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Apport de nouvelles propriétés antibactériennes et

analgésiques sur un implant de réfection pariétale

Longtemps sous-estimées, les complications (dasilénfections) en chirurgie
viscérale par pose d’'implants pariétaux s’averemiguaes par leur implication
sur le retour a une activité normale du patients techniques actuelles (ex.
infiltration cicatricielle) ne parviennent a assupi’'une analgésie de courte
durée, voir des effets indésirables. La solutiomppsée a consisté a modifier
deux implants pariétaux, I'un biostable (PET) attre résorbable (PLA), par un
polymere de cyclodextrine (polyCD), molécule cagaraie pour sa capacité a
former des complexes d'inclusions réversibles aescmédicaments. L'étude a
d'abord porté sur la fonctionnalisation des suppanh faisant varier les
parametres afin de maitriser le degré de polyCBegmiesur le textile, ensuite
caractérisé par diverses technigues. Une étudgtdeotnpatibilitéin vitro a été
réalisée afin de détecter l'impact du polyCD survikalité cellulaire. Les
supports ont été imprégnés de ciprofloxacine. Apr&sr mesuré leur capacité
de chargement, des études de libéraitiovitro ont été menées, suivies de tests
microbiologiques surE. coli et S. aureus Ces derniers ont montré la
contribution du polyCD a augmenter la durée ddiVa€é antibactérienne. Puis
deux molécules anesthésiques (lidocaine et ropiv@ceont été étudiées.
D'abord, leur inclusion dans la cavité de la CDi&abservée en solution par
RMN et électrophorése capillaire. Leurs isothern@adsorption ont été
réalisées pour évaluer leur taux de chargemenecéspur le textile modifié.
Ce taux s’est avéré correspondre aux doses théigyuesi couramment

appliqguées localement dans les thérapies existantes
Mots clés : Modification de surface — cyclodextrines - antibactérien — analgésique —

libération prolongée — biomatériaux
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Contribution of new antibacterial and analgesic

properties on an implant for parietal refection

For a long time underestimated, complications (pamfiection) in visceral
surgery with implants, are critical in their impact the return to normal activity
of the patient. Current techniques (scar infiloafi..) only ensure a short
analgesia with sometimes side effects. The propas®dtion is to confer
bioactivity to the prosthesis. To this end, twotiles, a biostable (PET) and an
absorbable (PLA), one were modified by coating ribeiith a cyclodextrin
polymer (polyCD). Cyclodextrins are cage molecieewn for their ability to
form reversible inclusion complexes with bioactimeolecules. The study
initially focused on the functionalization of matds by varying the parameters
to control the degree of polyCD, then characteribgdvarious techniques.
Cytocompatibility study was performed to detect plodyCDs impact on the cell
vitality. Concerning the biological activation dig materials, a series of tests
was performed with ciprofloxacin. After measurinigeir loading capacity,
release studies were conducted in vitro, followgdriicrobiological tests oOE.
coli andS. aureusThe latter showed the contribution of polyCD ba tluration
of the antibacterial activity. Then two local armegics (lidocaine and
ropivacaine) were studied. First, their inclusiorthe cyclodextrin was observed
in solution by NMR and capillary electrophoresifeir sorption isotherms were
conducted to evaluate their respective loading, rateich corresponded to

therapeutic doses commonly used in usual theragseuti
Keywords . Surface modification — cyclodextrin - antibacterial — analgesic — substained

release — biomaterials
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Glossaire

Polyéthylene téréphtalate

Acide Poly-L-lactique

Polypropyléne

Cyclodextrine

B-cyclodextrine
Hydroxypropylp-cyclodextrine

Acide citrique

Acide 1,2,3,4-butanetétracarboxylique
Hypophosphite de sodium

Polymere de cyclodextrines

Polymere d’Hydroxypropy#-cyclodextrine réticulée par I'acide

Principe actif
Ciprofloxacine
Anesthésique local
Phosphate Buffer Solution — Tampon phospagH=7,4
Hydroxyde de sodium — Soude
Cellules fibroblastiques humaines
Escherichia col- Bactérie & Gram-
Staphyloccocus aureusBactérie a Gram+
Ultra-violet
Résonance magnétique nucléaire

Chromatographie Liquide Haute Performance
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Introduction générale

Les complications postopératoires représententpunolelématique pour la Santé Publique d’'un
point de vue clinique mais également d’un pointvde économique. Leurs conséquences sont
majeures sur la durée de la convalescence et suetteir a une activité physique et

professionnelle normal.

Avec plus de 160 000 interventions en France chaguée [1], les cures de hernies de la paroi
abdominale se placent au second rang des inteowsnthirurgicales. Paradoxalement, elles sont
méconnues du grand public. Ce type de pathologisisie en la migration d’'une partie des
visceres de la cavité abdominale a travers descesifde cette derniére. Le plus souvent
bénignes, elles peuvent engendrer des complicatives sévéres. Elles sont donc
systématiqguement traitées chirurgicalement. La daerbernie est un acte rapide, qui dure moins
d’'une heure, qui est le plus souvent pratiqué epl@yant une prothese textile qui permet le
renforcement de la paroi abdominale et la rédudionisque de récidive. Cette opération est par
ailleurs maitrisée par la plupart des praticier&cigisés dans la chirurgie générale ou non. Mais

comme pour tout acte invasif, aussi réduit soitxil risque de complications persiste.

Les infections du site chirurgical représententctamnplication la plus sévere car elle peut
nécessiter un retrait de la prothése. De pluspte infectée ne peut faire I'objet d’une nouvelle
implantation, ce qui engendre un risque de récugehline antibioprophylaxie préventive est
donc systématiqguement administrée par voie intreeeeie lors de l'intervention. Cette technique
n’est toutefois pas exempte d'effets secondaires.

Les douleurs post-opératoires des premiers joutsétin recemment liées a l'apparition de
douleurs chroniques [2], se manifestant plusieuossnapres lintervention, entrainant génes,
arréts de travail voire méme pour les cas les gtages, une intervention supplémentaire. Pour
les douleurs en revanche, aucun protocole réelleafénace n’existe, les pratiques courantes
reposent sur la prise d’analgésiques conventionypks paracétamol, voire pour les douleurs
aigués l'injection de morphiniques. En effet, I&idulté du traitement de la douleur repose sur
son caractere subjectif. Néanmoins, de nombreutogotes d’analgésie postopératoire par
infiltration directe du site opéré ou par instilket continue d’anesthésiques locaux ont été
proposés sans toutefois aboutir & un compromisfami@nt entre la facilité du procédé et une
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efficacité analgésique sur la durée (4 a 7 jolBg][ Cela s’explique par une élimination rapide

du principe actif par les fluides corporels aprgsadtion.

Une approche consiste a modifier le dispositif mmphble textile, afin de lui conférer les
propriétés d’'un systeme a libération prolongéeDoug Delivery SystenfDDS) et ainsi agir
directement sur le site opératoire.

De nombreuses techniques ont été développées afopaiter les propriétés de molécules
bioactives a la surface d’'un matériau en passaammuoent par le greffage covalent. Dans le cas
présent, une mobilité du principe actif est nédessain qu’il agisse directement au niveau du
nerf et de I'influx nerveux. Il conviendra donc d&ioitre la capacité d’adsorption du textile afin
gu’il puisse libérer la substance active choisierdmiere prolongé@ situ apres I'implantation.

Partant de ce constat, un partenariat est née émtemcieté COUSIN BIOTECH, fabricant
d'implants textiles destinés notamment a la chieurgiscérale et I'Unité Matériaux et
Transformation (UMET) de I'Université de Lille 1 BUnité INSERM U1008 Médicaments et
biomatériaux a libération contrblée, sous la formiene thése en convention CIFRE
(n°1032/2008).

L’équipe Ingénierie des Systemes Polymeres de I'UMbBbreveté au début des années 2000 [6,
7] un procédé permettant de traiter les fibres datériau textile en les enrobant par un
polymére de cyclodextrines. Ces molécules cagesleomfpacité de former des complexes
d’inclusion réversibles avec une large gamme decjpes actifs.

Le concept basé sur ces travaux nécessitera domprégnation du dispositif fonctionnalisé
pendant lintervention juste avant son implantatidans une solution contenant un agent

antibiotique d’'une part, un composé analgésiquetcEgpart.

Ce document s’articulera en trois parties.

Afin de bien situer le contexte de I'étude, noubutérons par un rappel des pratiques afin de
lutter contre ces complications. A cette occasiongétat de I'art sera dressé afin de situer notre
concept par rapport aux produits actuellementesundrché et par rapport aux autres techniques
eémergentes faisant appel notamment a la technaliegi®©DS.

Nous terminerons cette étude bibliographique marptésentation du concept que nous
proposons, la fonctionnalisation de plagues indasau d’'implants pariétaux par un polymere
de cyclodextrines. Nous verrons tout d’abord lesthwdes connues pour apporter leurs

propriétés particulieres a la surface des textpesyr ensuite revenir sur les travaux antérieurs
8
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dans le domaine des biomatériaux réalisés danadee ae la collaboration entre les 2 équipes
(UMET et U1008).

Dans une seconde partie, seront présentés lesifgraatériels et méthodes employés au cours
de ce projet en termes dennoblissement des textiie caractérisations et d’évaluation
biologique et microbiologique.

Enfin dans la troisieme et derniére partie, l'opsiation des parametres d’ennoblissement des
implants textiles par les cyclodextrines sera pri&®e Les textiles fonctionnalisés par le
polymére de cyclodextrines seront caractérisésugtdiocompatibilité sera évaluée. L’activation
de ces dispositifs par un antibiotique sera présepar une étude d’adsorption ainsi que par des
cinétiques de libération dans deux milieux et pévaluation de la persistance antibactérienne
par une étude bactériologique. L’affinité des inmpda fonctionnalisés vis-a-vis de deux
anesthésiques locaux sera présentée a traversudeeféndamentale en résonance magnétique
nucléaire et électrophoréese capillaire ainsi quedes isothermes d’adsorption. Ceci permettra
de confronter I'approche théorique fondamentalad@ten solution) et I'applicatif (chargement
du principe actif sur le textile).

Apres avoir discuté les résultats obtenus toubag He ce projet, nous conclurons en évoquant

ces perspectives.
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I. Les hernies de la paroi abdominale

|.1. Généralités

Le traitement des hernies de la paroi abdominalgraanment appelé « cure de hernie », est I'un
des actes chirurgicaux les plus courants en Fri8)c@] avec plus de 200000 interventions en
France en 2010. On appelle « hernie », toute mioinude viscere ou de graisse a travers un
orifice (collet) anormal [10]. Ces pathologiesplas souvent bénignes ne font pas de différences
selon I'age et le sexe, apparaissant aussi bien lehaouveau né que chez le sportif de haut
niveau. Une saillie herniaire de diameétre varigfplsqu'a 40 mm au collet) est visible sur la
paroi abdominale. En premiere intention, on peutfopa réduire cette protubérance en
repoussant les organes a l'intérieur de la pardioatinale a travers cette cavité. Si I'anse
herniaire ne peut étre repoussée, il peut y avométion, au niveau du collet, d'un étranglement
des visceres du sac herniaire, qui peut engendeinécrose et des douleurs. Afin d'éviter les
complications dramatiques, la hernie est maintesgsittmatiquement traitée chirurgicalement.
Apres un rapide rappel anatomique de la paroi albtiden nous décrirons les différents types de
hernies pour nous focaliser sur la plus communehdaie inguinale, et ses différentes

techniques de réparation chirurgicale.

Malgré une paroi musculaire trés dense, la sanglerainale est traversée en quelques points
par des canaux traversés par des vaisseaux sar(gaine et artere fémorales) ou le cordon
spermatique chez 'lhomme. Ces zones sont autgmbides faibles de la paroi abdominale.

Sur la face antéro-faciale, on en dénombre quaimeipales :
» Larégion ombilicale
* La région épigastrique
» Larégion fémorale

» Larégion inguinale
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épigastrique

0—7 ombilicale
lesc cicatricielle
(siéges communs)
fémorale —¢ O N
[ inguinale

Figure 1 : Principales localisations des hernies da paroi abdominale [11]

Chacune de ces zondsgure 1) offre la possibilité aux viscéres de la cavibé@minale (le plus
souvent les intestins) de migrer notamment lorffa'es, de 'augmentation de la pression intra-
abdominale ou d'un relachement de la paroi digel'a

L’'occurrence de ces hernies est régie par cert@oeurs physiologiques ou résultants de
I'activité quotidienne du patient.

Ainsi, on différencie deux types de hernies, lesnies dites «congénitales », qui sont
conséquentes a une malformation ou un défaut deatoon lors du développement fcetal, et les
hernies dites « acquises », qui sont consécutivieactivité du sujet ou de son état de santé
(surpoids, travail de force, etc...).

Les hernies de laine, inguinales ou fémoralestergsles pathologies les plus rencontrées,

représentant 90% des cas.

[.1.1. Hernie ombilicale

Elles sont congénitales chez les nouveaux nésltagsad’une fermeture incompléte du cordon
ombilical. Durant les premiéres années et le d@gsment de la paroi musculaire, les hernies de
moins d'l cm se résorbent automatiquement et sas®ib de recourir a un traitement
chirurgical. Celui-ci devient systématique si latestins sont incarcérés, pour les anomalies de
plus d’'un 1 cm de diameétre, chez tout enfant de glu2 ans [12].

Chez l'adulte, elle est susceptible de survenitesai de nombreux facteurs agissant sur la
pression intra-abdominale comme l'obésité et | tchronique [13]. Les femmes sont les plus
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touchées [12], pendant ou consécutivement a lasgsse. Comme pour tous les types de
pathologies herniaires, I'age et I'affaiblissemeet la paroi abdominale peuvent provoquer la
formation d’'une hernie.

Le risque d’étranglement du contenu du sac hemiaste important (10%) [13], ce qui oblige le

traitement chirurgical systématique pour les an@sale plus de 2 cm de diametre.

[.1.2. Hernie épigastrique

Les hernies épigastriques, aussi appelées heraiés ldgne blanche, sont des hernies acquises
[12]. On les retrouve majoritairement au dessubamebilic. Elles résultent d’'une augmentation
de la pression intra-abdominale mais aussi duliggiment des tissus aponévrotiqu&e petite
taille (inférieure a 25mm), le sac herniaire netmm que de la graisse sous-péritonéale, mais
rarement des visceres.

Avec les hernies ombilicales, elles ne représempeatl0% des cas.

