resultado de una interaccién del
quitosano con un liquido corporal y/o el propio tejido; por ejemplo, el pH relativamente alto de la sangre y/o la unién
de proteinas presentes en la sangre al quitosano pueden inducir la transformacién. Alternativa o adicionalmente, la
transformacién puede lograrse aplicando un medio de transformacidn, por ejemplo, una disolucién alcalina acuosa,
al quitosano o a la composicién que contiene quitosano. Ventajosamente, puede lograrse que, después de la
transformacién, el quitosano o la composicién que contiene quitosano permanezca en su lugar y, por tanto,
farmacéuticamente activo en condiciones normales, por ejemplo, cuando el tejido se limpia con agua del grifo (pH
neutro) o cuando se aplica jabén (alcalino). El quitosano o la composicién que comprende quitosano puede
proporcionarse en combinacién con el medio de transformacién como un kit.

En una realizacion preferida de la invencién, el quitosano o la composiciéon que contiene quitosano presenta un valor
de pH por debajo de 8,5 preferiblemente por debajo de 8, de manera particularmente preferible de
aproximadamente 7 a 7,5. El pH preferido es superior a 6,3, mas preferiblemente superior a 6,5. Una ventaja que
puede lograrse de esta realizacién de la invencién es que una fracciéon del quitosano puede ser soluble y la otra
insoluble, actuando como un depdsito o matriz para la fraccién soluble. También ventajosamente, el pH es préximo
al del tejido sano, evitando de ese modo la irritacién o el dafio del tejido al que se aplica la composicién que contiene
quitosano.
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En otra realizacién preferida de la invencién, el quitosano o la composicién que contiene quitosano presenta un valor
de pH por debajo de 6,3, preferiblemente por debajo de 6, de manera particularmente preferible de
aproximadamente 5 a 5,5 El pH preferido es superior a 3,0, mas preferiblemente superior a 4,0, mas
preferiblemente superior a 4,5. Esta realizacién es particularmente ventajosa para composiciones liquidas de
quitosano, ya que a un pH de 6,3 el quitosano en general es soluble en un medio acuoso. Esta realizacién de la
invencién se aplica ademas preferiblemente a aplicaciones externas del quitosano o la composicién que contiene
quitosano. Es una ventaja que puede lograrse de esta realizacién de la invencién que el pH esté préoximo al de la
superficie de la piel sana, evitando de ese modo la irritacién o el dafio del tejido al que se une el quitosano o la
composicién de quitosano. Ademas, debido a la transformacién posterior, el pH puede aumentar por encima de 6,3,
mas preferiblemente por encima de 6,5, de modo que una fracciébn del quitosano puede permanecer soluble
mientras que la otra se vuelve insoluble, actuando como depésito o matriz para la fraccién soluble.

Los inventores han descubierto que la presencia de glicerol en el quitosano o la composicién que contiene quitosano
sélido puede acelerar la transformacién de un estado soluble en agua a un estado en el que el producto sélo es
soluble en un disolvente liquido &cido. Por ejemplo, en el caso de una sal de quitosano nativo como sal de
quitosano, la transformacién puede acelerarse desde aproximadamente un mes hasta meramente una semana. Sin
limitar la invencién a una teoria especifica, los inventores creen que la aceleracién puede deberse al efecto del
glicerol de alterar la estructura cristalina de la sal de quitosano. Ventajosamente, la transformaciéon mas rapida
permite que los efectos beneficiosos de la transformacién se filen antes. El contenido de glicerol constituye
preferiblemente al menos el 10 %, mas preferiblemente al menos el 15 %, més preferiblemente al menos el 20 % en
peso del contenido de sal de quitosano de la composicién sélida en peso. El glicerol esta presente preferiblemente a
una concentracién de méas del 10 %, mas preferiblemente mas del 15 %, mas preferiblemente mas del 20 % en
peso. El glicerol esta presente preferiblemente a una concentracién menor del 60 %, mas preferiblemente menor del
45 %, mas preferiblemente menor del 30 % en peso.

El quitosano o la composicién que comprende quitosano segun la invencidn se proporciona preferiblemente como un
kit en combinacién con un disolvente de desprendimiento para facilitar el desprendimiento del quitosano o la
composicién que contiene quitosano sélido o similar a un gel insoluble en agua del tejido del paciente después del
uso, por ejemplo, para reemplazarse o al final de una terapia. En el contexto de la presente invencién, un “disolvente
de desprendimiento” es un liquido que puede aplicarse al quitosano o a la composicién que contiene quitosano
cuando esta en un estado sélido o similar a un gel y que puede facilitar el desprendimiento del producto del tejido,
preferiblemente disolviéndolo y/o hinchandolo al menos parcialmente. El disolvente de desprendimiento preferido
puede reducir la adherencia del producto al tejido del paciente. Por tanto, con el disolvente de desprendimiento
puede evitarse que el tejido se dafie durante la retirada del quitosano o la composicién que contiene quitosano y, en
particular, puede evitarse que cuando se retire el quitosano o la composicién que contiene quitosano, se rasguen
partes del tejido debajo del mismo que se adhieren al quitosano o la composicién farmacéutica. Entre otros casos,
esto puede ser una gran ventaja cuando el quitosano o la composicién que contiene quitosano se aplica a una
herida como un apdésito para heridas o como parte de un apésito para heridas, porque el tejido de la herida puede
ser muy sensible al esfuerzo mecéanico. Con la invencién, por tanto, puede evitarse la irritacién o el dafio del tejido
en regeneracién. Al proporcionarse el quitosano o la composicién que contiene quitosano junto con el disolvente de
desprendimiento en un kit, puede mejorarse considerablemente el cumplimiento en el sentido de que es menos
probable que el paciente intente separar el quitosano o la composicién que contiene quitosano del tejido sin la
aplicacion previa del disolvente de desprendimiento. El kit segln la invencién puede impedir también que el usuario
aplique otro disolvente inadecuado o posiblemente incluso dafiino.

