20°3/279646 A1 I 000 AR OO0 0 00

S
=

(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE
BREVETS (PCT)

(19) Organisation Mondiale dela
Propriété Intellectuelle
Bureau international

___'//' (10) Numéro de publication internationale
(43) Date dela publication internationale -—/ WO 2013/079646 AI
6juin 2013 (06.06.2013) WIPO IPCT
(51) Classification internationale des brevets : (74) Mandataire : REGIMBEAU; 20, rue de Chazelles, F-
ABIL 24/08 (2006.01) AB1L 31/04 (2006.01) 75847 Paris Cedex 17 (FR).
ABIL 27/20 (2006.01) (81) Etats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre
(21) Numéro dela demande internationale : de protection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM,
PCT/EP20 12/074059 AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW, BY,
o . _ BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM,
22 DatedEdepo“”tema“O”%JO' e 2012 (30, 112012 DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
novembre 2012 (30.11.2012) HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
(25) Langue de dépot : francais KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
o _ ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
(26) Langue de publication : francais NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU,
(30) Donnéesrelatives alapriorité : RW, SC, D, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ,
1160988 30 novembre 201 1(30.11.201 1) FR ;I\’\: ZTV’:‘/ TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,
(71) Déposants : CYTOSIAL BIOMEDIC [FRIFR]; 69, rue T o , ,
Georges Besse EMA Parc Georges BESSE, F-30035 (84) Etats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre
Nimes (FR) UNIVERSITE JEAN MONNET [FR/FR], de protectlon reglonale dlSpOl’]Ib'e) . ARIPO (BW, GH,
10 rue Tréfilerie, F-42023 Saint Etienne (FR). INSTITUT GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, SZ, TZ,
NATIONAL DES SCIENCES APPLIQUEES DE UG, ZM, ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, Kz, RU, TJ,
LYON [FRIFR]; 20 avenue Albert Einstein, F-69100 Vil- TM), européen (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
leurbanne (FR). UNIVERSITE CLAUDE BERNARD |I\E/|Ec E&K FIM':TR'N?_B’N%R'PTR#UF'ecI)E’Fg’rsréLsT' ;}L(“S-;A’
LYON 1 [FR/FR]; 43, bvd du 11 Novembre 1918, F- TR OAPI (BE. B CE. CG. O CM. A G*N'*G oW,
69100 Villeurbanne (FR). CENTRE NATIONAL DE LA ML)*MR NI(E oy S 56 ClL CM, GA, G, Q. Gw,
RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) [FR/FR]; 3, » MR, NE, SN, TD, TG).
rue Michel Ange, F-75016 Paris (FR). Déclarations en vertu delarégle 4.17 :
(72) Inventeurs : DUPASQUIER, Florence; 48 route de Saint —  relative & la qualité d'inventeur (régle4.17.iv))

Vincent, F-71600 Paray Le Monia (FR). DAVID,
Laurent; 22 avenue Cabias, F-69004 Lyon (FR). DE-
LAIR, Thierry; 7 rue de la Combette, F-69700 Echaas
(FR).

Publiée :

avec rapport de recherche internationale (Art. 21(3))

(54) Title : HOMOGENEOUS AQUEOUS SOLUTION OF INJECTABLE CHITOSAN
(54) Titre : SOLUTION AQUEUSE HOMOGENE DE CHITOSANE INJECTABLE

(57) Abstract : The présent invention relates to a homogeneous aqueous solution of injectable chitosan containing a chitosan having
a degree of acetylation lower than 20%, said solution containing between 0.1 and 3.5% by weight of chitosan, said solution presen -
ting apH lower than 6.2, and said aqueous solution being capable of forming crystalline particles of chitosan after injection. The
présent invention also relates to compounds containing such ahomogeneous agqueous solution of chitosan. The invention also relates
to such compounds for their use as dermatological or cosmetic compounds, or for their use as amédical device, advantageously asa

bior

esorbable implant.

(57) Abrégé : Laprésente invention concerne une solution agueuse homogene de chitosane injectable contenant un chitosane ayant
un degré d'acétylation inférieur a 20% ladite solution contenant entre 0,1 e 3,5 % en poids de chitosane, ladite solution présentant
un pH inférieur a 6,2, et ladite solution aqueuse étant apte a former des particules cristallines de chitosane apres injection. La pré-
sente invention concerne également des compositions contenant une telle solution agueuse homogene de chitosane. L'invention a
également pour objet de telles compositions pour leur utilisation comme composition dermatologique, cosmétique, ou encore comme

dispositif médical, avantageusement comme implant biorésorbable.
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Solution agueuse homogeéne de chitosane injectable

La présente invention concerne le domaine technique des produits de
comblement ou des biomatériaux, injectables chez I'homme ou I'animal. En particulier,
la présente invention concerne une solution agueuse homogene de chitosane injectable
étant apte a former des particules cristallines de chitosane aprés injection. Laprésente
invention concerne également des compositions contenant une telle solution agqueuse
homogeéne de chitosane. L'invention a également pour objet de telles compositions pour
leur utilisation comme composition dermatologique, cosmétique, ou encore comme

dispositif médical, avantageusement comme implant biorésorbable.

Différents produits de comblement injectables notamment chez I'ére humain
sont déja connus.

L e collagéne a longtemps été le produit de choix comme produit de comblement
pour le visage, en particulier pour le comblement des rides et des ridules ou encore pour
réourler les lévres. Cependant, depuis lamise sur le marché des acides hyaluroniques,
ces derniers sont les plus utilisés. En effet, alabiodégradabilité du collagénejugée trop
rapide, sgjoutent les problémes de sécurité liés al'origine animale (bovine ou porcine)
de celui-ci.

L'injection directe d'acide hyaluronique présente deux avantages : un effet de
comblement mécanique immeédiat et une absence de phénomenes inflammatoires, du
fait de sabiocompatibilité. Toutefois, cette biocompatibilité va de pair avec une
biodégradation rapide qui rend le produit insatisfaisant, méme si la durée devie du
produit injecté apu étre prolongée grace al'utilisation d'acide hyaluronique réticulé.

Néanmoins, les produits les plus utilisés aujourd’hui en médecine et chirurgie
esthétique sont des produits résorbables dont la durée de vie est généralement inférieure
a 12 mois.

On trouve encore sur le marché des produits de comblement qu'on peut qualifier
de « permanents », dans le sens ou leur biorésorption peut nécessiter plusieurs années.
Ces produits contiennent entre autres des polymeéres synthétiques ou biosynthétiques,

tels que des dérivés acryliques, des polyacrylamides, qui induisent une encapsulation
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fibreuse importante al'origine de lalongévité du comblement. Toutefois, la persistance
du produit injecté dans les tissus présente un risque de complications a long terme ou de
phénomeénes inflammatoires a retardement, par exemple laformation de granulomes

inflammatoires, kystes... plusieurs mois, voire plusieurs années, apres leur injection.

D'autres produits constituent aujourd'hui une alternative intéressante : il sagit
de PLA (acide polylactique), un polymeére dont la biodégradation est plus lente que celle
des autres polymeres naturels, tels que le collagene ou I'acide hyaluronique. On estime
en effet que le comblement persiste jusqu'a deux ans aprés l'injection. Ces produits sont
commercialisés notamment sous le nom de New-Fill (ou Sculptra). Leprincipal défaut
de cette technologie est que I'effet de comblement n'est visible qu'aprés un délai de huit

semaines, ce qui n'apporte pas une compléte satisfaction au patient.