[.1.3. Hernie fémorale

Les hernies fémorales ont une incidence plus élekée la femme, due a la largeur du bassin,
plus importante par rapport a ’'homme. Dans cedtbqlogie herniaire, 'anse herniaire descend
le long du canal fémoral via I'anneau fémoral [IF’agit d'une hernie directe de petite taille,
qui présente un important risque de complicatiofsadun étranglement du contenu du sac
herniaire, le collet étant assez réduit [15].

De par sa position, le diagnostic de la hernie f@hecest compliqué. Dans 50% des cas, elle est

détectée suite a des douleurs dues a un étrangldi@n Le diagnostic est d’autant plus

compliqué si le patient est en surpoids. Ellesésgntent environ 15% des cas.

[.1.4. Hernie inquinale

Les hernies de la région inguinale représententdprité des pathologies herniaires de la paroi
abdominale soit 75% [8]. On estime a 160 000 et GO0 le nombre de cures de hernies de
laine (fémorale + inguinale) respectivement enném et aux Etats-Unis. 95% de ces
interventions sont consécutives a une hernie ira@in

On distingue deux types de hernies de la régionimade, les hernies directes et indirectes.

! Tissus fibreux qui entourent les muscles - Apooger
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* Les hernies indirectes

Le sac herniaire contenant le plus souvent lestint entourés de péritofé&ansite dans le
canal inguinal, le long du cordon spermatigegyre 2). Il s’agit les plus souvent d’'une hernie
congénitale qui se déclare sans prédominance de [A7]. Elle résulte alors d’'un défaut de
fermeture de l'orifice inguinal profond.

L’anse herniaire suit le trajet du cordon spermatig I'intérieur du canal en passant par l'orifice
inguinal profond. Si la migration de l'anse se puil; elle descend jusqu’a lintérieur du
scrotum, présentant de ce fait un risque impodattanglement.

Dans certains cas, les hernies indirectes peuvestbdatérales et survenir dans les canaux

inguinaux gauche et droite simultanément.

* Les hernies directes

Elles sont consécutives a une faiblesse muscutkiréa paroi postérieure [11] entrainant la

protrusion de I'anse herniaire perpendiculairensrfascia transversalis directement & travers

la paroi, entrainant ce dernier ainsi que le pé@etadans le canal inguindiure 2).

L’augmentation de la pression intra-abdominale jowmerdle prépondérant dans ce type de
pathologie, ce qui en fait une hernie acquise. Gdgat, des études ont montré que la paroi de
sujets atteints une hernie inguinale directe pité#tenne faiblesse structurale, par rapport a des
sujets sains [18, 19]. De ce fait, l'origine coniggle ou acquise de la hernie directe reste
incertaine.

Elle présente néanmoins un faible risque d’étrangtg, le diameétre du collet étant relativement

important.

2 Membrane séparant les viscéres de I'abdomenpetrts musculaire

¥ Membrane aponévrotique située entre le péritdite muscle transverse
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Hernie inguinale directe (acquise) Hernie inguinale indirecte (congénitale)

Péritoine

Fasciatransversalis

Pli Pli
m.transverse de ombilical  ombilical Pli
I'abdomen latéral médial ombilical
m. oblique interne [ I médian
i Triangle | i

m. oblique externe | inguinal

Vaisseaux testiculaires
entrant dans le cordon
spermatique

Conduit déférent
Anneau inguinal profond Conduit déférent

L’anse intestinale herniée passe
latéralement aux vaisseaux
épigastriques inférieurs et pénétre
dans I'anneau inguinal profond

L’anse intestinale herniée passe
MEDIALEMENT aux vaisseaux épigastriques
inférieurs et refoule ie péritoine et ie fascia
transversalis dans le triangle inguinal pour
pénétrer dans le canal inguinal

a. et v.fémorale
Anse intestinale a

Anneau inguinal superficiel RS
9 P I'intérieur du cordon

Sac herniaire
(descend parallélement au cordon
spermatique)

Sac herniaire
(dans le cordon)

Cordon spermatique

Figure 2 : Hernies inguinales directes et indirecte[20]

[.1.5. Autres types de hernies

Il existe d’autres types de hernies qualifiées ales car présentant une fréguence largement
inférieure a celles citées précédemment.

Les hernies de Spiegel représentent 0,1% des casatdelogies herniaires. Elles sont le plus
souvent diagnostiquées lors de leur complicatitraiiglement du sac herniaire), entrainant des
douleurs.

Les hernies incisionnelles (hernies cicatriciebeséventrations) sont des hernies acquises qui
apparaissent au niveau d’une cicatrice opératditme faiblesse causée par un traumatisme ou
de la déliqguescence des tissus fibreux avec I'&Qa. estime que 1% des incisions
transpéritonéales conduira a la formation d’'unaieancisionnelle.

Enfin, on pourra également citer les hernies longsaiqui surviennent sur la face postérieure du

péritoine.

Dans un souci de clarté, nous n’allons détaillerl@auite que les traitements chirurgicaux de la
pathologie la plus commune, la hernie inguinales texhniques de correction des défauts sont
basées sur le méme principe, que ce soit par régphiere) des berges de I'orifice herniaire ou

par obturation au moyen d’'un implant textile.
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|.2. La cure de hernie inguinale

Des traces de cette intervention remontent a faité mais c’est au siecle dernier que la cure
de hernie inguinale a subi une importante évoludontermes de techniques chirurgicales [21,
22].

C’est un acte chirurgical en deux temps. Dans @emjar temps, le sac herniaire est disséqué,
son contenu est replacé dans sa cavité naturedles Dn second temps, il reste au chirurgien a
refermer I'orifice herniaire et surtout a consotida paroi abdominale environnante, afin
d’éliminer au maximum les risques de récidives ta@ms. C’'est sur ce point que different la
grande variété de techniques employées de nos jours

L'utilisation croissante de matériels prothétiqaepartir de la seconde moitié du*?®siecle a
conduit a la scission entre deux familles de méthathirurgicales : les méthodes avec tension et

sans tension.

[.2.1. Méthode avec tension

Ces techniques, également appelées « herniorraghpedconisent la suture des fascias et autres
aponévroses proches de l'orifice herniaire aficaigiger ce défaut.

Le premier protocole standard a été présenté pssifachirurgien italien de la fin du 19eme
siécle. Il développa la « cure radicale de hemgpiinale », qui consiste a reconstruire le canal
inguinal en utilisant les parois antérieures etémpatires [23]. Cette intervention était
accompagneée d'un faible taux de récurrence, ainsi des plus faibles taux de mortalité et
d’infection de I'époque.

En 1945, un chirurgien canadien, Shouldice ouwreentre destiné aux traitements de la hernie
et réalise sur un grand nombre de patients, undeétomparative des techniques alors
employées [24]. La méthode Shouldice est inspieckaanéthode de Bassini dont elle differe par
I'ajout d’'une anesthésie locale dans le protoctle Elle offre un taux de récurrence moindre
(5% contre 10% pour Bassini) et sert de base degamison vis-a-vis d’'autres techniques, en
chirurgie ouverte ou ccelioscopique, avec ou sdlsation de prothése [25] [26].

Malgré les trés bons résultats qu’elles obtiennant'époque, ces différentes méthodes
engendrent par la tension des sutures, un fort deuglouleurs postopératoires et de récidives,

ainsi qu’un certain temps de convalescence.
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[.2.2. Meéthode sans tension - « Tension- Free »

Afin de pallier les problemes des réfections deopsous tension cités précédemment, certains
praticiens ont envisagé des solutions incluanttlicdtion de I'orifice herniaire par un implant
appelé « mesh », on parle alors « d’ hernioplasties

A la fin des années 1980, Lichtenstein, chirurgiaméricain, publie une procédure
d’'implantation [27] qui devient le standard en terde chirurgie herniaire sans-tension. Dés lors,
ces techniques de réparation pariétale vont sapieit La ccelioscopie sera introduite dans la

chirurgie herniaire au début des années 1990 [28].

Ces évolutions de la cure de chirurgie herniainessinsion peuvent étre classées dans 2

familles : les techniques dites « open » et lelsrtiggies laparoscopiques.

L2.2.a. Les techniques « open »
La plus répandue reste la procédure mise au pamtightenstein qui utilise initialement une
mesh en polypropyléene[27]. Elle préconise la feureetle I'orifice herniaire et la reconstruction
de la paroi par la pose d’'une prothese non réstalsai lefascia transversaligFigure 3). Cette
derniere est installée autour du cordon spermafgigefixée mais non tendue, afin de permettre

une certaine liberté de mouvement évitant une aerce la plaque [29].

Prothése

Cordon spermatique

Figure 3 : Techniques de Lichtenstein [30]

L’intervention, praticable en chirurgie générale s les chirurgiens, peut étre effectuée sous
anesthésie locale, locorégionale ou générale [14. g€nere un taux de récidive de 1%, voire
moins si elle est effectuée par un chirurgien si8é dans le domaine viscéral, ce qui est

nettement inférieur aux techniques n’employantgimsplants prothétiques (jusqu’a 13%) [31].
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Il existe d'autres techniques d’hernioplastiessdat appel a différentes structures d’'implants.
Une structure trois dimensions, appelée « plugut e insérée dans le défaut laissé par I'anse
herniaire en comblement [32-34].

Enfin des systemes combinant le renfort d’'une masbc le comblement d'un plug ont
également été décrits comme le systéme 4DD®KKECOUSIN BIOTECH [35]Rigure 4) ou

le PROLENE d’Ethicon [36].

Figure 4 : Structure 3D du systéme 4DDOME avec implant auto-adhésif ADHESIX de COUSIN
BIOTECH [37]

L2.2.b. Les techniques laparoscopiques
Avec I'aveénement des techniques ccelioscopiques;imiasives, deux méthodes employant des
voies d’abords différentes ont été développées [zoaure des hernies inguinales. Dans chaque
cas, seuls trois trocarts sont nécessaires ceédquitde nombre et la taille des incisiofég(re

5). Leur disposition dépend de la procédure suivie.

Figure 5 : lllustration de la laparotomie
La voie « Totalement Extra-Péritonéale » (TEP) ttasa déployer une prothése apres
décollement du plan situé entre le péritoine gtdeoi abdominale. Lors de I'exsufflation, en fin
d’intervention, la prothése non-fixée épouse lemés anatomiques et sera maintenue en place

par la pression abdominale [38].
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La seconde voied’abord en chirurgie laparoscopique est la « Trans-AbdaiinPré
Péritonéale » (TAPP). L’intervention a lieu dangséaité abdominale. Aprés résection de I'anse
herniaire par traction et dissection du péritolagyrothése est déployée entre le plan musculaire

et le péritoine [39, 40]. Ce dernier est refermaintenant la prothese plaquée entre les feuillets.

La chirurgie laparoscopique differe de la chirurgieverte par les moyens mis en ceuvre.
Néanmoins, des études ont montré que la ccelioss®pigénére moins de douleurs
postopératoires, ainsi qu’une convalescence ettaura la vie active plus rapide [17, 41].

Cependant, la cure de hernie inguinale pouvant @taiquée par des chirurgiens de
spécialisations variées, ceux-ci préféreront lesessod’abord ouvertes a la procédure

ccelioscopique, plus technique.

|.3. Les implants de réfection de la paroi abdomina le

[.3.1. Geénéralités

L'utilisation de textiles prothétiques dans la cdes hernie de 'abdomen a rencontré un essor
considérable avec l'apparition des techniques tgmapiques et 'engouement face aux faibles
taux de récidives herniaires observés apres redéta paroi par un implant [42]. Dés lors, ce
nouveau marché a favorisé la naissance de nouwitesprises spécialisées et la croissance de
I'offre de produits innovants. Néanmoins, mémedsire est trés vaste, le nombre de matériaux
de base utilisés pour la fabrication de ces implaatiétaux, reste restreint.
Les criteres définissant « I'implant idéal » oné établis par Scales en 1953 [43], mais et sont
encore aujourd’hui d’actualité :

* ne pas étre altéré par les fluides biologiquesc@nmpatibilité)

* ne pas générer d'allergies ou d’hypersensibilibdscompatibilite)

* ne pas générer de réactions a corps étrangerlamimtatoires (biocompatibilité)

« étre non-cancérogene (biocompatibilité)

» étre chimiquement inerte

» étre capable de résister aux contraintes mécanigbhégentes a sa fonction et a

son site implantatoire

* @tre stérilisable
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» @tre produit aisément dans la forme la plus coléravec son utilisation et ce a
moindre colt

Voici donc le cahier des charges qu’il ne nousereiis qu’a respecter pour notre étude.

Earle livre une version plus actuelle incrémentguelques criteres comme la maniabilité,

'absence de contraction/rétraction de la prothésecompatibilité avec des environnements

contaminés [44].

De nos jours, une large gamme de produits, quemdfft par leurs structures et leurs formes sont

disponibles afin de répondre au mieux a ces cstéere

Les premiéres cures de hernie par pose d'une E®tbe matériau synthétique non résorbable
ont lieu dans les années 1940 [45]. Il s'agit attepolyamides (Nyldf), déja employés comme
fils de suture, tissés en plaque textile. Tres,\lte@st apparu que ce matériau est altéré par
'environnement biologique rapidement apres im@#oh [46]. La découverte du polyéthylene
téréphtalate (PET - MersiléfieDacrorf) et du polypropyléne (PP - Marf@x Proléné&,
Surgiprd’) a cette méme époque étend un peu plus I'évateaimatériaux disponibles. De nos
jours, la majorité des implants présents sur lech@aont pour base I'un de ces deux polyméres
avec un net avantage cependant pour les prothéseseale PP, notamment aux Etats-Unis ou il
est tres présent dans la culture des chirurgiem€ElEope en revanche, de nombreux praticiens

emploient des implants en PET.

La chirurgie herniaire nécessite un traitement & mar cas, dépendant de la localisation, de la
voie d’abord choisie, de la récurrence ou encorérdportance du défaut. Ainsi, de nombreuses

protheses ont été créées afin de répondre a desesrimplantatoires particuliers.