Preferiblemente, el disolvente de desprendimiento es un disolvente acuoso, por ejemplo, agua destilada, una
disoluciéon acuosa de compuestos idnicos, tal como una disolucién acuosa de cloruro de sodio, una disolucién
tamponada, tal como una disolucién tamponada con &cido acético/acetato, o una disolucién acuosa de compuestos
no idnicos, tal como una disolucién acuosa de glucosa. Ventajosamente, el agua como disolvente es menos irritante
para la piel que muchos disolventes orgénicos. Aunque en principio, el disolvente de desprendimiento acuoso segun
la invencién puede comprender ademas de agua uno o mas codisolventes distintos de agua, por ejemplo, un
codisolvente organico tal como isopropanol u otro alcohol, el disolvente de desprendimiento preferido esta libre de
disolventes orgéanicos, incluyendo alcoholes, ésteres, alcanos, disolventes halogenados, aminas y amidas. Sin
embargo, puede contener frecuentemente un &cido orgéanico; los acidos organicos no se consideran disolventes
organicos en el contexto de la presente invencién.

El disolvente de desprendimiento es preferiblemente acido. Esta realizaciéon de la invencion aprovecha el hecho de
que la solubilidad del quitosano puede depender del pH. Por tanto, ventajosamente, el pH del disolvente de
desprendimiento puede seleccionarse de un intervalo en el que se disuelven todas las fracciones de quitosano. El
pH preferido del disolvente de desprendimiento est por debajo de 6,5, més preferiblemente por debajo de 6,3. Més
preferiblemente, el pH del disolvente de desprendimiento estéd por debajo de 6, mas preferiblemente por debajo de
5,5, méas preferiblemente por debajo de 5. El pH del disolvente de desprendimiento es preferiblemente superior a
3,5. De ese modo, puede evitarse ventajosamente la irritacidn del tejido debida a la alta acidez del disolvente de
desprendimiento. Mas preferiblemente, el pH del disolvente de desprendimiento es superior a 4, mas
preferiblemente superior a 4,5. Un disolvente de desprendimiento preferido comprende un tensioactivo, por ejemplo,
un polisorbato tal como Tween. Alternativamente o ademés, puede comprender poli(éxido de alquileno) sustituido o
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no sustituido, tal como polietilenglicol o ésteres de polipropilenglicol. Se ha hallado que la presencia de tales aditivos
puede facilitar considerablemente el desprendimiento del quitosano o la composicién que contiene quitosano sélido,
similar a un gel o liquido solidificado.

La cantidad de disolvente de desprendimiento proporcionada en el kit es al menos 5 veces en peso, mas
preferiblemente al menos 50 veces en peso de la cantidad del quitosano proporcionado en el kit. Al proporcionar una
cantidad suficiente de disolvente de desprendimiento, puede evitarse que el pH del quitosano o la composicién que
contiene quitosano disminuya por debajo de un determinado umbral. Para la aplicacién, el disolvente de
desprendimiento puede pulverizarse o cepillarse o aplicarse por medio de una esponja, una espétula, una pipeta o
gasa. Por consiguiente, un kit preferido contiene una esponja, un cepillo, una espétula, una pipeta o gasa para
aplicar el disolvente de desprendimiento. El disolvente de desprendimiento puede proporcionarse, por ejemplo, en
un frasco sellado o una pipeta desechable, o por medio de una gasa, una esponja o un gel empapado con el
disolvente de desprendimiento. También puede proporcionarse en un dispositivo de pulverizacién. El aparato de
pulverizacién preferido comprende un recipiente para almacenar el disolvente de desprendimiento. También puede
comprender gas a presién para expulsar el disolvente de desprendimiento.

Un kit preferido segln la invencién comprende tanto un quitosano o una composicién que comprende quitosano
sélido o similar a un gel como una composicién liquida que comprende quitosano. En un método preferido segin la
invencién, en primer lugar, se aplica el liquido y posteriormente el quitosano sélido o en forma de gel de la
composicién que contiene quitosano. Preferiblemente, en este método, el producto sélido o similar a un gel se aplica
antes de que el producto se haya solidificado. Los inventores han hallado que el producto liquido puede facilitar la
unién del producto sélido o similar a un gel al tejido diana. Esto es particularmente cierto para quitosanos o
composiciones que comprenden quitosano sélidos o similares a gel solubles en agua y en comparacién con un
método alternativo en el que el quitosano o la composicién que contiene quitosano sélido o similar a gel soluble en
agua se humedece con agua antes de la unién. Esto es porque se ha hallado que este Gltimo método conduce
frecuentemente a una deformacién no deseada del quitosano o la composicién que contiene quitosano sélido o en
forma de gel, deformacién que puede evitarse mediante la aplicacion de la composicién liquida que contiene
quitosano para la unién del quitosano o la composicibn que contiene quitosano sélido o en forma de gel
Preferiblemente, en el kit, la composicién liquida es una de las composiciones liquidas que contienen quitosano
preferidas descritas en el presente documento. De manera similar, el quitosano o la composicién que comprende
quitosano sélido o en forma de gel es uno de los quitosanos o las composiciones que contienen quitosanos sélidos o
en forma de gel preferidos descritos en el presente documento. Preferiblemente, las composiciones liquidas y/o el
quitosano o la composicién que contiene quitosano sélido o similar a gel y el disolvente de desprendimiento se
proporcionan en recipientes independientes.