Par ailleurs, lafibrose observée lors de I'utilisation de produits non dégradables
est apparue de grand intérét en terme d'effet esthétique along terme, et c'est ainsi
guont éé développés des produits de comblement qualifiés de « semi-permanents »
qui, par leur composition hétérogéne « particules-vecteur» ont un effet pro-fibrotique
tout en demeurant biodégradables. On citera par exemple le produit Atlean qui propose
une dispersion de particules de TCP (phosphate tricalcique) dans de I'acide
hyaluronique et le produit Radiesse qui propose une dispersion de particules
d'hydroxyapatite de calcium dans un gel de carboxyméthyle cellulose. Dans tous les
cas, le gel vecteur assure |'effet esthétique de comblement immédiat, tandis que les
particules génerent petit apetit une fibrose qui garantit I'effet along terme. L'intérét de
ces produits, outre ce double mécanisme d'action (mécanique et inducteur de tissu), est
gu'ils sont finalement totalement résorbeés.

De maniére particulierement avantageuse, le chitosane, de part sa structure
chimique unique, se comporte vis-a-vis de |'organisme comme un « leurre » du milieu
biologique (A. Montembault, K. Tahiri, C. Korwin-Zmijowska, X, Chevalier, M.
Corvol, A.Domard, Biochimie, 88 (2006), 551-64): d'une part, il est suffisamment
«reconnu » pour ne pas induire de réaction inflammatoire dangereuse, et d'autre part

suffisamment « méconnu » pour ne pas étre dégradé trop rapidement.

La molécule est en effet constituée d'une succession de fragments N-acétyl-D-
Glucosamine et D-glucosamine, le premier éant un constituant de molécules de la
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matrice extracellulaire (on trouve ce résidu dans |'acide hyaluronique par exemple), et
le second étant complétement absent de celle-ci, le chitosane est donc plus difficile &
dégrader d'un point de vue biologique.

Le concept de I'utilisation d'un « leurre » du milieu biologique est tout a fait
nouveau dans le domaine des injectables notamment en médecine esthétique, et aucun

produit de comblement contenant du chitosane n'est commercialisé acejour.

Par ailleurs, le chitosane est connu dans la littérature pour stimuler certaines
cellules de I'immunité, telles que les macrophages, qui produisent en sa présence une
guantité accrue de facteurs de croissance. Ces facteurs de croissance sont des
médiateurs biologiques qui favorisent laproduction de matrice extracellulaire et la
prolifération des fibroblastes, cellules productrices des fibres de coUagéne. Ains, le
chitosane favorise la synthése de tissu fibreux, ce qui permet un comblement
«biologique » a long terme et sans effets secondaires indésirables, notamment un
comblement des défauts cutanés ou des cavités du corps humain ou du visage, telles que

lesrides.

Laprésente invention aainsi pour objet une solution aqueuse homogéne de
chitosane injectable contenant un chitosane ayant un degré d'acétylation inférieur a
20%, avantageusement inférieur a 10%, ladite solution agueuse contenant entre 0,1 et
3,5 %, avantageusement entre 1let 2,5 %, en poids de chitosane, ladite solution
présentant un pH inférieur a 6,2, avantageusement compris entre 5 et 6,2, et ladite
solution aqueuse étant apte a former des particules cristallines de chitosane aprés
injection.

Le chitosane est un amino-polysaccaharide généralement obtenu par N-
désacétylation de la chitine, polysaccharide auss répandu dans la biomasse que la
cellulose. La chitine est notamment présente dans les cuticules des arthropodes,
I'endosquelette  des céphalopodes, les parois cellulaires ou encore |a matrice

extracellulaire de champignons, levures ou algues.

Avantageusement selon la présente invention, le chitosane est un produit naturel
qui provient d'une source animale, par exemple de crustacés du type crabes, crevettes

ou calmars, ou d'une source végétale, telle que des champignons ou des algues.
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L e chitosane et la chitine sont des copolymeéres linéaires respectivement de 2-
acetamido-2-desoxy-D-glucane et de 2-amino-2-desoxy-D-glucane. On parle plus
communément d'unités N-acétyl-D-glucosamine (GIcNACc) et D-Glucosamine (GIcN)),
liées par des liaisons glycosidiques p-(1 - 4). Chitine et chitosane se différencient par la
fraction molaire (exprimée en %) des unités GICNAcC présentes dans |e copolymére,
appelée aussi degré d'acétylation (DA).

Les structures chimiques du chitosane et de la chitine sont représentées
schématiquement ci-dessous en fonction du degré d'acétylation (DA) :

100 - DA

N-acétyl-D-Glucosamine (GIcNACc) D-Glucosamine(GIcN)

Degreé d'acétylation (DA) :

DA nGIcNAc < 100
" nGleNAc +nGleN

avec nGIcNAc = nombre de motifs acétylés et nGIcN = nombre de motifs
désacétylés.

Avantageusement selon la présente invention, le chitosane a un degré
d'acétylation (DA) inférieur a 20%, encore plus avantageusement inférieur ou égal a
15%, par exemple inférieur a 10%. Typiguement, le chitosane selon I'invention aun
degré d'acétylation (DA) compris entre 0,5 et 20 %, typiquement entre 1 et 15 %, par
exemple entre 2 et 10%.
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Typiquement, lechitosane a une masse moléculaire moyenne en masse
(déterminée comme décrit dans «Physico-chemical studies of the gelation of chitosan in
a hydroalcoholic médium » A. MONTEMBAULT, C. VITON, A.DOMARD
Biomaterials, 26(8), 933-943, 2005) comprise entre 100 000 e 1 000 000 g/moal,
avantageusement entre 250 000 et 1 000 000 g/mol, par exemple entre 250 000 et
500 000 g/mol, par exemple entre 250 000 et 400 000 g/mol.

Selon une caractéristique particuliére, un autre chitosane de plus faible masse
moléculaire moyenne, avantageusement inférieure a 20 000 g.mol ™, peut étre gjouté au
chitosane tel que défini précédemment.

De maniére particuliérement avantageuse, le pH de la solution aqueuse selon la
présente invention est inférieur 26,2, et est typiquement compris entre 5 et 6,2. Dans le
cadre de I'invention, le chitosane est solubie en solution aqueuse, telle que I'eau, dans
un environnement acide dans les gammes de pH mentionnées précédemment,
avantageusement par protonation des groupes amine du chitosane. Avantageusement, la
solution aqueuse selon l'invention est stable.

Par solution «homogene » de chitosane, on entend au sens de la présente
invention que tout le polymeére chitosane est solubilisé, ne contenant pas de particules
solides en suspension dans la phase liquide. La solution selon l'invention n'est ainsi pas
gélifiée. Lasolution selon l'invention est ainsi typiquement transparente.

Selon une caractéristique particuliere de la présente invention, la solution
agueuse homogene de chitosane contient entre 0,1 et 3,5 %, avantageusement entre 0,5
et 3,5 %, en particulier entre 1 et 2,5 %, en poids de chitosane, par rapport au poids total
de la solution agueuse.

De maniére particuliérement avantageuse, la solution agueuse selon I'invention
est injectable dans le corps humain ou animal, typiquement par voie intradermique ou
sous-cutanée. La solution peut étre conditionnée dans une seringue telle qu'une seringue
stérile.