[.3.2. Implants collagénés

Lors d’'une intervention sur une zone infectée (@lament herniaire, infection), l'utilisation de
matériaux non-résorbables est déconseillée. En, édfdbactérie de taille micrométrique, peut
facilement coloniser la prothese. Pour pallieresituation, des implants d’origine totalement
biologique ont été développés [47, 48]. Ceux-ci somstitués de collagenes collectés a partir de
dermes de porc, de bovin, d’humain ou d’autrescesugue la peau, comme la sous-muqueuse
intestinale porcine [49]. Un traitement physiqueindque ou enzymatique permet de supprimer
les organismes cellulaires afin de ne conserver lguematrice. Dans certains produits

commercialisés, celle-ci est ensuite réticuléedesr agents de type héxaméthyléne diisocyanate

22

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Guillaume Vermet, Lille 1, 2012

(Permacdt de Covidien) ou carbodiimide (CollaMéhdle Bard) [49]. Une fois implantée, la
prothése consolide la paroi a I'endroit du défaut £n étant peu a peu remplacée par les tissus
naturels. La disponibilité, le prix et la diffical& former et & stériliser ce type d’'implants lanit

cependant leur utilisation.

[.3.3. Implants anti-adhésiogéene et adhésifs

Les matériaux biostables engendrent automatiquementréponse immunitaire plus ou moins
prononcee, qui génere a son tour une fibrose ad®lirmplant et consolide ainsi la réparation.
Ce phénomene varie avec la structure, la densigaetmposition du « corps étranger » [50]. Le
PP est bien connu pour engendrer cette réponsaminfatoire [51]. Néanmoins, ce qui peut
s’avérer un avantage dans le cas d’une intervemtiérpéritonéale, créé une complication lors
d’'un abord intrapéritonéal. Ainsi, des cas d’adési postopératoires entre I'implant et les
organes ont été rapportés lors de chirurgie intrp@ale [52]. Cette complication a conduit a
I'élaboration d'implants antiadhésiogénes a basepdigtétrafluoroéthylene expansé (Gore-
Tex®) dont la structure ainsi que la porosité ne laispas la possibilité & la colonisation par les
tissus fibreux [53].
Une autre stratégie consiste a employer des maxéaati-adhésiogénes qui agissent comme une
barriére [44, 53]. Ainsi, ces implants appelés mposites », sont constitués :
* dune face «classique » en PP ou PET qui seratégevers le péritoine afin
d’offrir une bonne intégration pariétale
» d'une face enduite d’'un matériau anti-adhérentpguimet d’éviter la fibrose de la
prothése et donc les adhérences sur les viscegegpdlymeres employés sont le
silicone (Intramesh W3 COUSIN BIOTECH) ou le polyuréthane (Intraswing
Swing, Microval intra HITEX, Hi-TEX).
Dans une autre approche, la protection des adigsisinfaite par un matériau résorbable qui
isole les fibres de I'implant le temps de sa résonpcomme le polydioxanone (PROCEED
Ethicon) ou le mélange acide hyaluronique/carboxiiyiécellulose (Sepra Me§hBard).

A l'opposé de ses concepts, et pourabnord en pré-péritonéal, des solutions permettant dévit
'ancrage de la prothése par une suture ou unefeaggant depuis peu proposées. La firme
COVIDIEN propose ainsi un implant en monofilamemt BET tricoté incluant un systeme
d’accroche & base de filaments de polyacide laetigBLA) (PARIETEX PROGRIP
COVIDIEN) [54]. Ce dispositif présente sur une ds faces des picots de PLA facilitant la mise
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en place et 'ancrageigure 6) a I'image d’'un systéme «Velcte. Le chirurgien n'a alors qu’a

réaliser une suture de sécurité du produit au nidespubis.

Tricot de PET

Picots de PLA <3

Figure 6 : Observations microscopiques du ParieteRroGrip Mesh® [54]

Parallelement, COUSIN BIOTECH a récemment commkséiaun implant auto-adhésif,
I'ADHESIX® (Figure 4) , constitué d'un treillis en polypropyléne enrobé&n hydrogel de
polyvinylpyrrolidone (PVP) et de polyéthylene gly¢BEG) [55].

|.3.4. Structure et porosité

La porosité de I'implant a également un réle a jalans l'intégration tissulaire. Il est clair qu'un
textile microporeux ne sera jamais complétemerggit mais cet inconvénient pourra s’avérer
avantageux pour une implantation au contact desérgs (intrapéritonéal), empéchant le
phénomene d’adhésion [42].

Dans cette thése, seuls des tricots a larges gente 1000 et 2000 um) de type tulle sont
employés. L'intérét de ce type de treillddure 7) réside dans leur faible rigidité qui permet une
utilisation en chirurgie laparoscopique. De plukseapportent une meilleure « souplesse » a la
paroi abdominale aprés cicatrisation [50]. Enfitntégration tissulaire est facilitée par la
structure poreuse qui forme un scaffold au résedagene, précurseur de la colonisation par les
fibroblastes [42].
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Figure 7 : lllustration de différents treillis de prothéses commerciales (fabricant et composition)(A) Bard
Mesh (Bard, PP), (B) C-QUR Lite Large (Atrium, PP),(C) C-QUR Lite Small (Atrium, PP), (D) INFINIT
Mesh (Gore, PTFE), (E) Biomesh A2 (COUSIN BIOTECHPET), (F) PROLENE (Ethicon, PP), (G) ProLite
Ultra (Atrium, PP), (H) ProLite (Atrium PP), (I) UL TRAPRO (Ethicon, Polyglécaprone-25/PP) [56]

De récentes études ont montré que la densité, as e la prothese, a un impact sur la
bioréactivité de l'implant sans que toutefois uraeur optimale ne soit définie [57]. Les
implants semi-résorbables sont donc employés aiprddiguer un bon soutien a la paroi le
temps de l'intégration et ne laisser au final gqés peu de matériau prothétique en place. C’est
notamment le cas des produits comme le 4DDGME le BIOMESH SR de COUSIN
BIOTECH qui ne conservent que 25% de leur mass®i6 aprés implantation soit la structure

en PP, 75% de la structure étant composée de PBRIA [

Selon la classification proposée par Coda [58]tdasiles PET et PLLA que nous emploierons
dans le cadre de cette these, font partie des imaté« standards » en poids (entre 70 et 140

g/m2).
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|.4. Modes d’anesthésie

Trois modes d’anesthésie sont possibles lors derkade hernie inguinale et sont déclinés non
seulement en fonction de la val@abord mais aussi de I'importance de I'intervention.
L’anesthésie générale était encore le mode le @hployé dans les années 2000 [59]. Bien
gu’inhibant la douleur pendant [lintervention, elleomporte tout de méme quelques
complications (nausées, vomissements,...). Les tquabnicoelioscopiques sont le plus souvent
effectuées sous anesthésie générale [60]. De m&mesthésie spinale ou épidurale comporte
un risque de lésions de la moelle épiniere, si @lst pas correctement pratiquée. Ces deux
techniques présentent des effets secondaires t{ogtenrinaire, blocage du tractus gastro-
intestinale, etc...) et nécessitent le passage paseamice de réanimation post-opératoire.
Paradoxalement, il ne semble pas y avoir de ligreda mode d’anesthésie et la survenue de
douleurs postopératoires [61]. En revanche, I'dréssé locale offre la possibilité d’éviter les
complications et effets secondaires tout en assuranetour a une activité normale rapide [59].
Elle est principalement pratiquée lors de techrsgde chirurgies ouvertes et dans le cas de

« day-case surgery » ou chirurgie ambulatoire serjaurnée.

Comme nous venons de le voir, le chirurgien a donéarge panel de techniques de réfection
pariétale. Selon ses convictions, son niveau disei et la pathologie rencontrée, il peut

s’orienter vers une méthode sans ou avec implantae renforts prothétiques.
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Il. Les complications de la cure de hernie

inguinale

En tant qu’acte chirurgical invasif, la chirurgierhiaire soumet le patient aux risques de
développer des complications post-opératoires. e€all affectent plus ou moins le

rétablissement et donc le retour a une activiténade.

II.1. Douleurs chroniques

Bien que l'infection soit la plus commune complioatsuite a une cure de hernie, la douleur
chronique post-chirurgicale, longtemps sous-estiraéesans conteste la plus invalidante. Fort
de ce constat, la gestion de cette douleur repisa nos jours un véritable enjeu socio-
économique [62]. Elle conditionne une récupérafiacilitée et donc un retour rapide a une
activité normale pour le patient. Elle peut caudes complications secondaires comme la

dépression ou des dysfonctionnements sexuels [63].

[1.1.1. Facteurs et mécanisme

Une douleur est définie comme étant « une expegisensorielle et émotionnelle désagréable,
liée a une Iésion tissulaire réelle ou potentialedécrite en termes d'une telle Iésion » [64].

A l'origine d’'un signal douloureux, on trouve lesaicepteurs. Ces récepteurs sensoriels sont
situés sous la peau (somatique) ou sur les orgas®raux) et sont chargés de détecter les
stimuli étrangers nocifs (brOlure, pression, inflaation,...). lls transmettent ensuite
l'information percue sous forme de signaux élecetransitant le long des axones. Ces fibres
nerveuses sont les prolongations des neuronesiet&mies au sein des nerfgglre 8). Parmi

ces axones, on trouve les fibres A responsabldéa ttansmission des signaux mécano-sensitifs
(toucher, pression) et les fibres C qui transfetestsignaux douloureux (brdlures, substances

algogeénes,...).
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 AXIONE

ENDONEVRE - !
| = GAINE DE MYELINE

PERINEVRE " — NGEUD DE RAVIER

Propagation de l'influx nerveux

e

Gaine de
myéline

Noeud de
Ranvier

VAISSEAUX

EPINEVRE SANGUINS

Figure 8 : Structure d’'un nerf et schématisation dd'influx nociceptif [65]

Avant le transfert de linflux au neurone de I'épirdorsale, un inter neurone régit la
transmission. Celui-ci inhibe I'influx nerveux débres C, responsables de la douleur tout en
étant lui-méme excité par l'influx des fibres A. glgenomeéne, appelé « Gate control » conduit a
un systeme de balance entre les influx nerveuweehet de mieux gérer l'influx nociceptif en
agissant sur cet équilibrgigure 9).

Voies
de la douleur
Neurones
nociceptifs ]
E
ra
Intereurones I
Neurones Inhibiteurs o onee
Aca et AR c

Figure 9 : Schématisation de la théorie du « Gatedhtrol» [66]
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Lorsque le systeme nerveux fonctionne correctem@mfiux neveux transitant par les fibres
nociceptives est atténué par I'action inhibitriae linterneurone, lui-méme activé par I'action
des fibres A, plus rapides et plus puissantese Signal transmis par les fibres nociceptives est
supérieur a celui des fibres inhibitrices, une daul« somatique » ou « viscérale » est alors
exprimée avant un retour a la normale.

Lorsque les fibres A sont Iésées ou sectionnéefiuk nerveux nociceptif provenant des fibres
C n’est plus régulé et I'information douloureuseéva en continu au systéme nerveux central.
On parle alors de douleurs « neuropathiques »0jahs certains cas, si I'influx nociceptif est
trop fréquent, il submerge le signal inhibiteucede une sensibilisation, appelée hyperalgésie, et
aura pour conséquence de diminuer l'intensité dumutis nécessaire a I'expression de la
douleur.

On estime a 12% le nombre de patients qui resseimejours des douleurs 3 mois apres
l'intervention [67]. Les critéres définissant cettemplication sont : une douleur apparue apres
I'acte chirurgical, qui dure depuis au moins 2 nmetislont d’autres sources que l'intervention ou
une antériorité ont été exclues [68].

Plusieurs facteurs de risques pré- ou péeropéraia@tesceptibles de générer des douleurs apres la
cure de hernie, ont été identifiés [63, 67, 69, @i lesquels : le surpoids, I'age inférieur a 40
ans, la récurrence de la hernie, le sexe fémiainjoie d’abord et la technique chirurgicale,
I'infection et les douleurs pré- et postopérataires

L’incidence de ces derniéeres sur la survenue déeedmichroniques post-chirurgicales est depuis
longtemps démontrée [2, 63, 68, 70, 71].

La compréhension des mécanismes d’expression ms#isus d'apparition de ces douleurs a
permis de mettre en place un ensemble de protoeblds techniques de prévention et de lutte

contre ces derniéres.

[1.1.2. Prévention de la chronicisation de la doule  ur postopératoire

II.1.2.a. Evaluation de la douleur
La douleur étant une perception trés subjectiveerdes techniques plus ou moins efficaces ont
été développées pour la quantifier [72]. La plupleyée a I'’heure actuelle est la mesure par un
systeme d’échelle telle que I'échelle visuelle agamue EVA Figure 10). Celle-ci se compose
d’'une réglette double face de 10 cm. Sur une fecpatient déplace un repere sur une ligne

allant de «Pas de douleur » a « Douleur insupplertabSur le verso, le praticien peut évaluer
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guantitativement (entre 0 et 10 ou 100 selon ledates pour le maximum) la douleur exprimée
[73].

Pas Douleur
de donlear insupportable

Mesure de 'intensité de la douleur
par I"échelle visuelle analogique

Figure 10 : Echelle Visuelle Analogique — A) Facegpient — B) Face praticien

Cette échelle a fait I'objet d’'une adaptation gigpk pour son utilisation dans le domaine
pédiatrique a travers des émoticones caractélisauifférents niveaux de douleurs.

Des techniques simplifiées sont disponibles pow d¢as ou la compréhension est plus
compliguée comme pour les aveugles ou les persdgss. Des lors, I'évaluation s’effectue
oralement soit par notation par le patient entet 00, 10 étant le maximum intolérable (échelle
numerique) soit par qualification entre « abserisghle, modérée, intense et extrémement
intense » (échelle verbale simple) [72].

La douleur chronique n’étant détectée que 2 a 3 mpies I'intervention, des questionnaires ont
éte créeés. Ceux-ci comportent des questions syudhté de vie, la nature et la qualification de
leur douleur, le site concerné et la périodiciteeie douleur [74] [75].

D'un point de vue expérimental, il existe une dieaide tests de routine sur animaux,
principalement le rat et la souris, afin de tedtactivité analgésique d’'un composé ou
appareillage [76]. Parmi ceux-ci, on peut citer tlests par action mécanique comme le test de
Randall-Selitto ou le test de Von Frey. Une prassimissante est appliquée uniformément

(Randall-Selitto) ou par un filament (Von Frey) saipatte de I'animal qui la retire lors que le
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seuil de douleur est atteint. Ce test est égalerpeatiqué sur I'humain afin de tester la
sensibilité dans les membres par exemple.

Un autre type de technigue comme le test de retiaia patte stimule les nocicepteurs
thermiques par une plaque chauffante (test de Eavgs) et permet d’évaluer le temps de
latence entre le stimulus et la réaction de retyaiit engendre [77].