El quitosano o la composiciéon farmacéutica que comprende quitosano segun la invencién puede aplicarse como un
apdsito para tejidos, preferiblemente un apésito para heridas, o puede formar parte de un apdésito para tejidos o un
apdsito para heridas. De manera similar, el material de apésito para tejidos segun la invencién forma parte
preferiblemente de un apésito para tejidos que comprende otros componentes. En una realizaciéon preferida de la
invencién, el quitosano o la composicidén que contiene quitosano forma parte de un apdésito para tejidos que
comprende una primera capa, capa que estéd formada por el quitosano o la composicién, y al menos otra capa
formada por otro material, actuando esta otra capa como soporte. En particular, el soporte puede ayudar
ventajosamente a impedir el desprendimiento prematuro del apésito para tejidos del tejido. El soporte esta ubicado
preferiblemente en el lado del apésito para tejidos opuesto al lado que estd en contacto con el tejido.
Preferiblemente, el soporte es adyacente al quitosano o a la composicién que contiene quitosano. El soporte segun
la invencién es particularmente ventajoso si el tipo respectivo de quitosano, preferiblemente quitosano nativo
desacetilado, se proporciona en el material de apésito para tejidos en forma de la base de quitosano, ya que la base
de quitosano en general se adhiere menos bien al tejido que un material de apésito para tejidos que contiene sal de
quitosano. El soporte puede ser, por ejemplo, un material textil tejido, una espuma o una pelicula perforada. El
soporte puede ser, por ejemplo, de materiales naturales tales como algodén o un polimero natural o sintético. Los
polimeros adecuados incluyen polimeros biodegradables, tales como poliésteres, poliortoésteres, policarbonatos,
polianhidridos, poliuretanos, polifosfacenos, polifosfoésteres, polisacaridos, polipéptidos, asi como derivados,
copolimeros y mezclas basados en estos polimeros. Los polimeros adecuados también incluyen polimeros
biosolubles, tales como poli(alcohol vinilico), poli(acetato de vinilo), poli-N-vinilpirrolidona, polietilenglicol,
polipropilenglicol, polisacaridos, polipéptidos, asi como derivados, copolimeros y mezclas basados en estos
polimeros. Ademas, el soporte puede consistir en un polimero no biodegradable/no biosoluble, tal como siliconas,
poliuretanos, poli(tereftalato de etileno), politetrafluoroetileno, polisulfonas, polietersulfonas, polieteretercetonas,
policarbonatos, polimetacrilatos, polisacaridos, polipéptidos, asi como derivados, copolimeros y mezclas basados en
estos polimeros.

Un apésito para tejidos preferido segun la invencidén comprende una primera capa, capa que estd formada por el
quitosano o la composicién que contiene quitosano, y otra capa formada por otro material, actuando esta otra capa
como barrera contra la humedad al menos parcial. Dicho de otro modo, la otra capa puede impedir o al menos
retrasar la evaporacion de agua durante el tratamiento del tejido con el apésito para tejidos segln la invencién. Esto
puede ser una ventaja particular cuando el apésito para tejidos se aplica a heridas secas. La otra capa esta ubicada
preferiblemente en el lado de la capa del apésito para tejidos opuesto al lado que estd en contacto con el tejido.
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Preferiblemente, la otra capa es adyacente al quitosano o a la composicién que contiene quitosano. La invencidon
también abarca apésitos para tejidos que tienen tanto una capa de soporte como otra capa que actlia como barrera
contra la humedad al menos parcial. Por supuesto, ambas funciones, la de soporte y la de barrera contra la
humedad al menos parcial, también pueden satisfacerse por una Unica otra capa. La otra capa puede ser, por
ejemplo, de silicona u otro polimero o composicién de polimero de los grupos de polimeros enumerados con
anterioridad. Normalmente, la otra capa tiene un grosor de entre 10 y 1000 um, preferiblemente entre 50 y 500 pum.
En algunas realizaciones de la invencién, la otra capa estd perforada. Los orificios de la perforacién tienen
normalmente un diametro comprendido entre 10 y 1500 um, preferiblemente entre 50 y 1000 um. En una realizacién
alternativa de la invencidn, en lugar de la barrera contra la humedad se proporciona una capa que puede absorber
fluido, por ejemplo, exudado de herida. Un material adecuado puede ser, por ejemplo, hidrogeles o hidrocoloides
basados en polisacaridos, incluyendo derivados de celulosa o espumas de poliuretano. Esto puede ser una ventaja
particular cuando el apésito para tejidos se aplica a heridas himedas.

En una realizacién preferida de la invencién, el quitosano o la composicién que contiene quitosano, preferiblemente
el ap6sito para tejidos, se proporciona en un recipiente que puede impedir la transformacién del quitosano o la
composicién que contiene quitosano de su estado liquido o soluble en agua a su estado insoluble en agua siempre
que esté en el recipiente y la vida Util adn no haya expirado. Preferiblemente, el recipiente es a prueba de vapor,
méas preferiblemente es esencialmente hermético. Ademas, en algunas realizaciones de la invencién, el quitosano o
la composicién que contiene quitosano en su lado que esta destinado a aplicarse en contacto con el tejido del
paciente esta cubierto con una ldmina de cubierta desprendible. La ldmina de cubierta es a prueba de vapor, méas
preferiblemente impermeable al aire.

Esto puede contribuir a impedir la transformacién prematura del quitosano o la composicién que contiene quitosano
de su estado liquido soluble en agua a su estado insoluble en agua antes de que se aplique al tejido del paciente.

El quitosano o la composiciéon que contiene quitosano preferido tiene una capacidad de captacién de agua de menos
del 1500 % en peso, mas preferiblemente menos del 100 %, mas preferiblemente menos del 80 %. De ese modo,
puede lograrse ventajosamente que pueda mantenerse un grado de humedad que sea favorable para la
cicatrizacién de heridas bajo el apésito para tejidos cuando se aplica a un sitio de herida. Preferiblemente, el
quitosano o la composicién que contiene quitosano en una forma sélida o similar a un gel tiene una capacidad de
captacién de agua de mas del 25 %, mas preferiblemente mas del 50 %. Ventajosamente, esta realizacién de la
invenciéon es adecuada para absorber fluidos y compuestos téxicos exudativos. En una realizacidén particularmente
preferida de la invencién, la capacidad de captacién de agua del quitosano o la composicién que contiene quitosano
esta entre el 65y el 75 %.