Avantageusement, |a solution agueuse présente une Vviscosité appropriée pour
assurer une bonne seringuabilité (écoulement satisfaisant atravers une aiguille dans une

seringue) et une facilité dinjection.
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Dans un mode de réalisation particulier, la solution aqueuse selon I'invention est
stérilisée avant injection, par exemple par autoclave.

Aprés stérilisation, le chitosane a typiquement une masse moléculaire moyenne
en masse comprise entre 80 000 et 400 000 g/moal, et avantageusement comprise entre
120 000 et 300 000 g/moal.

De maniére particuliérement avantageuse, la solution aqueuse selon la présente
invention avant injection ne contient pas de chitosane ayant un degré d'acétylation
supérieur a 20%. Ainsi, le chitosane selon l'invention n'est pas mélangé avec un
chitosane ayant un degré d'acétylation compris entre 30 et 60%, tel que cela est décrit
dans les demandes de brevet WO 2008/072230 et WO 2009/150651.

Dans un mode deréalisation particulier selon la présente invention, la solution
aqueuse contient plusieurs chitosanes, mais avec un seul degré d'acétylation (DA), ledit
degré d'acétylation étant inférieur a 20%, avantageusement inférieur a 10%.

Dans un autre mode de réalisation particulier de la présente invention, la solution
agueuse contient un chitosane tel que défini précédemment en mélange avec un autre
chitosane, tel qu'un oligosaccharide de chitosane encore appelé chito-oligosaccharide,
ayant un degré d'acétylation inférieur a20%, avantageusement inférieur a 10%, de
maniére encore plus avantageuse ayant un degré d'acétylation identique au chitosane tel
gue défini précédemment, et ayant typiquement une trés faible masse moléculaire
moyenne en masse, par exemple inférieure a 20 000 g/mol, avantageusement inférieure

a 17 000 g/mol, afin d'augmenter la cristallinité du produit une fois injecté.

Dans un autre mode de réalisation particulier de la présente invention, la solution
aqueuse contient atitre de polymeére un seul chitosane ayant un degré d'acétylation tel
gue défini précédemment, ayant avantageusement une masse moléculaire moyenne telle
gue définie précédemment, avantageusement a une teneur comprise entre 0,1 et 3,5 %,
avantageusement entre 0,5 et 3,5 %, en particulier entre 1et 2,5 %, en poids de

chitosane, par rapport au poids total de la solution agueuse.

Dans un mode de rédisation particulier, la solution agueuse selon l'invention

peut étre partiellement réticulée par interactions ioniques induites par exemple par
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I'gjout de sulfate, citrate, anions métalliques ou encore molécules anioniques, en
particulier par la formation de complexes polyéectrolytes avec des polysaccharides
présentant un groupe carboxylique COO™ (alginates, pecting, xanthane, acide
hyaluronique), avec des polysaccharides possédant un groupe sulfate, ou avec l'acide
polylactique (PLA), ou encore par interaction avec des protéines (le collagéne), des
acides nucléiques (I'ADN, I'ARN, les Si ARN, les mARN...) ou des polysaccharides
oxydés.

Dans un autre mode de réalisation particulier, la solution aqueuse selon
I'invention est partiellement réticulée a l'aide dagents réticulants covalents (ex :
génipine), a l'exclusion d'agents connus pour leur toxicité, tels que des agents du
groupe des époxy ou esters bi ou poly fonctionnels, de la divinyl sulfone, des
carbodiimides, et des dialdéhydes.

Avantageusement, |'agent réticulant, gu'il soit de type ionique ou covalent, est
introduit de maniére a ce que letaux deréticulation soit suffisasmment faible pour ne pas
altérer I'aptitude de la solution aqueuse a former des particules cristallines de chitosane
aprés injection.

Dans un mode de réalisation particulier, la solution aqueuse selon I'invention est
composee de |'association d'une solution aqueuse de chitosane non réticulée avec une

solution aqueuse de chitosane réticul ée.

Selon une caractéristique particuliere, la solution agueuse selon I'invention est
susceptible d'étre préparée par les étapes suivantes :

- dissolution du chitosane dans I'eau par gjout d'acide organique tel qu'un acide
faible, ledit acide faible éant avantageusement choisi dans le groupe constitué par
l'acide acétique, l'acide glycolique, l'acide lactique, l'acide glutamique, et leurs
mélanges,

- et éventuellement régjustement du pH pour obtenir une solution aqueuse
présentant un pH compris entre 5 et 6,2, typiquement entre 5 et 5,5.

Avant dissolution, le chitosane est typiquement sous forme de poudre. Aprés
dissolution, le chitosane est sous forme protonée. Il sagit d'un polyéectrolyte

cationique dont le contre-ion est issu de |'acide utilisé pour la dissolution. Par exemple,
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si I'acide acétique est gjouté al'eau pour dissoudre e chitosane, on retrouve le
chitosane sous forme d'acétate de chitosane, C'est-a-dire une forme protonée NH;* des
fonctions aminés en interaction électrostatique avec les ions acétates.

Le contrdle du pH des solutions est trés important pour éviter la nécrose acide
des tissus apres injection, et également pour protéger les solutions de I'hydrolyse et la
dégradation du chitosane s I'on met en oaivre une stérilisation (par exemple par
autoclave & 121°C pendant 15 minutes).

Le pH est régjusté si nécessaire avec un compose tel que le bicarbonate de
sodium ou un tampon PBS (« Phosphate Buffer Saline » - solution saline de tampon
phosphate), typiquement dans des quantités réduites. La valeur du pH est
avantageusement contrélée grace a un pH-métre pendant la remontée de pH pour rester
aunpH inférieur 26,2 et éviter la gélification de la solution.

Dans un mode de rédisation particulier selon l'invention, le chitosane est
dissous dans I'eau al'aide d'un acide fort du type acide chlorhydrique. Dans ce cas, le
pH est régjusté avec un composé de type bicarbonate de sodium ou d'ammonium ou
PBS par exemple, et/ou une base de type NaOH ou KOH par exemple (toujours en
contrélant le pH de maniére ace qu'il reste inférieur a6,2).

Dans un mode de réalisation particulier selon l'invention, lors de I'étape de
dissolution, I'acide est ajouté en une quantité nécessaire a la dissolution du chitosane.
On peut utiliser ains un exces dacide pour certains chitosanes, par exemple les
chitosane difficiles a solubiliser avec laquantité strictement nécessaire d'acide, puis on
reprécipite le chitosane, al'aide dammoniague par exemple. Aprés une série de lavages
destinés a éliminer I'excédent d'ammoniaque et les sels, on peut aors lyophiliser le
chitosane pour récupérer la matiére seche. Celle-ci sera alors plus facile a solubiliser.

Dans un autre mode de réalisation particulier selon I'invention, lors de I'étape de
dissolution, I'acide est ajouté en une quantité strictement nécessaire ala dissolution du
chitosane, telle que la quantité stoschiométrique strictement nécessaire a la protonation
des sitesNH,,.

Typiquement, le nombre de sites a protoner est calculé de la maniére suivante :

Mmonomere = 203 x DA + 161 x (1- DA)
MX(t-DA)x(I-%eau)

Nwn2= Mmonomére
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avec m = masse de matiére premiére introduite, %eau = teneur en eau de la

matiére premiere, DA = degré d'acétylation.

Apres injection notamment dans le derme ou en sous-cutané, la solution aqueuse
homogene selon laprésente invention va former avantageusement un systéme semi-
cristallin, en particulier du fait du changement de pH lié al'influence des milieux
tamponnés de |'organisme.