Un test spécifiqueHgure 11) a la douleur viscérale, inhérente a la cure deibea été
développé par Ness en 1988 [78]. Un ballonnet dhfitodans le rectum de I'animal est gonflé
progressivement. Lorsque le seuil de douleur dstnat on peut observer une contraction de

'abdomen, réaction caractéristique a la doule@ji [80].

Traitement

Amplificateur — =
Filtres W de%
données

oscilloscope

A Controleur
distension

Azote

A

Y

Valve et
transducteur de
pression

Figure 11 : Schéma de principe du test de distensi@olorectale sur le rat [81]

I1.1.2.b. Techniques conventionnelles

Une douleur chronique postopératoire est une coadon de ces deux types de processus,
neuropathique et somatique/viscéral.

Les nerfs de la région inguinale, illioinguinal dliohypogastrique, sont les cibles principales de
dommages. La premiére mesure de prévention denksiera donc d’identifier et de préserver
ces fibres nerveuses. En cela, la voie d’aborcha@e a jouer dans la prévention de la douleur.
En effet, il a été démontré que la chirurgie deetypopen » (Shouldice ou Lichtenstein),
comportant une dissection des plans aponévrotigusesi’a I'orifice inguinal profond, est plus
algogéene que la technique laparoscopique, moinasive [63, 67, 70, 82]. De plus, les

techniques « sans tension » diminuent lincideneedduleurs postopératoires, méme si la
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réponse inflammatoire a l'implantation peut génémee sensibilisation des nocicepteurs. Enfin,
I'utilisation d’'une plaque non fixée ou fixée paesdagrafes est un facteur d’apparition de
douleur postopératoire, car générant des irritatianir des lésions nerveuses a terme [67].

Le concept d’analgésie préemptive, né a la finadeges 1980, propose d’anticiper les signaux

de la douleur par un traitement analgésique prabmés [83].

Le traitement médical des douleurs neuropathiqaéses a modérées peut s'effectuer par la
prise de paracétamol et d’anti-inflammatoires nmaidiens (AINS). Dans le cas de douleurs
séveres, l'usage d’opioides ou d’antiépileptiquesmme la gabapentine s’avére nécessaire [67,

84]. En dernier recours, les nerfs 1ésés peuveateglievés par neurectomie [85].

Les blocs analgésiqubspré-ou postopératoires d’anesthésiques locaux )(Atermettent
d’atténuer la douleur aigué avec donc une incidesucda douleur post-chirurgicale chronique
[86]. Ces molécules agissent en bloquant la coimmucte I'influx nerveux le long de I'axone

neuronal. Il s’agit donc d’une injection d’anesiigégs locaux a proximité des nerfdgure 12).

Muscle obligque externe

Muscle oblique interne

Epineilliaque

, .. Nerf femoral
antéro-supérieure

Nerf ilio-hypogastrique

Nerf ilio-inguinal

Figure 12 : Emplacements des injections pour I'angkésie locorégionale (bloc ilioinguinal) [87]

En combinaison avec des anti-inflammatoires norro&t&ns en prise parentérale afin
d’optimiser I'effet analgésique, cette techniquavsre tres efficace et répandue. Les risques de
complications liés aux blocs anesthésiques sodiffiasion de I'anesthésie a la zone fémorale

* Injection simple ou multiple directement sur umfrésant & insensibiliser une zone
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[86] et le passage dans le systéme sanguin, lepAssedant une certaine cardiotoxicité. Enfin,

I'injection elle-méme peut causer une lésion neseeu

Les techniques d'infiltration ont également un effeportant sur la douleur postopératoire [59,

88]. Certaines études proposent d’administrer thraent les ALs sur les quatre plans (peau,
tissue sous-cutanée, espace aponévrotique entraussles obliques externe et interne et sac
herniaire) lors de la fermeture de la plaie posrtechniques « open » [86, 89]. Des études ont
été meneées sur linfiltration en injection simplkesdoerges de la cicatrice [3]. Elles ont montré
gu’il était plus efficace d’'injecter en profondeguw’au niveau cutané. Cette technique a malgré
tout ses limites, I'analgésie consécutive aux tirdfiions ne durant que le temps d’action des

principes actifs (anesthésiques locaux) soit mdea8 heures.

Une technique dérivee du protocole dinfiltrationropose ['utilisation d'une pompe
élastomérique de type ballonnet et un cathéteripeutoré [90-93]. Cette méthode consiste a
insérer autour du site chirurgical un cathéter ipeiforé relié a un systeme de diffusion lente
comprenant un ballonnet rempli d’anesthésique I¢agivacaine 0,75%, 0,2%, bupivacaine
0,5% ou lidocaine 1%). Celui-ci est instillé ditient sur le site d'implantation pendant une
durée de 48h. Il a été démontré une diminutioraddoluleur ressentie pendant cette instillation.
Des dispositifs dédiés a linfiltration continue gp@pératoire ont déja été commercialisés
comme par exemple la société | Flow sous le nomx @n-Q Pain Bust& (Figure 13) ou

encore la société WYM France sous le nom de Aceut94].

-
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/

N

ONQ Pompe On-Q

Tubulure —

{ Pince

Filtre & Régulateur
24

Catheter

Figure 13 : Dispositif On-Q Pain Bustef[95]
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Néanmoins, ce type d’appareillage rallonge la dud@stervention et nécessite des soins
supplémentaires comme le retrait du cathéter. dqud infectieux n’est pas exclu [96] ainsi que

le risque d’obturation des pores de ce dernier.

Il a été établi qu’apres injection d’une solutioild a proximité d’'un nerf notamment lors de
blocs périphériques, plus de 99% de la dose irgeest absorbée dans la circulation générale
[97]. Ainsi seule une trés faible fraction de pipeactif parvient jusqu’a la fibre. L'avenir des
techniques de prévention de la douleur pourra té@néficier des avancées technologiques dans
le domaine des systémes a libération prolongée @bcaiments qui permettrait d’augmenter la
durée d’activité analgésique tout en conservantiotevention chirurgicale simple et rapide
[86, 98].

IL.1.2.c. Techniques émergentes

Concernant la chirurgie par laparoscopie, une égitgienne propose d'utiliser un appareil de
nébulisation (Aeroneb PPp Aerogen) afin d'insuffler avant la fermeture, 'mtérieur de la
cavité péritonéale, un anesthésique local (lidagarapivacaine, bupivacaine) sous forme de
fines gouttelettes [99]. Une étude antérieure mriésene méthode d’insufflation par aérosol
[100]. Bien que ces techniques permettent de diff@® maniere beaucoup plus homogene le
principe actif dans la cavité péritonéale lors @untervention sous ccelioscopie, elles sont
exclusivement réservées a ce type de voie d'abdrdhee procurent qu’'une analgésie

postopératoire de 4h maximum.

Un brevet décrivant un systéme a libération profend’anesthésiques locaux, a été proposé par
le Dr Pelissier [101]. Celui-ci, sous forme de piaties a placer directement au niveau du site
opéré, libere d’abord une forte dose (« burst-efg¢ad’anesthésiques locaux puis des doses
dégressives. L'implant se compose d'une matricePdé/CaproLactone(PCL)/PolyLactique
Acide-Glycoligue Acide (PLAGA) dans laquelle estégré un principe actif (bupivacaine ou
ropivacaine). Ce dernier est libéré lors de la aldafion lente de la matrice polymere apres
implantation. Les quantités de principe actif sbasées sur les valeurs employées dans les
études d'infiltration. Néanmoins, alors que la t@mmek actuelle vise a limiter la présence de
matériaux prothétiques par des implants Iégersemi-ggsorbables.

Une autre matrice polymere composée d’'un copolyrd@&ede poly(sébacique-co-ricinoléique)

a éeté chargée en bupivacaine afin de pouvoir @eetée directement sur le site opératoire [102].

Alors que les étudds vitro montrent une libération du principe actif jusqd’fours, I'efficacité
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in vivo sur souris, par le test de Hargreaves (retraladgmtte sur une plaque chauffante) a étée
démontrée jusqu’a 30h apres injection de la fortmarssur le nerf sciatique et ceci, sans toxicité
de cette derniéere. Malgré ces bons résultats, i¢ de production a grande échelle d'un tel
systeme est rédhibitoire pour une application einudie inguinale. Les auteurs ont depuis
orienté son utilisation vers la délivrance de molés antimitotiques, comme le paclitaxel pour

le traitement anticancéreux [103].

Une voie envisageable serait I'utilisation de laditextile de la plaque d’éventration en tant que
systeme a libération prolongée par l'incorporatiun principe actif directement lors de la
production du fil. Une étude israélienne [104] déler synthése d’'un textile non-tissé composé
d'un mélange de polycaprolactone et de polyuréthdaes lesquelles est inclus un anti-
inflammatoire non-stéroidien, le kétoproféene avanproduction de fibres par electrospinning.
La dégradation de la partie polycaprolactone daesi permet la libération lente du kétoprofene
au-dela de 14 jours. Néanmoins, la préparation dlamge polymére dans le chloroforme, le
colt et la cadence des productions d'une tellecwstre sont autant d’éléments limitant

I'utilisation de ce procédé a grande échelle.

Enfin, d’autres vecteurs d’anesthésiques locauxneentes micro- et nanoparticules ou les
liposomes sont largement décrits dans la littéeaf@®, 105-108]. Parmi ces techniques, on peut
citer les complexes anesthésiques locaux/cycloaestr Il a été démontré dans de nombreuses
études que lintroduction de ces oligosaccharidesmpt, par le phénoméne d’inclusion,
d’augmenter la durée d’efficacité des principe#saefpres injection mais également de diminuer

leur toxicité systémique intrinséque [109, 110].

Bien gu’aucun protocole universel ne soit encoebléf111], toutes les techniques citées ci-
dessus s’inscrivent dans une démarche d’analgédi@modale visant a réduire la douleur et la
consommation d’opioides, limitant ainsi leurs effeecondaires et facilitant au final le retour

rapide a une activité normale [60].

Il apparait néanmoins que le meilleur compromiseelat diffusion lente du principe actif et une
actionin situ a la source de I'influx nerveux, implique des t@Egnes de systemes a libération

prolongée directement disposés a la surface ddamtspde réfection de paroi abdominale.

35

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Guillaume Vermet, Lille 1, 2012

De plus, les systemes a libération prolongée cotapbrdes cyclodextrines semblent tres
prometteurs pour cette application, notamment s3lent combinés a [Iefficacité des

anesthésiques locaux.

I1.1.2.d. Les anesthésiques locaux
Ces dérivés de la cocaine sont regroupés en deuiftefm de molécules, les aminoesters et les
aminoamides [112] [113]. Leur structure peut étgsakciée en 3 partiegigure 14), dont vont
dépendre étroitement leur puissance intrinseqleuetemi-vie :

e La partie lipophile, constituée d'un cycle aromatq(benzene di- ou tri-
substitué), qui permettra la pénétration de la mo& dans le couches
phospholipidiques ainsi que sa fixation

 La chaine intermédiaire (amide ou ester) dont dimement augmente la
puissance et la liposolubilité mais égalementdgue d’effets indésirables

» La partie hydrophile (amine tertiaire) qui joue néte dans I'hydrosolubilité de la
molécule et donc dans la répartition sanguine, dardiffusion, ainsi que dans

I'ionisation.
B ; Chaine a : :
Péle lipophile :intermédiaire: Péle hydrophile
IH ]
| 1
) 1
,N RI\N/R2
] ]
I | [
] 1
| O ] R3
]
1

Figure 14 : Structure d'un anesthésique local de fye aminoamide

lls agissent directement au niveau de la parofiless nerveuses en bloquant réversiblement les
canaux sodiques, responsables de la conductioreuss\figure 15 par échange cationique
Na'.

Initialement, injectés sous forme ionisée a pH casngntre 4,4 et 5, ils pénétrent dans la cellule
neuronale a travers la membrane phospholipidigoes da forme neutre. Dans le milieu
intracellulaire, ils sont ionisés de nouveau, p&idient aux acides aminés de la paroi protéinique

du canal sodique sur le versant intracellulaire dféen obturer I'acces.
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B : AL Forme neutre (base)
BH+ : AL Forme ionisé (acide)
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Figure 15 : Mécanismes d’action des anesthésiquesaux [114]

Le métabolisme de ces principes actifs s’effectaiesde foie [112] sans toutefois atteindre les
concentrations toxiques de leurs métabolites a uesq (mono-éthyl-glycine-xylide,
pipéxoloxylidine,...).

Il a été démontré que leur effet ne se limite paseul contréle de la douleur. lls possédent
egalement une efficacité anti-inflammatoire intégge [115], méme si cet effet est complexe et
reste a évaluer vis-a-vis d’autres principes aetifs-inflammatoires [116] [117].

Deux anesthésiques locaux ont été sélectionnésasgeils de practiciens pour ces travaux.

» Lalidocaine
Cet aminoamide est de nos jours I'AL le plus répakrigure 16). Commercialement, elle est
également connue sous le nom de Xylocaioe lignocaine. Les concentrations des solutions
pour I'anesthésie locale présentes sur le marche 286 (20 mg/mL), 1% (10 mg/mL) et 0,5%
(5 mg/mL).

T

Figure 16 : Structure de la lidocaine

Elle posséde une durée d'efficacité de 1h30 a hgui est considéré comme court pour un
anesthésique local [112]. Elle est souvent utilis@@mme un anesthésique local a délai d’action
rapide et donc de ce fait en application topiqueni@eau des muqueuses). Ainsi, on la retrouve

sous forme de patch a 5% [118, 119], utilisé dansditement de la douleur post-herpétique.
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Elle est également présente dans la creme EMLAe(EatMixture of Local Anesthetics) qui est
un mélange lidocaine 2,5% - prilocaine 2,5% [120¢i@ans des sprays et autres pastilles pour
administration orale, comme par exemple les comgsitnsucer StrepSil

Elle est aussi employée en prophylaxie afin de gméWarrhythmie cardiaque (anti-arythmique
de classe Ib) [121] [122].

La concentration plasmatique correspondant a tdidralibre et considérée comme seuil toxique
(cardiovasculaire et neurologique) de cet anesibédiocal a été évaluée a 5 pg/mL. De méme
la dose maximale tolérée se situe autour de 7-&grggit 500-600 mg, chez ’'homme de 80 kg
[123].