Breve descripcién de los dibujos
La invencién se ilustra con mayor detalle con ayuda de las siguientes figuras:
La figura 1 muestra un espectro de 'H-RMN del quitosano nativo tal como se adquirio;

la figura 2 muestra un espectro de 'H-RMN del quitosano nativo esencialmente desacetilado después de etapas de
hidrélisis adicionales;

la figura 3 ilustra el efecto de una disolucidén de quitosano segun la invencién sobre Escherichia coli cultivada sobre
una placa de agar después de 12 horas de incubacién;

la figura 4 ilustra el efecto de una disolucién de quitosano seguin la invencién sobre Staphylococcus carnosus
cultivado sobre una placa de agar después de 12 horas de incubacién;

la figura 5 muestra tubos de centrifuga con muestras de un medio de caldo de tripticasa y soja que contiene una
preparacién de quitosano seguln la invencion (A) y libre de quitosano (B);

la figura 6 muestra las muestras de la figura 3 después de 16 horas de incubaciéon después de la inoculacidén
con Escherichia coli,

la figura 7 ilustra el efecto de una fibra de quitosano segln la invencién sobre Staphylococcus carnosus cultivado
sobre una placa de agar después de incubacién durante la noche; y

la figura 8 ilustra la disolucién controlada de un quitosano segun la invencién mediante la aplicacién de gasa
empapada con disolucién tamponada con acetato;

la figura 9 muestra un apésito para tejidos que comprende un quitosano segun la invencién antes (9a), durante (9b)
y después (9c) de la aplicacién del disolvente de desprendimiento;
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la figura 10 ilustra esqueméticamente una herida a la que se ha aplicado una composicién liquida que contiene
quitosano segun la invencién;

la figura 11 ilustra esquematicamente una herida a la que se ha aplicado un material de quitosano sélido segun la
invencion;

la figura 12 ilustra esquematicamente una herida a la que se ha aplicado un apésito para heridas no perforado segun
la invencion;

la figura 13 ilustra esquematicamente una herida a la que se ha aplicado un apésito perforado segln la invencién;

la figura 14 ilustra la viabilidad celular de los queratinocitos sobre materiales de quitosano de diversos grados de
acetilacién, con relacién a controles de poliestireno de cultivo tisular (PS = 100 %); y

la figura 15 muestra imagenes microscépicas de queratinocitos humanos que se hacen crecer sobre materiales de
quitosano de diversos grados de acetilacion (A: 1,5 %; B: 14,5 %).

Descripcion detallada de realizaciones de la invencién
1. Espectroscopia de 1H-RMN

Se obtuvo el quitosano usado en los ejemplos siguientes en forma de escamas finas de Cognis (Alemania). Se
determind el grado de acetilacién (DA) mediante espectroscopia de 1H-RMN. La figura 1 muestra un espectro de
1H-RMN obtenido a partir de este quitosano disponible comercialmente. La figura 2 muestra un espectro de 1H-RMN
correspondiente obtenido a partir de quitosano desacetilado después de etapas de hidrélisis adicionales aplicadas al
producto comercial tal como se describe adicionalmente a continuacién. En ambos casos, se analizé el quitosano en
una mezcla de DCI al 0,25 % en DO a una concentracién de quitosano de aproximadamente el 0,5 % (p/v). Se
registraron los espectros usando un espectrémetro Bruker AC200. Los desplazamientos quimicos de RMN (3, en
ppm) se referenciaron a la sefial de HDO (& = 4,8 ppm). El DA, calculado comparando el area integrada bajo los
picos asociados con H2-H6 de la subunidad de D-glucosamina con la del grupo metilo, se determiné como el 14,5 %
para el quitosano nativo tal como se adquirid, y el 1,5 % para el quitosano nativo desacetilado.

2. Sintesis de quitosano de bajo DA

Para la hidrélisis adicional, se colocaron 50 g (gramos) de las escamas de quitosano tal como se obtuvieron del
proveedor Cognis en un recipiente de vidrio, y se afiadieron 500 g de una disolucidén acuosa al 45 % de hidréxido de
sodio. Se agité bien el recipiente de vidrio para mezclar los componentes y se coloc6 en un horno durante 2 horas a
100 °C. Entonces, se retiré del horno y se afladieron 500 ml (mililitros) de agua destilada. Se filtré la mezcla a través
de una frita de vidrio. Luego, se lavd el quitosano con agua destilada hasta que el pH del filtrado alcanzé 6,5, y se
secd a 100 °C durante 4 h (horas). Este tratamiento de hidrélisis se repitié6 después, dando como resultado 42 g de
quitosano nativo desacetilado que tenia ungrado de acetilacidon del 1,5% segln se determiné mediante
espectroscopia de 1H-RMN.

3. Preparacién de disoluciones de quitosano (disoluciones A1, A2 y A3)

Se disolvieron 15 g del quitosano nativo obtenido de ese modo que tenia un DA del 1,5 % en 500 ml de un &cido
acético acuoso al 2 % agitando suavemente durante 24 h. A continuacién, el material se denomina disolucién de
quitosano A1.

Se obtuvo una segunda disoluciéon de quitosano con una concentracién de quitosano del 1,5 % mediante la adicién
de 500 ml de agua destilada a 500 ml de disolucién A1. A continuacién, el material se denomina disolucién de
quitosano A2.

Se obtuvo una tercera disoluciéon de quitosano con una concentracién de quitosano del 0,75 % mediante la adicién
de 1500 ml de agua destilada a 500 ml de disolucién A1. A continuacién, el material se denomina disolucién de
quitosano A3.