Par « systéme semi-cristallin », on entend typiquement un systéme constitué
d'une phase cristalline et d'une phase non cristalline (amorphe).

Typiquement, les cristaux de chitosane obtenus correspondent al'allomorphe

hydraté du chitosane.

De maniére particulierement avantageuse selon la présente invention, la solution
aqueuse présente une bonne biocompatibilité et est biorésorbable. En particulier, le
produit selon l'invention a une durée de biorésorption plus longue que les produits a
base d'acide hyaluronique du type acide hyaluronique réticulé, pour un effet prolongé,
tel gu'un effet de comblement prolongeé.

Par «biorésorbable » ou « biorésorption », on entend une biodégradation qui
aboutit ala dégradation totale ou essentiellement totale du produit injecté.

Selon une caractéristique particuliére de la présente invention, la solution de
chitosane est fluide avant injection et présente un temps derésorption long une fois
injectée, typiquement de quelques semaines aplusieurs mois, par exemple de l'ordre de

3 0u 4 semainesjusgu'a 12 a 18 mois.

Le produit ou biomatériau constitué de ou contenant la solution aqueuse selon
I'invention bénéficie du caractére bactério et fongistatique du chitosane, bien connu
dans le monde de l'industrie agro-alimentaire et des pansements cicatrisants. Ces
propriétés facilitent la conservation du produit et contribuent a limiter les risques
dinfection liés a l'injection ou les phénomenes inflammatoires aretardement pour
d'autres produits tels qu'évoqués ci-dessus. Face aux molécules naturelles utilisées ace
jour pour le comblement de rides (collagéne, acide hyaluronique), le chitosane est le

seul aprésenter de telles propriétés.
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Par ailleurs, le produit ou biomatériau constitué de ou contenant la solution
aqueuse selon l'invention assure un comblement biologique efficace avantageusement
immédiat: le chitosane favorisant en effet la synthese de collagene permet un
comblement des défauts cutanés, tels que les rides, par stimulation de mécanismes

naturels.

Laprésente invention a également pour objet I'utilisation d'une solution agueuse
homogene de chitosane injectable contenant un chitosane ayant un degré d'acétylation
inférieur &20%, avantageusement inférieur a 10%, ladite solution contenant entre 0,1 et
3,5 %, avantageusement entre 1et 2,5 %, en poids de chitosane, ladite solution
présentant un pH inférieur a 6,2, avantageusement compris entre 5 et 6,2, pour former
des particules cristallines de chitosane aprés injection.

Avantageusement, le chitosane est tel que défini précédemment.

En particulier, le chitosane a une masse moléculaire moyenne en masse
comprise entre 100 000 et 1 000 000 g/mol, par exemple entre 250 000 et 1 000 000
g/mol, typiquement entre 250 000 et 500 000 g/mol.

Typiquement, ladite solution agueuse ne contient pas de chitosane ayant un degré
d'acétylation supérieur a20%.

De maniere avantageuse, ladite solution aqueuse est susceptible d'étre préparée

selon les étapes du procédé mentionné précédemment.

Laprésente invention a également pour objet une composition comprenant une
solution aqueuse selon l'invention, et éventuellement un composé ou un excipent
acceptable, tel qu'un composé ou excipient pour favoriser lacristallinité de la solution
aprés injection, typiquement des chaines courtes de chitosane de degré d'acétylation
inférieur 420% et de masse moléculaire moyenne en masse inférieure a 20 OOOg/mol
ou un chito-oligosaccharide de degré de polymérisation compris entre 3 et 30.

Dans un mode de rédisation particulier, la composition selon I'invention
comprend un sel tel que le chlorure de sodium, ou tout autre excipent acceptable
avantageusement pour ajuster I'osmolarité de la composition. L'ajout d'un sel tel que le

chlorure de sodium peut étre intéressant pour obtenir une solution isotonique.
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Selon une caractéristique particuliére de la présente invention, la composition
peut comprendre en outre au moins un composé ayant une activité thérapeutique
reconnue. On peut citer a titre d'exemple un composé analgésique, un composé
anesthésique local comme lalidocaine, mépivacaine, bupivacaine ou ropivacaine, un
composé angiogénique, un vaccin, une hormone, ou encore un composé actif du type
facteur de croissance ou oligosaccharide bioactif, par exemple un oligosaccharide
d'acide hyaluronique ou oligosaccharide de chitosane de degré de polymeérisation
inférieur a 20, ou encore un acide nucléique ou une protéine.

Avantageusement selon la présente invention, la composition est formulée pour

étre administrée ou est utilisée par injection intradermique ou sous-cutanée.

Laprésente invention aégalement pour objet une telle composition ou une
solution agueuse selon l'invention pour son utilisation comme composition
dermatologique, cosmétique, ou encore comme dispositif médical, avantageusement
comme implant biorésorbable.

Laprésente invention aégalement pour objet |'utilisation cosmétique ou une
méthode de traitement cosmétique ou esthétique du corps ou du visage humain
comprenant I'injection d'une composition ou d'une solution agueuse selon I'invention.

Dans un mode de réalisation particulier, la composition ou la solution aqueuse
selon la présente invention est destinée a étre utilisée dans laréparation ou la
reconstruction des tissus de la peau du visage ou du corps.

En particulier, la composition ou la solution aqueuse selon la présente invention
peut étre utilisée pour le comblement des cavités du corps ou du visage, telles que les
rides ou les ridules, pour lacréation ou l'augmentation de volumes du visage ou du
corps humain, ou encore pour la cicatrisation de la peau.

Selon d'autres modes deréalisation particuliers, la composition ou la solution
aqueuse selon la présente invention peut étre utilisée :

- en chirurgie, notamment dans laréparation d'organes, ou en médecine ou
chirurgie esthétique,

- en urologie, notamment pour le traitement de I'incontinence urinaire,

- en infectiologie, notamment comme fluide vecteur pour les vaccins,

- en ophtalmologie, notamment pour la cicatrisation cornéenne,



WO 2013/079646 PCT/EP2012/074059

10

15

20

25

30

12

- en odontologie, notamment pour lapose d'un implant dentaire ou pour la
réparation osseuse,

- OU encore en angiologie.

La composition ou la solution agueuse selon la présente invention peut
également étre utilisée en rhumatologie.

Avantageusement, la composition ou la solution aqueuse selon la présente
invention peut également étre utilisée en tant que vecteur de principe actif notamment
thérapeutique, tel qu'un vaccin ou une hormone du type insuline ou osstrogéne, et d'une
maniére plus générale pour tous les principes actifs dont la délivrance ou libération

contrdl ée et/ou prolongée présente un avantage.
Enfin, laprésente invention concerne |I'utilisation cosmétique d'une solution
aqueuse ou d'une composition selon l'invention pour traiter ou lutter contre le

vieillissement de la peau.

Les exemples suivants sont destinés aillustrer I'invention sans aucunement en

limiter la portée.

Exemple 1: Etude de_la cristalisation des solutions de chitosane selon

I'invention in vitro dansle PBS :

Dans le cadre de cette expérimentation in vitro, le PBS (« Phosphate Buffer
Saline » - solution saline de tampon phosphate) a été choisi pour simuler le milieu
physiologique. Il sagit en effet d'un milieu tampon isotonique de pH 7.2-7.4,
couramment utilisé en biologie.