Toutefois, elle n’en reste pas moins employée cormnesthésique local dans le traitement des
douleurs postopératoires. Ainsi le Pr Joris et &guipe démontrent I'efficacité de la lidocaine
par voie intraveineuse dans le cas d'une colectosuiela diminution du délai de sortie et la
récupération postopératoire [124]. Les doses re@agsle patient étaient de 1,5 mg/kg en
induction de I'anesthésie générale, 2 mg/kg/h penhtiatervention puis 1,33 mg/kg/h pendant
les 24h post-opératoires. Malgré de trés bons tadsulune étude a plus grande échelle était
envisagée afin d’identifier d’éventuelles complioas dues a la perfusion intaveineuse, bien que
les valeurs plasmatiques de lidocaine se situedessous du seuil de toxicité.

Concernant la chirurgie abdominale, Chavez-Abratlémontre que I'analgésie par perfusion de
lidocaine au site chirurgical est efficace pour umfdtration post-opératoire de 50 mg suivie
d’une infusion a 20 mg/h avec possibilité de balast0 mg toutes les heures [93]. Ce protocole
nécessite une quantité totale de lidocaine de 9@aour un homme de poids standard (80 kg)

en infusion.

* La ropivacaine
Cette molécule est I'un des derniers anesthésilpeasix synthétisés vers la fin des années 90
[97]. C’est un analogue de la mépivacaine et deufaivacaine. Cette derniere a été longtemps
considérée comme l'anesthésique local de référearcematiere de blocs et d’analgésie
postopératoires. Des études ont démontré qu’ellapoatait une toxicité systémique plus
importante que les autres anesthésiques locaugrénséh puissance accrue [125]. Des molécules
similaires en puissance mais moins dangereusedgmaystemes cardiaque et nerveux centraux
ont donc été investiguées. Ainsi la ropivacainetspgésentée comme le meilleur compromis
actuellement, permettant d’utiliser des doses plysortantes car elle présente des seuils de

toxicité plus élevés, pour une puissance comparfli#lé]. Sa demi-vie d’élimination apres
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injection intraveineuse est de 1,8 + 0,7 h pour dun&e d’action allant de 2h30 a 3h30. Elle se
différencie de la bupivacaine par le substituanpgl du groupement pipéridine contre un butyl
pour bupivacaineRigure 17).

segdives
(@) © K/(b) © SN

Figure 17 : Structures de la ropivacaine (a) et dia bupivacaine (b)

Elle est commercialisée principalement par Astraefa sous le nom de Naropéindes
concentrations des formes galéniques présenteg soarché sont: 0,2% (2 mg/mL), 0,5% (5
mg/mL), 0,75% (7,5 mg/mL) et 1% (10 mg/mL).

La dose maximale sur 24h préconisée dans le clsrdpivacaine est de 11 mg/kg ou 3 mg/kg
en injection unique [123]. La concentration plasmet toxique de la fraction libre de la
ropivacaine (non-liée aux protéines) a été évaleswe 0,34 and 0,85 pug/mL avec une
concentration médiane de 0,6 pg/mL [126].

Initialement, en tant que substitut a la bupivaealans le domaine de I'analgésie postopératoire,
la ropivacaine a été employée principalement par péridurale [127, 128]. Par la suite, elle est
associée aux techniques d'infiltration et d’infusmontinue du site opératoire.

Ainsi, l'efficacité d’'une infiltration simple de Z22mg de ropivacaine (30 mL de solution a
0,75%) a été démontrée sur la douleur postopéeafmr échelle visuelle analogique [3]. De
méme, l'infiltration continue lors de chirurgie abidinale a été évaluée par diverses études [129-
131], qui montrent un intérét relatif de la techuggour des doses de 20 mg/h pendant 48h avec
un bolus initial de 40 mg, soit une quantité to@e960 mg pour un homme de poids standard
(80kg) sur 48 heures.

[1.2. Infections

[1.2.1. Facteurs

L’infection du site opératoire (SSI) est une comglion courante apres une cure de hernie
inguinale. Son incidence a été évaluée a 1%, taatdmiques confondues [132]. Elle reste plus

simple a traiter gqu’en chirurgie vasculaire ou opédigue et moins fréquente (respectivement

39

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Guillaume Vermet, Lille 1, 2012

6% et 2%). Néanmoins, un développement infectieanduait & une inflammation de la zone
contaminée, ce qui engendre de la douleur.

Paradoxalement a son utilité dans le renforcemertgaroi, l'utilisation d’'un implant textile
semble favoriser l'infection postopératoire [138].a en effet été démontré qu'un élément
étranger a l'organisme peut servir de point de dépda prolifération bactérienne avec un
nombre de bactéries nécessaire a I'infection meimpdr rapport a la peau (de®£01F dans le
cas deStaphylococcus epidermigligl34]. De plus, la présence de « niches » dasgl&ture de

la prothése permet un développement bactérien ‘gxprame en moyenne 6 mois apres
l'intervention [135]. Avec plus d’'un million de glaes d’éventration implantées chaque année

dans le monde, la suppression du risque infectieprésente un bénéfice considérable [136].

[1.2.2. Solutions préventives

Le traitement antibiotique prophylactiquetout type de chirurgie herniaire confondu, reste
controversé [137]. Le grand nombre d’études effsesusur le sujet n'apporte pas de résultats
concluants, du a I'hnétérogénéité des méthodes [1B8litefois certaines études proposent
l'injection pré- ou périopératoire de céfazoline, 2op antibiotique a large spectre, en intra-
veineuse [139, 140] qui permet d’éviter le dévelppnt infectieux chez certains patients
prétendus « a risques » [137].

Dans le cas de la herniorraphie, sans implantateoprothéses, le fil de suture peut étre utilisé
comme un systeme de libération prolongée d’antdpies. Une équipe israélienne propose par
exemple, d’enrober directement ce dernier par uynp&re d’origine naturelle, I'acide poly(L-
lactique-co-glycolique) auquel a été rajouté uribéstique a large spectre, la gentamicine par
émulsion (PDLGA-gentamicine) [141]. Le procédé et le principe des microparticules,
construites selon un schéma coeur/écorce. Les @lssutures vierges en polyglyconate
(Maxon™), qui forment le cceur, sont enduits de I'émulsPDLGA-gentamicine par dip-
coatind, puis le tout est lyophilisé afin de fixer le Sysie Eigure 18). Les études de libération

in vitro (PBS, 37°C)nt démontré une libération d’antibiotique a 60rou

® Traitement préventif

® trempage
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Microenvironnement
de gentamicine PDLGA - « Shell »

Fibre de polyglyconate —
« Core »

h
)

Figure 18 : Structure de la fibre Maxon™ enrobée [142]

Concernant les techniques sans tension, qui remuiéx pose d’un implant de réfection de paroi,
les fibres peuvent servir de supports a des madécahtibactériennes, transformant ainsi la
prothése en systeme de libération contrdlée ouaouhoins en lui conférant une résistance au
développement bactérien.

Ainsi, une équipe turgue a enrobé une plaque diéaton en polypropylene par un gel de
chitosan contenant du triclosan, une molécule aotdsienne a large spectre [133]. Le
biopolymere sert ici de facteur limitant a la liagon de I'antibactérien. Les étudiesvivo ont

éte realisées sur le rat par implantation en pit@péal. Elles ont démontré l'activité de
I'enrobage par I'absence d’infection 8 jours agmplantation comparativement au témoin sans
antibactérien ni chitosan, dont la plaie était ¢ghde et nécrosée. |l apparait également que
'adhérence bactérienne était 1000 fois moindre I'smplant enrobé par le gel de chitosan

contenant du triclosan que sur I'implant témoirrgee

Des procédés de greffage de molécules bioactivesneodes particules d’'argent [143] ou plus
récemment des enzymes [144] offrent une bonne gote contre I'adhésion du biofilm
bactérien et donc la prolifération au niveau deaplant. De plus, ils fournissent également une
bonne alternative vis-a-vis des micro-organismesstént aux antibiotiquesS{aphylococcus
aureusreésistant a la méticilline - SARM) [144]. Néanmsiites protocoles restent difficilement
applicables industriellement par leur co(t et li@isabilité a grande échelle, et se limitent a une
protection « par contact » avec le biofilm bactésans empécher de développement infectieux

dans I'environnement du site chirurgical.
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Récemment, une équipe de I'Institut des Biomoléciax Mousseron (IBMM) de Montpellier

a proposé un systéme d’enrobage d’une prothéselgprppyléne par spray-coatihgu moyen
d'un aérographe [145]. La solution de polymére gté® est un mélange de polycaprolactone
(PCL) ou dacide poly§,L-lactique). Le principe actif, un antibiotique arga spectre,
I'ofloxacine, est incorporé a la solution de polymguste avant la projection. La libération du
principe actif dans un tampon phosphate (PBS) & ghks’effectue pendant 4 jours. L'activité
antibactérienne testée sur une souche fluoresgéntgiguement modifiée B5cherichia coliest

conservée pendant plus de 72 heures.

On peut enfin citer les travaux d’une équipe anaémie qui propose I'utilisation d’'un polymére
de B-cyclodextrines sous forme d’hydrogel afin de serde plateformes de délivrance
d’antibiotiques (rifampicine, novobiocine et vandome) [146]. Les cyclodextrines,
oligosacchariques cycliques, ont la capacité denéordes complexes d’inclusion réversibles
avec ces derniers, sans altérer leurs propriétébiaigues. Le polymére est préalablement
réticulé par un agent réticulant de type diisocyaredin de former un hydrogel. Celui-ci est
ensuite appliqué sur des plaques d’éventration ady(gthyléne téréphtalate) (Parietex TET
Covidien) puis lI'ensemble est placé sous vide pehdeBh et enfin lavé a l'eau et au
diméthylformamide. L’activité antibactérienne descenplants enrobés de I'hydrogel de
cyclodextrines a été évaluée a plus d'un mois pous les principes actifs (rifampicine,
novobiocine et vancomicine) s&. aureusLe témoin a base de dextran présente une activité
antibiotique de 10 jours seulement.

Ces résultats tres prometteurs ne font pas étda agtocompatibilité d’'un tel dispositif, la
synthése de I'hydrogel nécessitant 'emploi de dihyiformamide, et de réticulants isocyanates,
toxiques pour l'organisme. Toutefois, les cyclodiers semblent étre de bons vecteurs

polyvalents.

La plupart des avancées citées précédemment ngpsor I'instant qu’au stade théorique.

Par manque de standards, actuellement, une adrmiist systémique d’antibiotiques est
réalisée au moment de I'infection afin de palliardéveloppement centré sur le site chirurgical
[133]. Néanmoins, le corps médical est toujourseous une alternative préventive qui pourrait

harmoniser les pratiques actuelles en fournissamiuotection efficace contre 'infection. Celle-

" Dépose par vaporisation
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ci, bien gu'ayant une incidence tres faible, eshsteré comme un facteur d'une autre

complication de la chirurgie inguinale, les douteahroniques.
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lll. Les cyclodextrines, leurs dérivés et leurs

polymeres

Depuis lew découverte par Villiers en 11 [147] les cyclodextrines n'ont cessé de Suscite
curiosité de la communauté scientifique par leyracéé a former des complexes d’inclus
réversibles avec dive composés lipophil. De nombreux dérivés ong&ement été synthétis
afin d’augmenter l'interaction v-a-vis de certains composeés ou bien encore la sdkiloié ce:
molécules cages. En tant que bidécules, leur biocompatibilité efait des vecteurs trés

attractifs pour diverses industries et technologiasvantes

1l.1. Geénéralités

Ces oligosaccharides sont obtenus par la dégraddéd’amidon par I'enzyme Cyclodextri
GlycosylTransférase (CGTase) prée dans la bactéridacillus macerar.

Les polysaccharides linéaires sont formés d’unités agpycanoses reliees entre elles par
liaisons a-1,4 et arrangé&een hélices. La dégradation enzymatique effeches découpe d
fragments hélicoidaux dont les extrémités s’assemipformant ainsi la ructure en forme de

cone tronqué de la cyclodextri[148] (Figure 19).

Figure 19 : Sructure et forme conique de la cyclodextrine [149150]

De ce fait, ces moléces$ cages sont composées de 6 a 12 unités glucéaemidins, les cycle
comportant 9 motifeu plus ont montis des taux d’hydrolyses supérieurs aux cycles plusts
[151]. En effet, ils possedent une moins bonne résistambgdrolyse et ainsi que des proprié
d’inclusion affaiblies par la torsion du macrcle. Les cyclodextrines les plus couramm
rencontrées sont donc constituées de 6, 7 et 8sugiticoseFigure 20). Afin de simplifier leur
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identification en fonction de leur composition emités, une lettre de lI'alphabet grec leur est
attribuée. Ainsi lesi, B et y-cyclodextrines ¢, p et y-CD) possedent respectivement 6, 7 et 8
unités glucose Hgure 20). On appelle ces molécules « natives », pour [#grencier des

cyclodextrines dérivées, qui ont subi une substiuipartielle ou totale de leurs fonctions

hydroxyles par d’autres groupes chimiques.

OH

HOO _oH { of WO
oo
0o Ho_ ) B
b uo% | o
OH b 1
?)H a-CD  HO Ho | ot K ou
9 H
HO oH | o]0
oH o H
OH u OH 0
Q |

H [o] H 07,0
8 o OH [ OH g OO—J/ HO

Figure 20 : Structure chimique des cyclodextrines atives

Plus de 1500 dérivés de cyclodextrines sont déddtss la littérature dont une centaine sont
disponibles commercialement [152]. La présencerdepgments hydroxyles sur la surface du
macrocycle permet en effet un large éventail deti@as comme I'amination, I'étherification, la
méthylation ou encore I'estérification. L'un desngipaux attraits de ces dérivés et notamment
ceux de laB-cyclodextrine est 'augmentation notable de laubiité, trés recherchée dans le
domaine de la vectorisation. On peut ainsi citedddvé méthylé partiellement, la CRYSMEB,
dont la solubilité est largement accrue par rapmart macrocycle natif et ce malgré la
substitution par des groupements méthoxy hydrophobe

Dans ces travaux, nous utiliserons principaleme@thydroxypropyB-cyclodextrine (HB-CD,
Figure 21) obtenue par substitution des groupements hydesxypar des groupements
hydroxypropyl. Elle posséde une solubilité 10 feigérieure Tableau 1) a lapB-CD et est
disponible en grade apyrogéne pour une utilisgiementérale.