4. Preparacién de un primer ejemplo de quitosano de tipo pelicula sélida (quitosano B)

Se vertieron dos porciones de 144 ml cada una de disolucién A2 en dos moldes de forma cuadrada, de
24x24 cm? (centimetros cuadrados) de tamafio, y se dejaron en un entorno libre de polvo para secado a temperatura
ambiente. Se retirdé la pelicula resultante del primer molde y se esterilizé6 usando un haz de electrones de 10 kGy
(kilogray). Se obtuvo una pelicula transparente de aproximadamente 80 um de grosor que consistia esencialmente
en su totalidad en sal de acetato de quitosano nativo desacetilado. A continuacién, el material se denomina
quitosano B.
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5. Preparacién de un segundo ejemplo de quitosano de tipo pelicula sélida (quitosano C)

Se colocéd la pelicula secada del segundo molde durante 2 horas en un bafio que contenia una disolucién de
amoniaco al 1,5% en metanol/fagua 90/10 (v/v). Entonces se retir6 la pelicula del bafio y se secé mediante
almacenamiento a temperatura ambiente. Se esterilizé la pelicula usando un haz de electrones de 10 kGy. Se
obtuvo una pelicula transparente de aproximadamente 80 um de grosor que consistia esencialmente en su totalidad
en base de quitosano nativo desacetilado. A continuacién, el material se denomina quitosano C.

6. Preparacién de un tercer ejemplo de quitosano de tipo pelicula sélida (quitosano D1)

Se filtraron en primer lugar 144 ml de la disolucién A2 a través de un filtro de fibra de vidrio (tamafio de poro de
aproximadamente 1 um) vy, luego, a través de un filtro de 0,22 um para su esterilizacién, se vertieron en un molde de
forma cuadrada, de 24x24 cm? de tamarfio, y se dejaron en un entorno libre de polvo para secado a temperatura
ambiente. Después de 3 dias de almacenamiento, se retir6 la pelicula resultante del molde, se transfirié a una bolsa
de plastico que después se sell6 herméticamente y se esterilizé usando un haz de electrones de 25 kGy (kilogray).
Se obtuvo una pelicula transparente de aproximadamente 80 um de grosor que consistia esencialmente en su
totalidad en sal de acetato de quitosano desacetilado. A continuacién, el material se denomina quitosano D1.

7. Preparacién de un cuarto ejemplo de quitosano de tipo pelicula sélida (quitosano D2)

En un procedimiento ligeramente modificado, se afiadi6é glicerol al 4 % (p/p) a la disolucién filtrada del ejemplo
anterior antes de verterla en el molde de forma cuadrada. El tratamiento posterior tal como se ha descrito
anteriormente para el quitosano D1 dio como resultado una pelicula transparente que consistia esencialmente en su
totalidad en una mezcla de sal de acetato de quitosano desacetilado y glicerol. A continuacién, el material se
denomina quitosano D2.

8. Preparacién de un quinto ejemplo de quitosano de tipo pelicula sélida (quitosano D3)

En un procedimiento modificado adicional, se vertié la disolucién que contenia glicerol de quitosano desacetilado en
un molde de forma cuadrada que se cubrié con una pelicula de dos capas que consistia en poliuretano/polietileno
(Platilon U073 PE, Epurex, Bomlitz/Alemania), con el lado de poliuretano hacia arriba y el lado de polietileno fijado al
fondo del molde. El tratamiento posterior tal como se ha descrito anteriormente para el quitosano D1 dio como
resultado una pelicula transparente que consistia esencialmente en su totalidad en una mezcla de sal de acetato de
quitosano desacetilado y glicerol que se unid a la pelicula de soporte de poliuretano/polietileno. A continuacién, el
material se denomina quitosano D3. Tras su uso, se retira la capa de polietileno. La capa de poliuretano restante es
permeable a los gases.

9. Preparacién de un sexto ejemplo de quitosano de tipo pelicula sélida (quitosano D4)

En un procedimiento ligeramente modificado para la preparacién de la pelicula de quitosano D2, se afiadié glicerol al
1 % (p/p) a la disolucién filtrada antes de verterla en el molde de forma cuadrada. El tratamiento posterior tal como
se ha descrito anteriormente para el quitosano D1 dio como resultado una pelicula transparente que consistia
esencialmente en su totalidad en una mezcla de sal de acetato de quitosano desacetilado y glicerol. A continuacién,
el material se denomina quitosano D4.

10. Preparacién de dos efjemplos de quitosano con mayor DA (quitosanos E1 y F1; no son segun la invencién)

Se produjeron otros dos ejemplos de quitosano mediante el procedimiento que condujo al quitosano D1 con la Unica
modificacién de que en un caso se acorté la etapa de hidrélisis, lo que condujo a un DA del 4 % (quitosano E1), y en
el otro caso se omitié en su totalidad la etapa de hidrélisis, conduciendo a un DA del 16 % (quitosano F1).

11. Inhibicién del crecimiento de Escherichia coli sobre agar

Se recubrié una placa de agar con 200 ul de una suspension (aprox. 108 células por ml) de la bacteria gram-
positiva Escherichia coli. Se realiz6 una cavidad circular en la placa y se pipetearon 100 ul de disolucién A1 en la
cavidad. Luego se incubd la placa a 37 °C durante 12 horas. Se muestra el resultado del experimento en la figura 3.
Puede observarse una zona de inhibicién circular clara alrededor del orificio que contiene la disolucién de quitosano,
lo que indica la actividad como antibiético de la disoluciéon de quitosano contra Escherichia coli.

12. Inhibicién del crecimiento de Staphylococcus carnosus sobre agar
Se repitié el experimento anterior con la bacteria gram-negativa Staphylococcus carnosus. Se recubrié una placa de

agar con 200 pul de una suspension (aprox. 108 células por ml) de la bacteria y se pipete6 la disolucion A en una
cavidad en la placa. Luego se incub6 la placa a 37 °C durante 12 horas. Se muestra el resultado del experimento en

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 980 898 T3

la figura 4. Puede observarse una zona de inhibicién circular clara alrededor del orificio que contiene la disolucién de
quitosano, lo que indica la actividad como antibiético de la disoluciéon de quitosano contra Staphylococcus carnosus.