Les solutions testées sont des solutions de chitosane de différents degrés
d'acétylation (DA), de concentration C=3% en poids de chitosane par rapport au poids
de solution, et de pH compris entre 5 et 5.5.

Le chitosane utilis8 est un chitosane issu de chitine de calamar (Mahtani
Chitosan Veraval, Inde) et a une masse moléculaire moyenne en masse de 400 000
g/mol, évaluée grace a un protocole décrit dans «Physico-chemical studies of the
gelation of chitosan in a hydroalcoholic médium » A. MONTEMBAULT, C. VITON,
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A. DOMARD Biomaterials, 26(8), 933-943, 2005. Les solutions ont éé préparées a
l'aide d'acide acétique.

Les différentes solutions de chitosane testées ont un DA de 2%, 3,5%, 15%,
40%, 55%, toutes ces solutions présentant une teneur en chitosane de 3% en poids.

Ont également été testés un mélange de solutions de chitosane de DA 15% et
40%, de concentrations respectives 0,5 e 2% en poids de chitosane, ains qu'un
mélange de solutions de chitosane de DA 15% et 55%, de concentrations respectives 0,5
et 2% en poids de chitosane, afin de comparer les produits selon I'invention et les
produits tels que décrits dans les demandes de brevet de l'art antérieur WO
2008/072230 et WO 2009/150651.

Les différents DA sont obtenus par réacétylation d'un chitosane de calamar
(Mahtani Chitosan Veraval, Inde) de DA 3,5%, Mw environ 400 OOOg.moi™*, purifié par
filtration dune solution d'acétate de chitosane a la concentration 0,5% en poids en
polymeére par un filtre a2 0,45un1. la solution est ensuite lyophilisee.

Dans un réacteur, et sous agitation mécanique (environ 50 tours par minute), le
lyophilisit de chitosane est dissous dans de I'eau permutée al'aide de la quantité
stochiométrique d'acide acetique nécessaire a la protonation des sites NH,,. Différentes
concentrations (0,5Ww% a 3w%) ont été étudiées.

LepH de chague solution a éé controle, et est dans tous les cas compris entre 5

et 5,5 (en fonction de la concentration en chitosane).

0,30mL de chaque solution de chitosane a été introduit dans 30mL de PBS et
laissé dans ce milieu pendant 24h et 72h. Les échantillons ont aors été retirés du PBS,
placés dans des capillaires remplis deau pure stérile et analysés sous faisceau
synchrotron en diffraction des rayons X, al'aide d'un faisceau monochromatique a 16
keV (A=0.7749 A) sur laligne D2AM, ESRF, Grenoble. L'intensité diffractée par les
échantillons est donnée en fonction du vecteur de diffusion g= (4m sin0)/I, ou 20 est
I'angle de diffraction (entre le faisceau incident et le faisceau diffracté) et aprés
soustraction de l'intensité  diffractée par le capillaire rempli d'eau seul, de maniere a
soustraire du mieux possible la contribution ala diffraction de I'eau et du contenant.

Les résultats de cette étude in vitro sont présentés sur les figures 1a 3.
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Les Figures la, |b et | eprésentent les résultats de solutions de chitosane selon
I'invention, avec un bas DA (inférieur ou égal a 15%).

La Figure laprésente l'intensité diffractée par une solution de chitosane de DA
2%, C=3w%, aprés 24h dans un tampon PBS.

La Figure |b présente l'intensité diffractée par une solution de chitosane de DA
3.5%, C=3w%>, aprés 24h dans un tampon PBS.

LaFigure | e présente l'intensité diffractée par une solution de chitosane de DA
15%, C=3w%>, apres 24H dans un tampon PBS.

Les Figures 2a et 2b présentent les résultats de solutions de chitosane qui ne
rentrent pas dans le cadre de laprésente invention, avec un haut DA (de 40 a 55%>), qui
sont utilisés atitre de produits comparatifs avec les produits selon la présente invention.

LaFigure 2aprésente l'intensité diffractée par une solution de chitosane de DA
40%, C=3w%, apres 24h dans un tampon PBS.

La Figure 2b présente l'intensité diffractée par une solution de chitosane de DA
55%, C=3w%, apres 24h dans un tampon PBS.

Les Figures 3a et 3b présentent les résultats de solutions de chitosane qui ne
rentrent pas dans le cadre de laprésente invention, avec un méange debas DA et de
haut DA, qui sont utilisés atitre de produits comparatifs avec les produits selon la
présente invention.

La Figure 3a présente l'intensité diffractée par un mélange de solutions de
chitosane de DA 15%> et 40%>, de concentrations respectives C=0.5w%> et 2w%>, apres
72h dans un tampon PBS.

La Figure 3b présente l'intensité diffractée par un méange de solutions de
chitosane de DA 15% et 55%>, de concentrations respectives C=0.5w%> et 2w%>, apres

72h dans un tampon PBS.

On observe un pic de cristallinité représentatif de laraie (200) du chitosane
hydraté (voir par exemple Osorio-Madrazo et al, Biomacromolecules 2010, 11, 1376-
1386) vers 1,40A-* aprés 24H dans le PBS pour une solution selon la présente invention
debas DA (2, 3.5% et 15%), de concentration 3% en poids (voir figures la, |b et le).

En revanche pour les plus hauts DA (40% et 55%), qui ont été testés atitre

comparatif avec l'invention, aucune cristallinité n'est observée a24h ni méme a72H ; a
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des temps plus longs car les échantillons se solubilisent dans le milieu PBS et ne
cristalisent pas (voir figures 2a et 2b).

Les solutions de bas DA selon I'invention, du fait de leur plus forte aptitude a
cristalliser, peuvent donc étre distinguées par un comportement en diffraction
spécifique, malgré latrés faible teneur en polymeére des solutions qui sont constituées a
plus de 97% d'eau.

Aprés un s§our dans le PBS, les solutions de bas DA deviennent donc des
systemes semi-cristallins. Les solutions de bas DA selon I'invention vont ainsi présenter
un effet de comblement plus long grace ala présence de cette cristallinité, tandis que les
produits de haut DA vont avoir tendance a se solubiliser et se dégrader plus vite dans les
tissus.

Les solutions constituées de chitosane de mélanges de DA telles que décrites
dans les demandes de brevet de I'art antérieur WO 2008/072230 et WO 2009/150651
(voir les figures 3a et 3b qui montrent des résultats concernant des systemes de
mélanges de DA 15% et 40% ; et 15% 55% respectivement) donnent des résultats
similaires aux solutions contenant du chitosane seul de DA 40% ou 55% (voir figures
2a et 2b). Ces solutions ne cristallisent pas dans les conditions physiologiques et sont

complétement solubilisées dans le milieu PBS au bout de 4jours.

Exemple 2 : Etude in vivo : évaluation de performance et de la tolérance locale

de solutions injectables de chitosane. implantées en intradermique chez le lapin:

L'objectif de la présente étude est I'évaluation de la tolérance locale
macroscopique (par I'évaluation de I'érytheme, cedéme, nécrose et ulcération) et de la
performance (selon les critéres de dureté et diamétre) de 6 formulations test, en
comparaison avec 3 produits de référence, aprés implantation intradermique chez le
lapin.