Les dérivés sont caractérisés par le degré deisuiost molaire (MS), décrivant le nombre de

groupements substitués par unités glucopyranoses.
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Tableau 1 : Principales caractéristiques des cycledtrines natives et du dérivé HIB-CD [149]

a-CD B-CD v-CD HP3-CD
C42H70035
Formule brute esH36030 C4oH70035 C4sHgoOu0
(CsHeO)n
Unités
6 7 8 7
glucopyranoses
Masse molaire 1135 +
972 1135 1297
(g/mol) (57*MS* 7)
Solubilité dans
145 18,5 232 2255
'eau a 25°C
Diamétre interne
- 5 6,3 7,9 6,3
de la cavité (R)
Hauteur du tore
7.9 7.9 7.9 7,9
A
Volume de I4
e 174 262 427 262
cavité (K)

CH,

R= {CH;Cleo;I»,,H
n=0 e

S i

SRR

Figure 21 : Structure chimique de I' HPB-CD [153]

De par leur utilisation reconnue en tant que vectde principes actifs, la toxicité des
cyclodextrines a été largement étudiée notammariesthien et le rat. Ainsi, il a été démontré
gu’'une dose orale de 10,4 g/kg/joun«CD [154] chez le chien ou de 10,8 g/kg/jouryd€D
chez le rat [155], n’engendraient pas de toxicité.
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La B-cyclodextrine administrée oralement a des ratdestchiens n’a pas démontré de toxicité
pour des doses respectivement de 3,6 g/kg/jou@eniy/kg/jour. Toutefois, un rapport d’expert
de I'Organisation Mondiale pour la Santé (OMS) abétla dose journaliére administrable [te
CD en tant qu’additif alimentaire a 5 mg/g/jour §15Une injection intrapéritonéale chez le rat a
permis d’établir la DL50 a 700 mg/kg [157].

Concernant les dérivés hydroxyalkylés, seule BHFD a recu I'agrément de la Pharmacopée
Européenne a I'heure actuelle. Des injections jréridgonéales de cette molécule jusqu’a 10 g/kg
n‘'ont engendré aucune mortalité ou toxicité. Sursilege, son administration intraveineuse
jusque 10 g/kg ne s’est pas montré l|étale [158]nigene, sur des sujets humains volontaires,

des injections de 3 g en intraveineux n'ont pay@ugoaé d’effets indésirables sur les reins.

11.2. Complexes d’'inclusion par les cyclodextrines

Les cyclodextrines sont principalement reconnuesngiloyées pour leur capacité a former des
complexes d’inclusion avec un grand nombre de cadgoCette propriété s’explique par leur
structure de cone tronqué dont la surface extapisdée par les fonctions hydroxyles et des
liaisons C-H, est hydrophile mais dont la caviiéhe en électrons de par la présence de liaisons
éther-oxydes, est hydrophobe. De ce fait, des radécapolaires dans un environnement
défavorable, peuvent s’inclure préférentiellemeangd cette cavité lipophile et former un
complexe non-covalent et réversibiéglre 22).
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Figure 22 : Complexation par les cyclodextrines

Il s’agit en fait d’'un équilibre constant entred&ociation/dissociation de la molécule invitée.

Celui-ci réepond a deux facteurs clés [149] :
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 Un facteur stérique qui nécessite une concordanite k& volume de la cavité et la taille
du composé invité ou tout du moins de l'un de cesugements. Par exemple un
groupement phényl représente un bon invité pooavéé de Ig-CD.

» Le second est de nature thermodynamique. Le dépktede la molécule hote vers la
cavité de la cyclodextrine est régi par la contitiru énergétique d’'interactions de type
liaisons hydrogenes, interactions hydrophobes aqudéa Waals.

Les substituants dans le cas des dérivés de cytiows jouent également un rble dans la

formation et la stabilité du complexe, de par leanractére électro-donneur [151].

Les complexes d’inclusion soluté/cyclodextrine scatactérisés par la constante d’association
Ks.
Pour un équilibre tel que :
CD+S ——=CD.S avec S le soluté
La constante Ksera déterminée par la relation :
Kf — [CD.S]

~ [CD][S]
On peut établir cette constante de stabilité duptexe par difféerentes méthodes comme par
exemple la spectrophotométrie UV-visible avec latren de Benesi-Hildebrand ou encore la
Résonance Magnétique Nucléaire selon la méthod8cdé ou la séquence DOSY. Dans les
deux premiéres, la complexation est caractériséeinpa variation du signal soit de la molécule
invité (spectrophotométrie UV-visible) soit de fcodextrine, comme la variation du signal des
protons internes du macrocycle en RMN. Dans la derniére (DOSY), les interactions sont
caractérisées en observant le coefficient de diffudes molécules en solution. Ces techniques
permettent également de déterminer la staechiondirieomplexe via la méthode dite de Job.
Bien que le rapport 1: 1 (soluté : cyclodextrise)t le plus fréquent, il existe également des

complexes de type 1 : 2 ou 2 :Figure 23).
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CD Soluté Complexe 1: 1

D Soluté 7 Com‘plexe 1—: 2
Figure 23 : Stoechiométries des complexes d'inclusi [159]
L’apport principal des cyclodextrines concernanirl@pplication industrielle est donc leur
capacité a former ces complexes d’inclusion. Outaecroissement de la solubilité des
molécules peu hydrosolubles, ils apportent entteeaune stabilisation des composés sensibles a
la lumiéere, a I'oxydation, a la dégradation thern@get a la dégradation hydrolytique. Ces
propriétés permettent leur utilisation dans des aloes variés allant des produits d’entretiens

ménagers a l'alimentaire en passant par la catalyse

Dans cette étude, l'inclusion des cyclodextrinesa sgnployée vis-a-vis de trois molécules : un
antibiotique, la ciprofloxacine (CFX,) et deux ameésiques locaux, la lidocaine (LDC) et la
ropivacaine (RVC).

Des travaux récents publiés par le laboratoire UNMEBasés sur ceux de Chao etainfirment

la complexation de la CFX par les cyclodextrineples particulierement dans I’hydroxypropyl-
B-cyclodextrine par I'intermédiaire du groupemergérazine de I'antibiotique [160, 161].

Les interactions entre les anesthésiques locaulesetCDs ont été largement décrites et
démontrées dans la littérature. Ainsi les travaexDbllo et Le Corre ont permis d’établir
I'inclusion de la lidocaine et d’'autres anesthésgde type amide, par différentes techniques
telles que la RMN du proton, la spectroscopie nofnge et I'analyse enthalpique différentielle
[162]. Les constantes d’association ont par leeséiié déterminées par la méthode des variations
de solubilité selon Higuchi et ce pour 3 macrocycl&ap-CD, I'HPB-CD et la DM3-CD [163].
Des valeurs de 25,8 + 0,6 M25°C) et 23,8 + 1,2 M (37°C) ont été obtenues pour le complexe
LDC/B-CD et 19,9 + 0,30 M (25°C) et 23,1 + 0,4 M (37°C) dans le cas d’'une complexation
LDC/HPB-CD dans I'eau deutérée,O. Ces valeurs sont a considérer avec précautamges

faibles.
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Fraceto a étudié les interactions RB@ND et caractérisé la stoechiométrie de ce complaxréa
méthode de Job en RMN du proton, comme une comfl&xdJne constante de complexation a
25°C de 55,5 M a été déterminée [164].

Récemment, De Araujo a démontré que linclusionlald&kVC dans la HRCD formait un
complexe de type 1:1 de constante de 9,41 &WR5°C [165]. Un modéle de topologie a été
proposé par RMN'*H ROESY sélective, mais reste contestable du faitlad faiblesse des
signaux. Une étude de I'efficacité de ce complexs ti'un bloc sensoriel sur le nerf sciatique de
la souris, a mis en évidence un temps de lateeoep& de mise en place) de la RVC réduit en
présence de cyclodextrine, sans toutefois accrailarée de recouvrement, temps nécessaire au

retour de sensations.

I11.3. Applications

Le premier brevet décrivant les cyclodextrinesat komplexe a été déposé en 1953 [149]. Dés

lors, de nombreux secteurs les utilisent la plugartemps en tant qu’additifs.

L’industrie pharmaceutique est la premiére consotrioeade cyclodextrines. Son principal défi
est la solubilisation du principe actif et sa ves@tion jusqu’a la zone cible, particulierement
dans le cas de l'administration orale ou de la vimiectable. L'inclusion de molécules
thérapeutiques vise a augmenter leur biodispotébiinais €également a diminuer les effets
secondaires ainsi qu’a prévenir la dégradatiorigzadéfenses de I'organisme. On dénombre une
quarantaine de formulations incluant les macrocyéaléravers le monde [148]. La moitié d’entre
elles emploient Ig-CD. Parmi les composés complexés, on retrouveesolds familles de
principes actifs (prostaglandines, anti-inflammags] oestrogénes, antibiotiques,...). On peut
citer 'association piroxicamp-CD (BREXIN®, Pierre Fabre) qui est employée comme anti-
inflammatoire sous forme de comprimés effervescealanss les cas de la polyarthrite rhumatoide
ou d’arthrose [166]. Des composés plus importantseeme de poids moléculaire comme des
facteurs de croissance ou des cytokines peuveldrégat étre vectorisés [167].

La cosmétique, proche de l'industrie pharmaceutiguge également un rble dans [l'utilisation
guotidienne de cyclodextrines. Des complexes fraggyclodextrine se retrouvent dans des
gels bain-douche et autres cremes de soin et déadoDans des pates dentifrices, des agents
antimicrobiens comme le triclosan sont libérés daigre prolongée par complexation avep-la

cyclodextrine [168].
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La biocompatibilité et la non-toxicité des CDs @galement engendrées leur utilisation dans
lindustrie alimentaire. Ainsi les cyclodextrineatives sont enregistrées dans le CODEX des
additifs alimentaires sous les références E45CD), E458 ¢-CD) et E459 §-CD). Elles sont

principalement employées afin de masquer les gmissirables ou promouvoir les saveurs
désirées par libération contrélée. On les retroégalement en tant que agent protecteur de
composés gras sensibles a la lumiére, & I'oxydationa la chaleur lors du processus de
fabrication [151]. Une des applications de ces wmaales vise a décroitre la teneur en

cholestérol de produits de grande consommation afarbeurre [169] ou le fromage [170].

Le lien avec l'industrie chimique est rapidemeiibéit En effet, les propriétés de reconnaissance
moléculaire des cyclodextrines permettent leuisatiion aussi bien en catalyse qu’en analyse.
Dans le secteur analytique, elles sont largemenple@es a des fins de séparation
énantiomérique dans des phases stationnaires aleneohotamment en chromatographie liquide
haute performance (HPLC) ou en tant que sélectemalc en électrophoreése capillaire (EC)
[171].

Dans le domaine environnemental, les propriétaschlision des cyclodextrines présentent un
grand avantage vis-a-vis de composeés indésirabléss permettent en effet, le piégeage de
solvants ou de métaux lourds dans les effluenesngore dans les boues [172]. Cette thématique
a dailleurs fait I'objet de trois théses au latlonee UMET (deux soutenues en 2006 et 2007,

une en cours).

Enfin I'application la plus connue des cyclodex¢ésndans le domaine des produits d’entretien
reste leFébréz&, un désodorisant textile qui contient des cyclodess ayant pour but le

piégeage composés malodorants comme I'odeur destiga

L’industrie textile utilise également les cyclodémes en tant que stabilisant pour les colorations
ou encore comme dans le cas cité ci-dessus deesgn des odeurs.
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111.4. Les cyclodextrines dans I'ennoblissement
textile

Afin d’apporter les capacités d’inclusion des cwyertrines sur un support textile, de
nombreuses techniques ont été développées. Ordsoatier deux types de fonctionnalisation
des textiles par les cyclodextrines :
» le greffage qui induit une liaison covalente er&esupport et les macrocycles
(fibres naturelles)

» I'enrobage qui est basé sur des interactions nealeotes (fibres de synthése).

La fonctionnalisation des fibres par greffage cemtilde cyclodextrines nécessite I'utilisation
d’'un groupement de fixation a la surface du textensi, cette technique peut étre employée
préférentiellement sur des fibres naturelles cortaneellulose, la laine ou la soie, beaucoup plus

riches en fonctions de surface (hydroxyles, aminggontrairement aux fibres de synthese.

L’'une des premieres méthodes de fixation de cyslioohes a été décrite en 1982 par un brevet
de Szejtli [173] qui propose d'utiliser un agent geeffage de type épichlorhydrine. Par
substitution nucléophile entre I'épichlorhydrinel&tcyclodextrine, on obtient un intermédiaire
de type cyclodextrine monosubstitué. En présenc@ dupport cellulosique, le groupement
époxy permet le greffage covalent de la cyclode&tgubstituée. Néanmoins, méme si elle reste
tres utilisée dans I'industrie chimique, I'épichigdrine n’est reste pas moins dangereuse pour
'environnement et potentiellement carcinogene [L&& qui limite son utilisation dans le
secteur médical. Sur le méme principe, un breaminais propose la fixation de cyclodextrines,
sur un support polyamide préalablement traité parpolymére polyamide/épichlorhydrine
(Hercosett 57) [175].

Deux autres méthodes proposent des dérivés dedeyttmes comportant des groupements
réactifs. Ainsi Lee et Buschmann décrivent la fmrmtalisation d’'un support cellulosique par
deux dérivés de I$-CD, respectivement I'acrylamidomethyp-CD (NMA-CD) [176] et la
monochlorotriazinyl-p-CD (MCT-CD) [177]. Dans le premier cas, I'applicet visée est la
libération de fragrances et d’antiseptiques et dansleuxiéme, un moyen de détection de
molécules biologiques contenues dans la sueur meniar7].

D’autres techniques de traitement de surface caileéwent été investiguées comme le traitement

par plasma. Par exemple, Nada compare différeatdsigues comme le traitement thermique
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ainsi que 2 types d’appareillages plasma afin defegr la per-(2,3,6-tri-O-allyl3-CD sur
différents dérivés cellulosiques (iododésoxyceBelo cellulose peroxydée et cellulose
diazonium) [178]. L'objectif visé est I'adsorptiatiacides gras (acides linoléique, oléique et

ricinoléique) en tant que cicatrisants pour undiegton du textile comme pansement.

Une alternative au greffage covalent est d’incleie cyclodextrines au cceur de la fibre. Ainsi,
une approche consiste a incorporer les complexie ane molécule cible et les macrocycles
pendant le processus de production de fibres patrespinning sur différents matériaux tels que
la PVP [179] ou le polychlorure de vinyl [180]. Wya prouvé la faisabilité de cette méthode
notamment sur le polystyréne [181] et le polyoxytiéthylene (PEO) [182]. Ces structures
présentent un intérét certain dans le domaine délttation apportant une fonctionnalité

supplémentaire comme par exemple la séparatioleparclodextrines.