13. Inhibicién del crecimiento de Escherichia coli en medio liquido

Para ensayar la actividad como antibiético de la preparacién de quitosano seguln la invencién, se inocularon 5 ml de
disolucion A1 con 100 pul de E. coli activada durante la noche (densidad celular 6ptica DOsgo = 5) a temperatura
ambiente en un medio liquido de caldo de tripticasa y soja. Se llend con la muestra un tubo de centrifuga y se
muestra en la figura 5 a la izquierda (muestra A). Para comparacién, se inocularon 5 ml de medio TSB libre de
quitosano con 100 pl de E. coli activada durante la noche (densidad celular éptica DOsg = 5). Un tubo de centrifuga
lleno de la muestra libre de quitosano se muestra a la derecha en la figura 5 (muestra B). La inoculacién estuvo
seguida por 16 horas de incubacién a temperatura ambiente con agitacién.

Se muestra el resultado del experimento en la figura 6. En el medio sin quitosano (muestra B) se observé un
aumento considerable de la turbidez de la disolucién, lo que indica el crecimiento de bacterias. Por el contrario, la
disolucién que contiene quitosano (muestra A) no muestra un aumento discernible de la turbidez. El experimento
indica asi actividad como antibiético de la disolucién de quitosano contra Escherichia coli en el medio liquido de
caldo de tripticasa y soja.

14. Inhibicién del crecimiento de Escherichia coli en medio liquido

En otro experimento para ensayar la actividad como antibiético de la preparacién de quitosano segun la invencién,
se inoculé la disolucién A1 con E. coli K 12 (DO 0,2) en un medio de caldo lisogénico durante 15 horas a 37 °C con
agitacién. Se afiadié la disolucién A1 en diferentes volimenes para producir concentraciones finales de quitosano tal
como se especifica en la tabla 1.

Se resumen los resultados de este experimento en la tabla 1

Tabla 1
Concentracién de quitosano Control (sin quitosano)
0,75 % 03% [0,1% | 0,03% 0,01 %
Observacién - - - + ++ +++
- sin crecimiento; +, ++, +++ crecimiento en orden creciente

La adicién de quitosano al 0,1 % a E. coli en fase de crecimiento exponencial partiendo de una DO de 0,2 durante
15 h a 37 °C y agitando (en medios de crecimiento dptimos para E. coli) condujo a una depuracién de la disolucion,
la disolucidén permanecié estéril durante un periodo de observacion adicional de 5 dias (TA sin agitacién).

15. Eficacia de la conservacién antimicrobiana

Se ensayd la eficacia de la conservacién antimicrobiana segun la norma tal como se describe en la Farm. Eur. 72
edicidn, capitulo 5.1.3, con la disolucién A3. Se llenaron dos recipientes, cada uno con 20 ml de disolucién A3 y se
inocularon con una suspensién de o bien Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 o bien Staphylococcus aureus
ATCC 6538 para dar un in6culo de 10° a 10° microorganismos por ml. Se mezclé la suspension a fondo para
garantizar una distribucién homogénea. Se mantuvo el producto inoculado a de 20 °C a 25 °C con proteccidn frente
a la luz. Se retiré una muestra de 1 ml de cada recipiente a la hora cero y a los intervalos especificados en la tabla 2,
y se determiné el nUmero de microorganismos viables mediante recuento de placas.

Tabla 2
UFC por ml de muestra
Bacterias Oh 2d 7d 14 d 28d
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 8,6x10° <10 <10 <10 <10
Staphylococus aureus ATCC 6538 92x10% <10 <10 <10 <10

16. Actividad como antibidtico de fibras de quitosano
Para demostrar la actividad como antibidtico de fibras de quitosano, se produjo una fibra de quitosano mediante

extrusién de 50 ml de una disolucién de quitosano al 4 % en acido acético al 2 %, mezclada con una cantidad igual
de N-metilpirrolidona (NMP) a través de una aguja de 50 mm de longitud y un diametro interior de 1,0 mm. Se
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sumergié la aguja en un bafio de coagulacién que contenia una mezcla de 2 | (litros) de NMP y 3 ml de disolucién
acuosa de amoniaco al 25 %. Después de completarse la extrusion, se dejé la fibra en el bafio de coagulacién
durante la noche. Luego se lavé dos veces en agua destilada que contenia el 0,1 % en peso de una disolucién
acuosa de amoniaco al 25 % durante 2 horas, y después se secé a temperatura ambiente.

Se cultivé Staphylococcus carnosus durante la noche a temperatura ambiente en un medio de crecimiento de caldo
de tripticasa y soja. Posteriormente, se usaron 500 pl de la suspensién de bacterias obtenida de ese modo para
recubrir una placa de agar Mueller-Hinton a pH 5,5. Se colocé una seccién de fibra de quitosano de 4 centimetros de
longitud y 0,2 milimetros de didmetro sobre la placa y se incubé durante la noche a 37 °C.

Se muestra el resultado del experimento en la figura 7. Se observé una zona clara de inhibicién alrededor de la fibra
de quitosano, lo que indica actividad como antibiético de la fibra contra Staphylococcus carnosus.

17. Tratamiento de una infeccién por SARM

A un paciente de sexo masculino de 39 afios de edad que padece anomalia arteriovenosa cerebro-orbito-facial
asociada con hemorragia intensa recurrente de heridas faciales se le diagnosticd infeccién de heridas por SARM. Se
tratd pulverizando disoluciéon de quitosano A3 diariamente durante 3 semanas sobre las heridas faciales. Después
del tratamiento, ya no pudieron detectarse microorganismos viables de SARM y no pudo encontrarse ninguna otra
infeccién microbiana en el sitio del tratamiento con quitosano.

18. Captacién de agua del quitosano C

Se pesd quitosano C, producido tal como se describié en el ejemplo anterior, y luego se coloc6 en agua destilada
durante 15 min. se comparé el peso de la pelicula himeda con el peso de la pelicula seca, y se determiné que la
captacién de agua era del 72 % en peso.

19. Captacién de agua del quitosano D4

Se pesé quitosano D4, producido tal como se describié en el ejemplo anterior, y luego se coloc6 en agua destilada
durante 60 min. Se comparé el peso de la pelicula hiumeda con el peso de la pelicula seca, y se determiné que la
captacién de agua era del 1217 % en peso 7 dias después de la preparacidén de la pelicula, y del 475 % en peso 14
dias después de la preparacién de la pelicula.