Eléments d'essai :

Les compositions suivantes ont été testées : solutions aqueuses de chitosane,
présentant une teneur de 3% en poids en mélange avec NaCl 9o + lidocaine 0,3%,
stérilisée par autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Les différents DA sont obtenus par réacétylation dun chitosane de calamar
(Mahtani Chitosan Veraval, Inde) de DA 3,5%, Mw environ 400 OOOg.mol?, purifié par
filtration d'une solution d'acétate de chitosane a la concentration 0,5% en poids en
polymere par un filtre a2 0.45un. la solution est ensuite lyophilisée.

Dans un réacteur, et sous agitation mécanique (50 tours par minute), le
lyophilisédt de chitosane est dissous dans de l'eau permutée al'aide de la quantité
stoechiometrique d'acide acetique nécessaire a la protonation des sites NH,,. Différentes
concentrations (0,5w% a 3w%) ont été étudiées.

Le pH de chaque solution a été controlé, et est dans tous les cas compris entre 5

et 5,5 (en fonction de la concentration en chitosane).

Test 1: chitosane C=3w%, DA= 5%

Test 2: chitosane C=3w%, DA= 15%
Test 3: chitosane C=3w%, DA= 40%
Test 4: chitosane C=3w%, DA= 55%
Test 5: chitosane C=3w%, DA= 5% + 40%
Test 6: chitosane C=3w%, DA= 15% + 55%

Eléments deréférence :

Réf 1: Restylane® Perlane Lidocaine (aiguille 29G) identifié sous la référence:
ref 1-Restylane

Réf 2: Juvederm® Ultra 4 (aiguille 27G) identifié sous la référence: ref 2-
Juvederm

Réf 3: New Fill® / Sculptra (aiguille 26G) identifié sous la référence : ref 3-
NewfFill.

Systéme d'essai :

Espece : lapin

Souche : New Zealand White
Provenance : Charles River Laboratories
Statut sanitaire : |OPS (SPF)

Nombre d'animaux : 8 + 1lréserve
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Sexe : femelle

Age al'arrivée: 18 semaines

Implantations :

Procéduresprémplantatoires :
A JO, les animaux ont été pesés, examinés puis anesthésiés, selon le protocole
suivant:
- Kétamine (Ketamine 1000® - VIRBAC) 30 mg/kg , soit 0,3mL/kg
10 -+ Médétomidine (Domitor® - Janssen Santé Animale) 0,Img/kg, soit 0,ImL/kg
- Injection en intramusculaire (IM) dans une cuisse.
- Lazone dorsae a été tondue soigneusement (tondue a nouveau quand cela sest

avéré nécessaire par la suite pour les observations.)

15 Procédure d'implantation :

Six injections ont été réalisées par animal, sur lazone dorsale. On aveillé ane
pas injecter trop prés de la zone de lanuque et des épaules, de facon a ce que la
manipulation de I'animal n'entraine pas de dégradation des sites.

Chague site a été repéré par un tatouage, puis injecté avec 200uL de produit.

20

Suivi des animaux aprés implantation :

Observations quotidiennes
Elles ont été réalisées chague jour par le personnel en charge des soins
quotidiens (alimentation, abreuvement, nettoyage...).
25 Elles comprenaient une pesée de l'animal, un examen physique complet, et une
observation comportemental e rapide lors des manipulations.

Examens cliniques approfondis
lIs ont été réalisés par le vétérinaire sanitaire, le Directeur d'Etude ou son
30 suppléant, généralement lorsgu'une anomalie conséquente a été constatée lors d'une

observation quotidienne ou d'un examen clinique simple.
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IIs incluaient une peseée, ainsi que lamesure des rythmes respiratoires et
cardiagues, et la prise de latempérature rectale.
Les systemes lymphatique, circulatoire, respiratoire, digestif, musculo-

squelettique, nerveux, ainsi que la peau et les muqueuses ont été examinés.

Observations macroscopiques

Les observations ont eu lieu aux temps suivants:

JO (post-implantation), T+24h, T+48h, J4.

- L'anima a été photographié vu de dessus, en sassurant que le tatouage et
I'ensemble des sites soient visibles.

- Les sites dimplantation ont été évalués visuellement ou manuellement gréce a
une grille de scores.

- Le diamétre des sites a été mesuré au pied a coulisse.

Les paramétres évalués ont été: la formation d'oaléme et d'érythéme, les
phénomenes d'ulcération et de nécrose localisés aux sites dimplantation, ainsi que la
dureté et e diametre des sites.

Echelle de notepour oaleme/érytheme/ul cere/nécrose :
(0) absent / (1) léger/ (2) modéré/ (3) marqué/ (4) sévére

Euthanasie et prélévements :

A J2, cing des huit animaux ont été anesthésiés, puis ont recu une injection en
intracardiague de pentobarbital sodique (Doletha® - VETOQUINOL).

Les sites dimplantation ont été prélevés, et placés en histocassettes identifiées.

Les prélévements des lapins 1a 3 ont été conservés dans du formol avant
traitement pour étude histologique.

Les prélevements des lapins 4 et 5 ont été conservés dans |'eau pure stérile.
Quelques heures plus tard, on aprocédé al'extraction de l'implant dans les tissus, pour
analyse sous faisceau synchrotron (technique WAXS, ESRF Grenoble, ligne D2AM).
Un fragment d'expiant est placé dans un capillaire rempli d'eau puis observé sous
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faisceau synchrotron en diffraction des rayons X, al'aide dun faisceau

monochromatique a 16 keV (A\=0.7749 A).

A J4, les trois animaux restants ont été anesthésiés, puis ont regu une injection
en intracardiague de pentobarbital sodique (Dolethal® - VETOQUINOL).

Les sites d'implantation ont été préleves, et placés en histocassettes identifiées.
Ces préléevements ont été conservés dans du formol avant traitement pour étude

histologique.
Résultats :

Observations cliniques :

Dans tous les cas, au cours des 4 premiersjours, I'oadéme et I'érythéme sont
d'autant plus importants que le DA est élevé. Les solutions de DA 5% et 15% induisent
chez certains animaux un cadéme et un érytheme scorés a0, tandis que les solutions de
DA>40% induisent un cadéme et un érythéme scorés a3 ou 4. Les solutions de DA 5%
et 15% selon la présente invention sont les seules qui n'ont pas induit de nécrose
systématique des sites implantés.

Il est important de noter que I'implant constitué de chitosane de DA55% n'est
plus palpable aprés 4 jours, e qu'apres 2 jours, il N'a pas été possible de leretirer des

tissus pour I'analyse de diffraction X .

L'exemple de deux lapins (L4 et L5) ayant regu les formulations «test » est
présenté sur les figures 4a et 4b.

Les figures 4a e 4b montrent la photographie des sites dinjection
respectivement des lapins 4 et 5, 24h apres I'implantation :

A :Test 1: chitosane C=3w%, DA= 5%

B : Test 2 : chitosane C=3w%, DA= 15%
: Test 3 : chitosane C=3w%, DA= 40%
: Test 4 : chitosane C=3w%, DA= 55%
: Test 5 : chitosane C=3w%, DA= 5% + 40%
: Test 6 : chitosane C=3w%, DA= 15% + 55%

m m O 0O
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Les solutions préparées selon laprésente invention induisent une réponse
inflammatoire limitée par rapport aux solutions contenant des chitosanes de haut DA ou
des mélanges de chitosanes contenant notamment un chitosane de haut DA telles que
décrites dans demandes de brevet WO 2008/072230 et WO 2009/150651. Dé plus,
comme le suggere la compléte disparition de I'implant de degré d'acétylation égal a
55% apres seulement 4jours, l'utilisation d'un chitosane de haut DA ne confere pas une
durée de biorésorption satisfaisante pour les applications visées.