En vue de son industrialisation, un procédé detifirade CDs sur un support textile se doit
d’étre économiquement viable et donc de ne pasigugr de technologies trop sophistiqués, ni
de nécessiter I'emploi de réactifs polluants ouigoe&s (surtout pour des applications
biomédicales).

La seconde contrainte provient de la nature desdibmployées dans la fabrication des implants
médicaux. Leur biostabilité est synonyme d’uneléaiBactivité chimique, et constitue un verrou
technologique vis-a-vis des leur fonctionnalisation

Ainsi, le laboratoire UMET et plus particulieremeiéquipe des Prs Martel et Morcellet a
déposé en 2000 un brevet proposant un procédéndedionalisation d’une surface textile par un
polymére de cyclodextrines (polyCD) réticulées.t€ablution consiste a former « in situ » le
polyCD qui vient enrober les fibres et ceci en ee@nt suffisamment pour que I'établissement
de liaisons covalentes entre le support et ce pagnde CD ne soit pas nécessaire pour
'obtention d’'un « greffage » résistant. De ples téactifs utilisés ne sont pas toxiques et seule
'eau est employée dans ce procédé de chimie VRatela suite, ce systeme a été optimisé afin
de rendre le polymére de cyclodextrines biocomfmijpar neutralisation) et de permettre son

utilisation sur les biomatériaux [6].
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11.5. La fonctionnalisation par les cyclodextrines
réticulées
Depuis la parution de ces brevets [7], de hombrispositifs médicaux ont été traitées comme

des textiles [172, 183-185], des biocéramiques Jj1&€&s supports cellulosiques ou bien encore
des membranes PVDF [187].

Cette technique de fonctionnalisation par les aektrines préconise I'emploi d’'un acide
polycarboxylique en tant qu’agent réticulant. Lecarésme réactionneFigure 24) commence

par une déshydratation de l'acide sous I'effetaleHaleur et d’'un catalyseur, qui conduit a la
formation d’'un anhydride. Ce dernier réagit avee tonction hydroxyle de la cyclodextrine par
estérification. Les fonctions libres du méme adidenent a leur tour un anhydride qui, en
réagissant avec une autre cyclodextrine, engenakeeréticulation. Cette polyestérification se
propageant, on obtient un réseau polymérique tedsionnel comportant a la fois les cavités
des cyclodextrines et des fonctions carboxylateverant de I'agent réticulant, qui peuvent

intervenirvia des liaisons ioniques.
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Figure 24 : Schéma réactionnel de réticulation desyclodextrines par I'acide citrique (PCA)
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Dans le cas d'un support comportant des fonctioygrdxyles (cellulose,...) ou amines, la
polymérisation peut créer des liaisons covalentes éa surface par I'intermédiaire de liaisons
esters ou amides. Dans le cas de matériaux démoulerifonctions de surface, le réseau du
polymeére de cyclodextrines ne sera pas lié chinmogrg a son support mais enrobera ce dernier.
Dans ce projet, les textiles a fonctionnaliser agspdent pas ou trés peu de fonctions en surface
qui pourrait permettre un greffage covalent. lls'egira donc que d’'un enrobage physique qui
reste néanmoins résistant notamment aux lavag8&$ [18

L’agent réticulant acide polycarboxylique doit morau moins 3 fonctions acides pour que le
schéma de l&Figure 24 puisse se dérouler. La fonctionnalité du méland®+RCA étant
largement supérieure a 2, la polycondensation dordun réseau polymeére tridimensionnel.
Des travaux antérieurs ont évalué divers polyagubdsntiels tels que I'acide citrique, I'acide 1,
2, 3, 4-butane-tétracarboxylique ou encore l'agmbdyacrylique [189]. Le choix entre les
cyclodextrines, leurs dérivés et les acides cardimpxgs s’effectue principalement en fonction du
support mais également en fonction de la naturka aeolécule a libérer. Parmi eux, le couple
BTCA-HPBCD est celui qui offre le meilleur compromis entree température et une cinétique
d’ennoblissement et taux de fonctionnalisation fsu@ le support [190]. Ceci a permis de
fonctionnaliser un masque respiratoire de type FERPZPP afin de lui conférer des propriétés
antivirales.

Le catalyseur joue également un role dans I'adiaptadu procédé au support [191] .

Dans le domaine viscéral, la fonctionnalisatioriaaas et déja été démontrée sur des textiles de
polyamide-6,6 (PA) et sur PP. Ainsi, EI Ghoul aertt, sur un textile tissé en PA, des taux de
polyCD allant jusqu’a 18% (en masse par rappora anasse de support vierge) avec des
cyclodextrines hydroxypropylées (14% pour des maliv [184]. Les supports ainsi
fonctionnalisés par la HPCD (140°C, 20 min) présentent une capacité d’'qu&nr de CFX 10
fois plus importante que les supports vierges. fica€ité antibactérienne a été évaluée sur
Escherichia coli Staphylococcus aureust StaphylococcugpidermidisElle est doublée pour
des supports avec polymeére de cyclodextrines domyée a plus de 24h skrcoli quand un

support sans enrobage, simplement imprégné de @rR¢éna plus actif au-dela.

Dans une étude plus récente, des implants viscéaaBP ont été traités a la fois avec layHP
CD mais également avec la maltodextrine (MD), mdsimilaire a la CD mais sous forme

d’oligoméres non cycliques, réticulés par le CTRH]L La difficulté de la fonctionnalisation du
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PP réside dans la gamme de température restremffet, le PP débute sa dégradation a 145°C
et la réaction de réticulation des cyclodextrinas lps acides polycarboxyliques intervient au
dela de 130°C. De ce fait, le parametre températ@te fixé a 140°C. Des taux de polymere de
CD ont été obtenus respectivement apres 30 miqpaesla MD (25%) et 60 minutes pour la
HPy-CD (20%). Malgré cela, les capacités d’adsorpties supports comportant la €D se
sont avérées 2 fois plus importantes que cellegadegites comportant de la MD et 4 fois plus
importantes par rapport a un PP vierge. L’appog H&-CD a été confirmé par une étude
d’activité antibactérienne toujours apreés activatipar la CFX. L’effet antibactérien d'un
implant enrobé par les CDs est doublé vis-a-vis1dextile fonctionnalisé par la MD. Cette
étude a donc démontré le role joué par les cadiedsCDs dans le processus d’adsorption d’'un

composé bioactif.
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IV. Cahier des charges

Comme nous venons de le voir, la réfection de plarsi d’'une cure de hernie inguinale, est
majoritairement pratiquée par implantation d’'unetipése textile. Pour des raisons de tenue
meécanique, I'implant comporte généralement une leaseatériau non-résorbable (biostable),
soit en PP soit en PET. Selon la vdiabord, intra ou pré-péritonéale, le chirurgien préfénama
support plus ou moins bioactif afin de faciliter aon I'intégration tissulaire ou éviter les
adhésions post-opératoires (PTFE). Les tendandasllas vont vers la réduction des matieres
implantatoiresn situ, ce qui a conduit au développement de prothesesrésorbables.

Toutefois, des complications telles que les ineidu site implantatoire ou les douleurs post-
opératoires restent possibles. Comme nous l'avonslans les deux situations, les systémes a
libération prolongée restent le meilleur comproraftn de maintenir I'effet thérapeutique
(antibactérien ou antalgique) désiré.

Pour ce projet, nous proposons de développer wosliff polyvalent permettant a d’accroitre la
guantité de principe actif adsorbée et sa libénatiositu de maniére prolongée. Ainsi, il sera
possible d’activer le support fonctionnaligéste avant I'implantation par trempage dans une
solution de principe actif. Cette approche de liégmnation pendant I'opération présente
plusieurs avantages par rapport aux dispositifsirppgégnés. En premier lieu, ils sont moins
contraignants a faire valider par les autoritésrguage CE). Ensuite, le clinicien est libre de
choisir le type de principe actif parmi les anttijoes et les antalgiques ou autres types de

molécules thérapeutiques.

Un cahier des charges du futur implant fonctiorséai donc été établi par COUSIN BIOTECH,
partenaire dans ce projet, qui apportera son dgpetéchnique vis-a-vis du domaine de la
chirurgie viscérale.

Ainsi, il a été décidé que la prothese textile farmalisée par les cyclodextrines devra
nécessairement :

e assurer une adsorption accrue et une libératiolomyée des principes actifs
sélectionnés supérieure aux doses minimales eféscpendant une durée post-
opératoire donnée

e assurer une bonne tenue mécanique, surtout dares ldu matériau résorbable
(PLLA)
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» étre maniable pour les implantations laparoscopique

» démontrer une bonne cytocompatibilité

e conserver ses propriétés de libération prolongéeesapstérilisation et
vieillissement

o étre stérilisable par les techniques employées c6€AUSIN BIOTECH

(rayonnement gamma ou adsorption d’'oxyde d’éthyléne
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DEUXIEME PARTIE : MATERIELS ET METHODES
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I. Matériels, Réactifs et principes actifs

l.1. Supports textiles

Il est a noter que pour les études d’adsorption damposé (TBO, CFX, anesthésiques locaux),
ainsi que pour les tests d’efficacité antibactéreeret de libération, les échantillons ont été
débités en pastilles de 11 mm de diametre.

La masse d’une pastille de PET de 11 mm est enmneyde 10,5 mg £+ 1,5 mg selon qu’elle est
issue d’'un support vierge ou enrobé et selon apnda fonctionnalisation.

De méme, la masse d’'une pastille de PLLA de 11 sinere moyenne de 15 mg £+ 1,5 mg.

La structure des supports ne nous permet pas aeepfes quantités adsorbées en fonction de
la surface. Il a donc été décidé de normalisevésurs en fonction de la masse de support
initiale.

Deux types de types de supports ont été étudiés caprojet, un textile tricoté de PET et un
tricot de PLLA. lls ont été produits et fournis g2@USIN BIOTECH.

Il s’agit de fils déja utilisés dans la gamme deduits COUSIN BIOTECH et donc validés en
terme de biocompatibilité.

[.1.1. Polyéthyléne téréphtalate (PET)

Il s’agit d’un tricot de polyéthyléne téréphtalatriltifilament a maille rectangulaire (type tulle)
de 100 g/m2Kigure 25). Les mailles sont de dimensions 1,9 x 2,3 mnost sonstituées d’'une
section droite et d’'une section tressée, compgs&ee méme fil. Il est composé de deux fibres
de 138 et 226 dTex (soit 13,8 et 22,6 mg/m). Orovee ce support dans la gamme COUSIN
BIOTECH sous le nom de Biomesh AZ2pour lequel les fibres sont recouvertes de
polydiméthylsiloxane [192]. Une variante, le Biomes2® COL, est disponible avec une

enduction de collagene porcin supplémentaire.

L’observation par MEB du maillage du textile esimpmsé de deux types de structures, une

section droite et une fibre section tressée, tales composées par le méme Figlre 25).
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Figure 25 : Implant BIOMESH A2® en PET et grossissement par MEB (x40) du maillaget de ses parties

tresses (fleche blanche) et droite$léche rougg

[.1.2. Acide poly-L-lactigue (PLLA)

Le support de PLLA utilisé dans ces travaux estrigot multifilament de 270 g/m#(gure 26)

qui entre dans la composition de certains prodseisi-résorbables de la gamme COUSIN
BIOTECH. Il est composé d'un fil de 560 dTex. Comeeosé précédemmert™® Partie
1.C.3), ce fil est utilisé afin de réaliser des protlesemi-résorbables. Dans la gamme de produit
COUSIN BIOTECH, il rentre dans la composition du 4mé’, structure de réparation
herniaire en 3 dimensions (demi-sphére), qui esfiagrun composite comportant 10% de PP
pour 90% de PLLA [192]. Il est maintenu sur sa fao&rieure par une prothese plane de 75%
PP et 25% PLLA.

Figure 26 : Tricot de PLLA et grossissement (x 30)’'une maille par MEB

Ce tricot permettra I'étude de faisabilité de I'apgtion du procédé breveté par TUMET sur un
matériau résorbable. En effet, le laboratoire &yisi travaillé uniquement sur des textiles
synthétiques a base de PET, PA, PP et sur des rapesbde PVDF. Une fois, I'objectif atteint
et les parametres de fixation de la CD sur lesefibdéfinies, on pourra travailler sur des
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dispositifs « mixtes » (semi-résorbables) compatedibres de PLLA résorbables et de fibres
biostables de PET ou de PP.

|.2. Réactifs

La fonctionnalisation des implants est réalisée gaction de polyestérification entre une
cyclodextrine (polyol) et un agent réticulant (padide). Un catalyseur est également employé

afin de diminuer la température de réaction.