20. Disolucién de quitosano

Se ensayé la disolucidén controlada de los quitosanos B y C en experimentos de disolucién usando agua destilada,
disolucion acuosa de cloruro de sodio al 0,9 % y disolucién tamponada con &cido acético/acetato al 0,5 %,
respectivamente. Se ajusté el pH de las disoluciones a los valores indicados en la tabla 2 usando cantidades
apropiadas de disoluciones de hidréxido de sodio o &cido clorhidrico 1 N. Se cortaron los quitosanos B y C en
muestras rectangulares que tenian pesos secos de entre 5y 10 mg cada una. Se aplicé una gasa empapada con un
exceso de 100 veces por volumen de la disolucion respectiva hasta el peso seco de la pelicula, a cada pelicula de
muestra y se registr el tiempo para la disolucién completa de la pelicula.

Tabla 3

pH de la| Material B | Material B | Material C|Material C (tampdn
mezcla de|(agua (cloruro de sodio|(cloruro de sodio|acido acético/acetato
disolucién destilada) acuoso al 0,9 %) |acuoso al 0,9 %) |al 0,5 %)

40 n.a. n.a. n.d. 0,5h

45 n.a. n.a. n.d. 0,5h

5,0 n.a. n.a. n.d. 2h

55 0,1h 0,5h n.d. 4h
n.a. = no analizado
n.d. = no se observo disolucién después de 24 h

El experimento de disolucién controlada con el material de quitosano C y una mezcla de éacido acético al
0,5 %/acetato de sodio (columna a la derecha en la tabla 3), se ilustra en la figura 8. El material se ha tefiido
mediante almacenamiento en disolucién acuosa de indigocarmina al 0,01 % durante 1 hora para una mejor
visualizacién. Se observé una disolucién completa después de 30 minutos a pH 4,0 y 4,5, después de 2 horas a pH
5,0, y después de 4 horas a pH 5,5, respectivamente.
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21. Conversién in situ de quitosano soluble en agua en quitosano insoluble en agua

Se dejaron sin sellar muestras de la disolucién A2 y los quitosanos D1, D2, D3 y D4 al aire a temperatura ambiente y
una humedad del 20-40 %. En estas condiciones, se secé la disolucién A2 hasta obtener una pelicula sélida en el
plazo de varias horas. Se analizé la disolucion completa en agua destilada los dias 3, 7 y 14. Se resumen los
resultados en la tabla 4.

Tabla 4
Quitosano Dia 3 Dia7 Dia 14
A2 soluble insoluble insoluble
D1 soluble soluble insoluble
D2 soluble insoluble insoluble
D3 soluble insoluble insoluble
D4 soluble insoluble insoluble

De manera similar, se observd la conversién de la forma soluble en agua en la insoluble en agua de la disolucién
secada A2 y los quitosanos D1, D2, D3 y D4 después de la aplicaciéon del apésito para heridas sobre piel humana.
En el caso de D3, se aplicé el quitosano a la piel con su lado de quitosano. También se observé la conversion de la
disolucién secada A2 soluble en agua en la forma insoluble en agua y los quitosanos D1, D2, D3 y D4 después de
tratamiento alcalino o almacenamiento en una atmésfera alcalina.

22. Disolucién de quitosano con disolvente de desprendimiento

Se disolvieron los quitosanos D1, E1 y F1 mediante almacenamiento en una disolucién tamponada con 2% acido
acético/acetato. Se ajustoé el pH de las disoluciones de almacenamiento a los valores indicados en la tabla 5 usando
cantidades apropiadas de disoluciones de hidréxido de sodio al 10 %. Se dejaron al aire las peliculas D1, E1 y F1
que se componian de quitosanos con diferentes grados de acetilacién (DA) durante 14 dias para su conversién en la
forma insoluble en agua, se cortaron en muestras rectangulares de 1x1 cm?de tamafio y se almacenaron en
aproximadamente 10 ml de la disolucién respectiva, y se registré el tiempo para la disoluciéon completa de la pelicula.

Tabla 5
pH | DA=16% | DA=4% | DA=15%
Tiempo para la disolucion completa (min)
4,0 5 10 1
4,5 15 15 2
5,0 30 15 15
55 60 60 30
6,0 60 durante la noche | durante la noche

En otro experimento de disolucion, se fijo una pelicula C (3x1 cm?) en el interior de una tirita perforada comercial
(5x2 cm) que se fij6 después en una placa de Petri. Se afiadié gota a gota una disolucién tamponada con acido
acético/acetato (pH 5,5) a través de las perforaciones de la tirita, provocando que se disolviera la pelicula de material
de apdsito para heridas. El lado del apésito para tejidos que comprende la pelicula se muestra en la figura 9a antes
y en la figura 9¢c después de la aplicacién de la disolucién. La aplicacién de la disolucidén al lado de la tirita del
apdsito para heridas se muestra en la figura 9b.

23. Anélisis de fracciones no soluble y soluble de quitosano de bajo DA

Se colocaron muestras de 0,1 g de quitosano con un DA del 1,5 %, preparadas tal como se describié en el ejemplo
2, cada una en 10 ml de disolucién tamponada con fosfato y se mantuvieron a temperatura ambiente con agitacién
suave a pH 7,4. En los puntos de tiempo facilitados en la tabla X, se filtr6 la mezcla, y se lavé meticulosamente el
quitosano insoluble que quedaba en el filtro x y finalmente se secd. Se determiné la cantidad de quitosano insoluble
gravimétricamente en una balanza de laboratorio. Se resumen los resultados en la tabla 6:
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Tabla 6
Tiempo de almacenamiento en PBS
1 hora 8 horas 1 dia 3 dias 10 dias
fraccién de quitosano insoluble (%) 95,5 93,5 84 85 84,5
fraccién de quitosano soluble (%) 45 6,5 16 15 15,5

24. Viabilidad celular con quitosano de bajo DA

Se colocaron peliculas de quitosano que tenian DA del 1,5, el 4,0y el 14,5 %, respectivamente, en placas de cultivo
celular de 24 pocillos, y se sembraron queratinocitos HaCaT humanos a una densidad de 5x10% células por cm?y se
cultivaron durante 2 dias. Se determiné la viabilidad celular usando el ensayo de MTS (Promega). Después de 4 h
de incubaciéon con MTS con las células, se midié la absorbancia de luz a 490 nm mediante un lector de placas ELISA
y se resté de la de los controles (sin células) para producir la absorbancia corregida. Se estudiaron cinco muestras
de cada DA. La figura 14 muestra las absorbancias de luz relativas o a 490 nm (PS = 100 %) para las tres muestras
y un control que usa poliestireno (PS).