Etude des explants sous faisceau synchrotron

Les figures 5 a 7 représentent les résultats de I'étude sous faisceau synchrotron
en diffraction des rayons X d'expiants de chitosane 24h aprés l'implantation des
solutions en intradermique.

Les Figures 5a et 5b représentent les résultats d'une solution de chitosane selon
I'invention (site A, test 1), avec un bas DA éga a 5%, aprés l'implantation dela
solution respectivement chez le Lapin 4 et le Lapin 5.

Les Figures 5c¢ et 5d représentent les résultats d'une solution de chitosane selon
I'invention (site B, test 2), avec un bas DA éga a 15%, apres I'implantation dela
solution respectivement chez le Lapin 4 et le Lapin 5.

Les Figures 6a et 6b représentent les résultats d'une solution de chitosane
comparative (site C, test 3), avec un haut DA égal a 40%, aprés I'implantation de la
solution respectivement chez le Lapin 4 et le Lapin 5.

Les Figures 7aet 7b représentent les résultats d'une solution de chitosane
comparative (site E, test 5), avec un mélange de bas DA et de haut DA : 5 + 40%, apres
I'implantation de la solution respectivement chez le Lapin 4 et le Lapin 5.

Les Figures 7c et 7d représentent les résultats d'une solution de chitosane
comparative (site F, test 6), avec un mélange de bas DA et de haut DA : 15 + 55%,
aprés I'implantation de la solution respectivement chez le Lapin 4 et le Lapin 5.

L'intensité diffractée par les explants est donnée en fonction du vecteur de
diffusion g = (4mtsinB)/A, ou 20est I'angle de diffraction (entre le faisceau incident et le
faisceau diffracté) et aprés soustraction de l'intensité diffractée par le capillaire rempli
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d'eau seul, de maniére a soustraire du mieux possible la contribution aladiffraction de
I'eau et du contenant.

On observe, en plus du résidu de halo amorphe di al'eau, un pic de cristallinité
bien défini représentatif de la raie 200 du chitosane hydraté vers 1.40A™* pour les
explants de bas DA (5% et 15%), tandis que celui-ci est tres peu perceptible (DA 40%,
mélange DA 5%+40%) ou complétement absent (DA 15%+55%). Les solutions de bas
DA, du fait de leur aptitude a cristalliser plus forte, peuvent donc étre distinguées par un
comportement en diffraction spécifique, malgré latres faible teneur en polymére des
solutions qui sont constituées aplus de 97% d'eau.

Apres injection dans le derme, ces solutions de bas DA deviennent donc des
systémes semi-cristallins. On peut ainsi Sattendre aun effet de comblement plus long
grace alaprésence de cette cristallinité, tandis que les produits de haut DA auront
tendance a se solubiliser et se dégrader plus vite dans les tissus.

Les solutions constituées de chitosane de mélanges de DA telles que décrites
dans les demandes de brevet de I'art antérieur WO 2008/072230 et WO 2009/15065 1
donnent des résultats similaires aux solutions contenant du chitosane seul de DA 40%
ou 55% : ces solutions ne cristallisent pas ou trés peu dans les tissus et, pour le DA
55%, elles ne sont macroscopiquement plus observables sous quatrejours.

La cristalinité développée in situ permet en effet d'alonger letemps de

biorésorption, et est donc de grand intérét pour les applications visées.

Exemple 3 : Etude invivo : évaluation de performance et de la tolérance locale

de solutions injectables de chitosane. implantées en sous-cutané chez le rat:

L'objectif de la présente éude est I'évaluation de latolérance locale
macroscopique (par I'évaluation de l'érythéme, oadéme, nécrose et ulcération) et de la
performance (selon les critéres de dureté) de 2 formulations test, en comparaison avec 1
produit de référence, apres injection sous-cutanée chez le rat.

Eléments d'essai :

Les compositions suivantes ont été testées : solutions aqueuses de chitosane,
présentant une teneur de 3% en poids en mélange avec NaCl 9%o + lidocaine 0,3%,
stérilisée par autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Le chitosane utilisé est un chitosane de calamar (Mahtani Chitosan Veraval,
Inde) de DA 2%, Mw (masse molaire) environ 400 000 g.mol™, purifié par filtration
d'une solution d'acétate de chitosane ala concentration 0,5% en poids en polymeére par
un filtre 20.45um . La solution est ensuite lyophilisée.

Dans un réacteur, et sous agitation mécanique (50 tours par minute), le
lyophilisat de chitosane est dissout dans de |'eau pour préparation injectable al'aide de
la quantité staechiometrique d'acide acétique nécessaire a la protonation des sites NH.,.
La concentration 3w% a été étudiée.

LepH de chague solution a été contrdlé, et est dans tous les cas compris entre 5
a 6,2

Test 1: chitosane C=3w%, DA= 2%, pH = 5.
Test 2: chitosane C=3w%, DA= 2%, pH = 6.

Eléments de référence :
Réf 1: Restylane® Perlane Lidocaine (aiguille 29G)
Systeme d'essal

Espéce : rat

Souche : Sprague Dawley

Nombre d'animaux : 6

Sexe : méle

Age al'arrivée: entre 7 ¢ 8 semaines

Poids al'arrivée : entre 200 et 220 grammes

Implantations :

Procéduresprémplantatoires:
A J0, les animaux ont été pesés, examinés puis anesthésiés, selon le protocole
suivant:
Injection intrapéritonéale (1 mL/100 g de poids d'animal) d'une dilution de
Pentobarbital sodique (CEVA SANTE ANIMALE - 100 mL a54,7 mg/mL) a
raison de 6 mL pour 44 mL de sérum physiologique.
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La zone dorsale a été tondue soigneusement (tondue anouveau lorsque cela sest
averé nécessaire).

Aucun traitement antibiotique n'a été mis en place.

Procédure d'implantation :

Quatre injections par voie sous-cutanée a l'aide de seringues en verre stériles
avec aiguille stérile ont été réalisées par animal, sur la zone dorsale.

Chague site dimplantation a été repéré par tatouage, puis injecté avec 100uL de
produit.

Les sites d'injection ont éé randomisés, avec pour critére que chague animal

regoive au moins une injection par formulation (test 1, test 2 et Réf 1).

Suivi des animaux aprés implantation :

Observations quotidiennes

Elles ont été réalisées chaque jour par le personnel en charge des soins
quotidiens (alimentation, abreuvement, nettoyage...).

Elles comprenaient une pesée de I'animal, un examen physique complet, et une

observation comportemental e rapide lors des manipulations.

Observations macroscopiques

Les observations ont eu lieu aux temps suivants:

JO (post-implantation), J2 (T+48h), J4 (T+96h).

Les sites dimplantation ont été évalués visuellement ou manuellement gréce a
une grille de scores.

Les parametres évalués ont éé : la formation d'oaléme et d'érythéme, les
phénomenes d'ulcération et de nécrose localisés aux sites dimplantation, ainsi que la
dureté.

Echelle de notepour oaleme/érytheme/ul cére/nécrose :
(0) absent / (1) 1éger/ (2) modéré/ (3) marqué/ (4) sévére

Euthanasie et prélévements :
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A J4, les animaux ont €té anesthésiés, puis ont regu une injection Pentobarbital
sodique (2 mL non dilués en IP). Les sites dimplantation ont été prélevés de maniére a
couvrir lalésion & une zone non |ésée attenante, chague prélévement comprenant toutes
les couches de la peau jusqu'au muscle. Les préléevements ont été fixés dans une

solution aqueuse de formal déhyde a 4% pendant 48h.

Résultats :

Observations cliniques :

Tous les animaux ont présenté un aspect et un comportement normaux durant
toute la période d'observation et leur poids est resté stable.

L'évaluation visuelle et manuelle des sites implantés n'a révélé aucune
différence liée aux formulations testées.

Il n'a pas été observé d'érythémes induits par les solutions selon |a présente
invention injectées par voie sous-cutanée.

Les volumes observés ne sont pas liés aun effet irritant des solutions testées
mais sont d'origine mécanique (implant non résorbe).

Dans les conditions expérimentales adoptées, les 2 formulations de solution
selon la présente invention ont été bien tolérées local ement.

L'évaluation de la tolérance locale macroscopique et de la performance des
formulations test 1et test 2 a été comparable a celle de la formulation de référence Réf
1.

Aucune réaction adverse significative telle que nécrose importante et ulcération
de la peau n'a été observée. Les solutions préparées selon la présente invention induisent

donc une réponse inflammatoire limitée.

Examen histologique des implants

Les échantillons ont été fixés au moins 24h avant de pouvoir étre déshydratés.

Une coupe (épaisseur 3 & 5 wn) a éé effectuée par bloc. Les lames ont été
colorées a I'nématoxyline-éosine.

Vingt-quatre lames virtuelles ont été analysees.
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(Restylane/Perlane/Lidocaine) et les implants testés (test 1 et test 2). Alors que I'implant
de référence était homogene, les implants testés présentaient un aspect soit micro-
globulaires (diamétre variable, le plus souvent entre 5 et 15 win - Testl), soit detype
coagulum (Test 2).

Laréaction de I'n6te aux formulations test 1 et test 2 était e plus souvent limitée
a I'nypoderme sous le muscle peaucier, consistant en une fibroplasie / tissu de
granulation et inflammation légére a modérée entourant I'implant. Cette réaction
consistait en un tissu de granulation riche en fibres de collagene en voie de maturation
et une infiltration par des cellules mononuclées consistant en grande majorité ades
monocytes / histiocytes et des lymphocytes, avec occasionnellement des plasmocytes,
mais laplupart du temps sans granulocytes.

Basés sur ces critéres, une classification de faible réaction de I'héte (score 1) a
été observée pour l'article de référence, une réaction intermédiaire (score 2) pour les
formulations Test 1et Test 2, avec cependant une réaction de I'héte plus marquée dans
le cas de l'article Testl.

Les solutions constituées de chitosane selon I'invention donnent des résultats
similaires alasolution deréférence en termes de tolérance. En revanche, tout comme
dans I'exemple 2, aprés injection sous-cutanée, ces solutions de bas DA deviennent des
systemes semi-cristallins. On peut ainsi sattendre aun effet de comblement plus long

gréce alaprésence de cette cristalinité.
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REVENDICATIONS

1. Solution aqueuse homogéne de chitosane injectable contenant un chitosane
ayant un degré d'acétylation inférieur a 20%, avantageusement inférieur a 10%, ladite
solution contenant entre 0,1 et 3,5 %, avantageusement entre 1 et 2,5 %, en poids de
chitosane, ladite solution présentant un pH inférieur &6,2, avantageusement compris
entre 5 et 6,2, ladite solution ne contenant pas de chitosane ayant un degré d'acétylation
supérieur a20%, et ladite solution agqueuse étant apte a former des particules cristallines
de chitosane apres injection.

2. Solution aqueuse selon larevendication 1, caractérisée en ce que le chitosane a
une masse moléculaire moyenne en masse comprise entre 100 000 et 1 000 000 g/moal,
typiquement entre 250 000 et 1 000 000 g/moal.

3. Solution aqueuse selon l'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisee en ce qu'elle est susceptible d'étre préparée par les étapes suivantes :

- dissolution du chitosane dans l'eau par gout dacide tel qu'un acide faible,
ledit acide faible étant avantageusement chois dans le groupe congtitué par I'acide
acetique, l'acide glycolique, I'acide lactique, I'acide glutamique, et leurs mélanges,

- et éventuellement  régjustement du pH pour obtenir une solution agqueuse
présentant un pH compris entre 5 et 6,2.

4. Solution agueuse selon larevendication 3, caractérisée en ce que, lors de
I'étape de dissolution, l'acide est gjouté en une quantité strictement nécessaire a la
dissolution du chitosane.

5. Composition comprenant une solution agqueuse selon |'une quelconque des
revendications précédentes, et éventuellement un composé ou un excipent acceptable,
tel quun composé ou excipient pour favoriser la cristallinité de la solution aprés
injection, par exemple une chaine courte de chitosane de degré d'acétylation inférieur a
20% et de masse moléculaire moyenne en masse inférieure a 20 OOOg/mol ou un chito-
oligosaccharide de degré de polymérisation compris entre 3 et 30.

6. Composition selon la revendication 5, comprenant en outre au moins un

composé actif tel qu'un composé analgésique, anesthésique local, tel que la lidocaine,
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mépivacaine, bupivacaine ou ropivacaine, un COmposé angiogénique, un vaccin, ou
encore un compose actif du type facteur de croissance ou oligosaccharide bioactif

7. Composition selon la revendication 5 ou 6, caractérisée en ce quelle est
formulée pour étre administrée par injection intradermique ou sous-cutanée.

8. Composition selon l'une quelconque des revendications 5 a 7, pour son
utilisation comme composition dermatologique, cosmétique, ou encore comme
dispositif médical, avantageusement comme implant biorésorbable.

9. Composition selon larevendication 8, pour son utilisation dans laréparation
ou lareconstruction des tissus de la peau du visage ou du corps.

10. Composition selon la revendication 8 ou 9, pour son utilisation pour le
comblement des cavités du visage, telles que les rides ou les ridules, pour la création ou
l'augmentation de volumes du visage ou du corps humain, ou encore pour la
cicatrisation de la peav.

11. Composition selon la revendication 8, pour son utilisation en chirurgie, en
meédecine ou chirurgie esthétique, en urologie, rhumatologie, ophtalmologie,
odontologie, ou encore en angiologie.

12. Composition selon larevendication 8, pour son utilisation en tant que vecteur
de principes actifs, par exemple comme véhicule de vaccins ou d'hormones.

13. Utilisation cosmétique d'une solution agueuse selon l'une quelconque des
revendications 1a4 ou d'une composition selon larevendication 5 pour traiter ou lutter
contre le vielllissement de la peau.

14. Utilisation d'une solution aqueuse homogéne de chitosane injectable contenant
un chitosane ayant un degré d'acétylation inférieur a 20%, avantageusement inférieur a
10%, ladite solution contenant entre 0,1 et 3,5 %, avantageusement entre 1et 2,5 %, en
poids de chitosane, ladite solution présentant un pH inférieur a 6,2, avantageusement
compris entre 5 et 6,2, pour former des particules cristallines de chitosane aprées
injection.

15. Utilisation selon larevendication 14, caractérisée en ce que le chitosane aune
masse moléculaire moyenne en masse comprise entre 100 000 e 1 000 000 g/moal,
typiguement entre 250 000 et 1 000 000 g/mol.
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