25. Crecimiento celular en quitosanos de diferentes DA

Se hicieron crecer queratinocitos humanos (5x10* células por pocillo) en una placa de 24 pocillos durante 2 dias a
37 °C sobre peliculas de quitosano que tenian DA del 1,5 y el 14,5 %, respectivamente. Para los ensayos, se
aislaron células de piel humana y se hicieron crecer hasta que se alcanzé la subconfluencia. Después de 24 h, se
cambié el medio (medio de queratinocitos con mezcla de suplementos, Promocell) para retirar las células no
adherentes. La figura 15 proporciona ejemplos representativos de células hechas crecer sobre peliculas de
quitosano después de 1 dia de incubacién.

En la figura 10, se muestra esquematicamente un tejido 1 que comprende una herida 2. Para una mejor ilustracién,
las figuras 5 a 8 no estan trazadas a escala. La composicion liquida que contiene quitosano segun la invencién se ha
aplicado al tejido 2 y se ha permitido que el agua constituyente se evapore, dejando una pelicula 3 que venda el
tejido 2 que incluye la herida 3. En general, la pelicula 3 tiene un grosor de aproximadamente 10 a 20 um.
Ventajosamente, la pelicula 3 se ajusta firmemente a la superficie 4 del tejido, incluyendo la superficie 5 de la herida.

La figura 11 muestra esquematicamente un quitosano en forma de una pelicula 6 sélida que se aplica a un tejido 1,
que comprende una herida 2. La pelicula sélida tiene aproximadamente 80 um de grosor. Las cavidades 7, 8 entre el
tejido 1y el quitosano 6 pueden llenarse con agua o fluido exudativo.

En la figura 12, un apésito 9 para tejidos que comprende una pelicula 6 de quitosano de la figura 11 como primera
capa y una pelicula 10 de silicona como segunda capa se aplica a un tejido 1, que comprende una herida 2. La
pelicula 10 de silicona tiene un grosor de aproximadamente 50 um. De nuevo, las cavidades 7, 8 entre el tejido 1y el
material 6 de apdsito para tejidos pueden llenarse con agua o fluido exudativo. Finalmente, la figura 13 muestra un
apdsito 11 para tejidos aplicado a un tejido 1 que comprende una herida 2, difiiendo el apésito 11 para tejidos del 9
de la figura 12 en que la pelicula 10 de silicona esté perforada para permitir un intercambio de aire entre el tejido 1y
el entorno circundante a través del material 6 de apdsito para heridas. Las perforaciones tienen un didmetro de entre
50 y 100 pm.
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REIVINDICACIONES

Quitosano con un grado de acetilaciéon de menos del 2,5 % para uso en un tratamiento de estimulacién del
crecimiento de células epiteliales de un tejido humano, en el que el tejido comprende cortes, abrasiones,
quemaduras, irritacion por el afeitado, heridas provocadas por virus, picaduras de insectos, tejidos
afectados por acné, tejido en el &rea genital, tejido mucoso y tejido en cavidades u orificios corporales.

Quitosano para uso segun la reivindicacion 1, en el que el quitosano esta en disolucién acuosa.

Quitosano para uso segun la reivindicacion 2, en el que el quitosano esta en disolucién acuosa en una
concentracién de menos del 15 %, mas preferiblemente menos del 10 %, méas preferiblemente menos del
7,5 % y més preferiblemente menos del 5 %.

Quitosano para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la composicién que contiene
quitosano comprende un é&cido orgénico seleccionado del grupo de é&cidos organicos monobasicos o
multibasicos que tienen de 2 a 12 4tomos de carbono y un primer valor de pKa entre 1 y 5.

Quitosano para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la composicién que contiene
quitosano esta libre de disolventes orgénicos.

Quitosano para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la composicién que contiene
quitosano permite la formacién de una pelicula después de la administracién al tejido y en el que la pelicula
tiene un grosor de entre 0,1 y 50 um.

Quitosano para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el quitosano es quitosano
nativo.

Quitosano para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el quitosano tiene un grado de
acetilacion de menos del 2 %.

Quitosano para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el quitosano puede prepararse
mediante un método que implica al menos dos etapas de desacetilacion.

Quitosano para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1y 4 a 9, en el que la composicién que
contiene quitosano se proporciona como una composicién sélida o similar a un gel.

Quitosano para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la composicién que contiene
quitosano se proporciona como una composiciéon de pulverizacién.

Quitosano para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el tratamiento estéa confinado
localmente.

Quitosano para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el tratamiento es no
sistémico.

Quitosano para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el tratamiento es para la
prevencién duradera y/o el tratamiento de corta duracién.

Quitosano para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el quitosano o la
composicibn que contiene quitosano se proporciona en un recipiente que impide la transformacién del
quitosano o la composicién que contiene quitosano de su estado soluble en agua a su estado insoluble en
agua siempre que esté en el recipiente y no haya expirado la vida util.
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Fig. 7
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Fig. 9b

Fig. 9a
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

La lista de referencias citadas por el solicitante es, Unicamente, para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Si bien se ha tenido gran cuidado al recopilar las referencias, no pueden excluirse
errores u omisiones y la OEP declina toda responsabilidad a este respecto.

Documentos de patente citados en la descripcién
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