[.2.1. Cyclodextrines

Deux cyclodextrines ont été employées dans caitieéta cyclodextrine natijecyclodextrine,
Kleptose BCD® et son dérivé hydroxypropylg-cyclodextrine, Kleptose HPBde degré de
substitution MS=0,65, toutes deux produites par URtie (Lestrem, France). Leurs

caractéristiques physicochimiques sont résuméesldaableau 2

Tableau 2 : Caractéristiques physoco-chimiques d&yclodextrines

B-cyclodextrine Hydroxypropyl- B-cyclodextrine

C42H70035
Formule C42H70035

(C3HeO)n
Masse molaire (g/mol) 1135 1399
Point de fusion (°C) 255-265 278
Solubilité (g/L, 20°C, eau) 1,85 225,5
CAS 7585-39-9 128446-35-5

[.2.2. Acides carboxyliques

Deux acides polycarboxyliques ont été considérés datte étude, un triacide, I'acide citrique
(CTR) et un tétraacide, I'acide 1,2,3,4-butanet&triaoxylique (BTCA). Tous deux proviennent
de chez Sigma-Aldrich. Leurs caractéristiques mogiimiques sont résumées dan3dbéleau

3.
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Tableau 3 : Caractéristiques physico-chimiques dgmlyacides carboxyliques

Acide citrique

O OH O
Formule HO OH
0~ OH
Masse molaire
192
(g/mol)
Point de fusion (°C) 153-159
Solubilité (g/L,
(9 592
20°C, eau)
CAS 5949-29-1

|.2.3. Catalyseur

Acide 1, 2, 3, 4-
butanetétracarboxylique

HO 00

HO
O

OH
O~ "OH

234

195-197

100

1703-58-8

Un grand nombre de sels phosphorés ont été tested’etudes antérieures afin de catalyser la

réaction de

réticulation du polymére de cyclodeesi [191, 193]. Parmi

Ceux-ci,

’hypophosphite de sodium a été retenu pour ceeprdpurnis par Sigma-Aldrich. Ses

principales caractéristiques physico-chimiques s&sumées dans Tableau 4:

Tableau 4 : Structures et propriétés physico-chimiges du catalyseur phosphoré

Nom Hypophosphite de sodium

Structure

Masse molaire (g/mol) 88
Point de fusion (°C) 90
Solubilité (g/L, 20°C, eau)| 592

T

HfP{;_TO_ Na*

CAS 12333-67-3

L’hypophosphite de sodium a déja montré son effiéaet son innocuité lors de la

fonctionnalisation de biomatériaux par des cycladess [183, 185].
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1.3. Principes actifs

[.3.1. Antibiotique

Le choix de l'antibiotijue pour cette étude s’est porté sur la ciproflmeacElle fait partie de |
famille des fluorguinones, molécules bactéricides a large speciieeagit en modifiant ’ADN
de la bactérie ce qui empéche la multiplicatiortdr@@nne (bactériostatiquéDans cette étude, il
sera employé aussi bien de la ciprofloxacine sotsdde chlorhydrate (Aldrict que sa forme
galénique contenant descipient: (Ciprofloxacine 200 mg/mLPanpharm). Ses principales

caractéristiques physiathimiques sont présentcdans leTableau 5:

Tableau 5: Structures et propriétés physic-chimiques de la ciprofloxacin

Nom Ciprofloxacine

Masse molaire (g/mol 386

Solubilité (g/L, 20°C, eau | Tres soluble

1.3.2. Anesthésiques locaux

Deux anesthésiques locawmployés e chirurgie herniaire ont été sélectionnés pour (
étude: la lidocaine et la ropivacainCes molécules seront employées sous fode sels
(chlorhydrate) correspondant au principe actif présent dansféesies galénique. Leurs

structures et propriétés physicochimiques sontméss dans ITableau &
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Tableau 6 : Stuctures et propriétés physic-chimiques des anesthésiques locs

Nom Chlorhydrate de lidocaine Chlorhydrate de ropivacaine

7z

Masse moléculaire

Solubilité
Trés soluble Trés soluble
(g/L, 20°C, eau)

Les formes galéniques de ces molécules sont detosd injectables couramment employ

dans le domaine chirurgical:
» Lidocaine 20 mg/mL, AGUETTANT, ampoule de 20 |
« Naropein€ 2 mg/mL, ASTR/-ZENECA, poche de per§ion 200 mL

Les principes actifs y sont stabilisés dans unemitamponné par NaOH et H
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Il. Méthodes

Il.1. Préparation des polymeres de cyclodextrines e t
fonctionnalisation des supports

La premiére partie de I'étude a visé a quantifeetaux de polyCD immobilisé sur le textile en
fonction des parametres d’ennoblissement appligués.méthodes de caractérisation (analyse
thermogravimétriqgue, microscopie électronique aymge, analyse enthalpique différentielle,...)
ont permis de mettre en évidence la présence diCpoh la surface des fibres des supports.
Leur capacité d’adsorption a été quantifiee vigsaekun composé standard, facile a détecter, le
TBO.

Puis, une étude des propriétés biologiques desosispiextiles modifies a été réalisée par des
essais de cytocompatibilité sur des cellules filastiques (NIH3T3).

Enfin, les performances d’adsorption et de libérati’'un antibiotique et de deux anesthésiques
locaux ont été évaluées par des tests en batchiliem dynamique ainsi que par I'établissement
d’isothermes d’adsorption. L’efficacité antibaceme des textiles fonctionnalisés et actives par
'antibiotique a été déterminée par une étude rbiofogique sur deux souches bactériennes :

Escherichia col(Gram -) etStaphylococcus aure&ram +).

[1.1.1. Synthése du polymeére de cyclodextrines

Le polymére de cyclodextrines a été synthétisdgoaréthode développée au laboratoire [193].

On prépare une solution contenant 10 g d’acidegaoboxylique, de 10 g de cyclodextrines et

de 3 g de catalyseur. Une fois un mélange homogeteau, le solvant (eau distillée) est éliminé

a I'évaporateur rotatif jusqu’a obtention d’'uneljgele translucide qui adhére au fond du ballon.

Ce dernier est ensuite traité thermiquement a 14@t@ant 30 minutes dans un bain d’huile. Le

solide blanc (ou jaune) alors obtenu est dissous tlaau et on sépare la phase soluble de la
phase insoluble par filtration sur fritté. Le fadtrest finalement purifié par dialyse sur membrane
(12000 — 14000 daltons) et lyophilisé pour obteme poudre blanche de polymere soluble de
cyclodextrines.

Pour le test de vitalité cellulaire, on effectuee W&tape finale de neutralisation en ajustant une

solution de polymere a pH 7 par la soude 0,1 M, @i neutraliser I'acidité des fonctions acides.
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[1.1.2. Procédé d’ennoblissement

L’étude d’optimisation des parametres de fonctidisaion a été réalisée selon un protocole
développé par le laboratoire [194]. Par la suigepiocede a été adapté a une production a grande
échelle par COUSIN BIOTECH.

Préalablement a la fonctionnalisation, tous lespeups sont lavés par soxhlet a I'éther
diéthylique (24 cycles de 1 heure) selon le proca@pi@iqué chez COUSIN BIOTECH. Cette
étape vise a éliminer les produits d’ensimage geawomposeés résiduels du tissage.

Les supports en PET sont découpés en bandes &6 8.

Les supports de PLLA sont des échantillons de 8 &M, en double épaisseur de tricots.

Apres une étape de séchage a 104°C pendant urehesipassage au dessiccateur 30 minutes,
les échantillons sont pesés. On reléeve leur masgsae, mi.

Une solution d'imprégnation contenant I'acide palgaoxylique (X g/100 mL), le catalyseur (Y
g/100 mL) et la cyclodextrine (Z g/100 mL), notéer¥, est préparée.

Les échantillons sont ensuite imprégnés et fouta(@ém.mirt, 2 bars, LAB-PROFigure 27)

afin d’exprimer I'excédent de solution emportée.

Une pesée intermédiaire des échantillons permetéterminer leur taux d’emport, quantité de

solution emportée, par différence avec la massialmiselon la relation :

Taux d'emport % = mmT

i 3 ) )
x100 avecm = la masse de I'échantillon humide,rst sa

masse initiale

Les textiles sont ensuite placés en rame ventMiai (Thermo Roacheskigure 27) a 90°C
pendant 5 min puis thermofixés a températar&30°C pendant un temps déterminé, afin de
réaliser la réticulation et I'enrobage des fibras g polyCD.

Apres une premiére série de lavages rapides (éavede 3 minutes dans 1,5L d’eau distillée
sous agitation manuelle), les échantillons sontraksés dans une solution de carbonate de
sodium (Sigma-Aldrich) a 4 g/L afin de neutralifacidité des fonctions acides.

Apres un rincage (2 fois 3 minutes dans 1,5 L d'ahstillée), les échantillons sont
immédiatement lavés au soxhlet a I'eau distilléadu3h (2 cycles).

Enfin, ils sont séchés a 104°C pendant une heuwis, refroidis dans un dessiccateur afin de

déterminer la masse finalaf.
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Ce protocole sera appelé « protocole de laboratoifeéour la fonctionnalisation a I'échelle
industrielle, quelques modifications ont été appesta ce dernier. Ces deux procédés sont
résumeés dans le schéma suiv&igure 27) :

Imprégnation
(Formulation Exprimage Séchage Thermofixation Lavages
PCA/cata/CD)

Figure 27 : Séquence d’ennoblissement, foulard (gahe) et rame textile (droite)
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II.2. Caractérisations des supports

[1.2.1. Taux de fonctionnalisation

Les supports fonctionnalisés sont caractérisés l@ar taux de fonctionnalisation T%, qui
représente le pourcentage de polymeére de cycladegtpar rapport a la masse totale de textiles

apres ennoblissement. Il est calculé selon laioelat

mf-mi

%CD = x 100 avecmf, la masse finale de I'’échantillonrei, sa masse initiale

[1.2.2.  Analyse thermogravimétriqgue (ATG)

Le profil de décomposition thermique des suppoesges et fonctionnalisés a été déterminé par
analyse thermogravimétrique (TGA 50, TA instrumgaigec une précision au microgramme. La
gamme de températures étudiée s’étend de I'amba®t&0°C pour le PET (& 450°C pour le
PLLA), a une vitesse de 10°C/min sous pressiontaots en @ (90 mL/min) et en K (10
mL/min).

Cette technique permettra de mettre en évidenceobmage des fibres des supports par les
cyclodextrines en détectant sa dégradation et deimeleur taux par une technique autre que la

pesée.

[1.2.3. Analyse enthalpique différentielle (DSC)

Le profil thermique des échantillons a été déteénpar analyse enthalpique différentielle (DSC
Q100, TA Instruments) sous azote (50 mL/min). Cesures sur les échantillons vierges ont été
menées en suivant le cycle suivant : 10°C/min jasg0°C pour le PET (200°C pour le PLLA)
puis refroidissement a 5°C/min jusque 50°C puisndaveau une chauffe a 10°C/min jusque
300°C pour le PET, 200°C pour le PLLA.

Concernant les échantillons fonctionnalisés, ldecgcété adapté a la température de dégradation
du polymere de cyclodextrine, a partir de 180°C.

Ces analyses permettront de mettre en évidencéuamguelle influence de la fonctionnalisation

sur les propriétés mécaniques et sur la strucusidport.
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I1.2.4. Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

L'observation des textiles vierges et enrobés @ardlymere de cyclodextrine a été réalisée par
observations sur un microscope HITACHI S4700. Lebaétillons ont été au préalable
métallisés par dépodt de carbone. La tension appiqest comprise entre 5 et 25 kV pour des

grossissements allant de 25 a 10 000.

11.2.5. Adsorption du bleu de o-toluidine

Les fonctions acides carboxyliques du polyCD sarmdégs au moyen d’'un colorant, le bleu
d’ortho-toluidine (TBO, Sigma-AldrichFigure 28). La méthode employée a été adaptée a partir
de celle décrite par Baqueyal.[195].

Toutefois, cette méthode et considérée comme seantiative car la molécule interagit aussi

bien avec les fonctions acides carboxylique gu'dgscavités des cyclodextrines [196].

H,C N cl
I
+t CH
HoN S SN 3
CH;
Figure 28 : Structure chimique du TBO

Les échantillons sont imprégnés dans 10 mL deisalate TBO a 0,5 mM pendant 4h a 30°C.
L’excédent de TBO est éliminé par 2 rincages susifeslans 20 mL de soude a“1M. La
désorption s’effectue dans 10 mL d’acide acétigQ& Spendant 20 minutesigure 29). Si
nécessaire, une deuxieme désorption dans l'aciteyae est réalisée.

La quantité de TBO libérée est dosée par specttoptarie UV-Visible (Shimadzu UV-1800) a
A=654 nm.

polyCD + nTBO" libre

polyCD + TBO*
Figure 29 : Principe du dosage TBO

71

http://doc.univ-lille1.fr

© 2013 Tous droits réservés.



Thése de Guillaume Vermet, Lille 1, 2012

[1.2.6. Essais mécaniques

Les essais mécaniques ont été effectués par COBBINECH sur un appareil LRX Plus
(LLOYD Instruments). Les tests réalisés visent @palement a déterminer I'allongement a la
rupture. Classiquement, en chirurgie viscérale,considere que la contrainte subie par un
implant sur un défaut de diamétre inférieur a umtiogtre est de 16 N/cm contre 32 N/cm pour
un défaut plus important [197]. On appligue done darce d'élongation de 16 N/cm aux
échantillons étudiés découpés sous forme de bdtetelle 5 x 20 cm. Ceux-ci seront validés si
leur valeur d’allongement a la rupture est supéeieu 11%. L'implant en PET commercialisé
par COUSIN BIOTECH présente un allongement a laungpde 27% 3% dans le sens tresse et
47+ 4% dans le sens droit.

En revanche, pour le PLLA, il n'existe pas de vedetéférences, ce matériau n’étant jamais

employé seul, mais toujours tissé ou tricoté avexfibre en matériau non-résorbable le PP.

[1.2.7. Résonance magnétigue nucléaire du solide

La caractérisation par RMN’C du solide du PET fonctionnalisé a été effectuée
spectrométre Advance Brucker 400 MHz avec une ségueade type CP-MAS (Cross
Polarisation Magic Angle Spinning). Les échantiiamt été placés dans une sonde rotor de 4
mm, soumis a une fréquence de rotation de 10 kHs sm angle de 54,74 °, dit « angle
magique ». En effet, avec cet angle, les interastidipolaires ainsi que Il'anisotropie des
déplacements chimiques sont nulles. On obtienpentse semblable a un spectre du carbone en
milieu liquide.

Cette technique a été utilisée afin de mettre eteéce la présence de polyCD sur le PET-CD

par comparaison entre les spectres du supportevedrfpnctionnalisé.

I1.3. Etudes des interactions ALS/CDs et ALs/polyme  re
de CDs

[1.3.1. Résonance Magnétique Nucléaire

Les analyses par RMN ont été effectuées sur unreippa/ ANCE BRUKER 400 Mhz (soit 9,4
T) du centre commun de mesure RMN de I'Universiléell. Les spectre’H de lap-CD, de
son dérivé hydroxypropyl HRCD, du polymeére de cette derniére ainsi que dedavacaine, ont

ete établis. Des mélanges équimolaires de CDs (blymeh de ropivacaine (5 mmol) ont été
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préparés et laissés toute une nuit sous agitati@méiante, puis analysés par RMN du proton
1D.

Afin d'affiner cette étude, une technique partietdi dérivée de cette derniére a été employée, la
1D sel-NOE [198] (pour NOESY sélective), egalemampelée DPFGSE-NOE (Double Pulsed
Field Gradient Spin-Echo-NOE). Cette séquence membirradier préférentiellement un proton
(ou un groupe de proton) cible afin de mettre eidehce ses interactions dipolaires qui
apparaissent par un signal négatif sur un spe€irdulsoluté étudié. Cette technique permet de
faire apparaitre les proximités spatiales entregptesons comme par exemple dans le cas d’'un
complexe d’affinités faibles entre une moléculeitéw et une cyclodextrine comme c’est le cas

ici.

11.3.2. Electrophorese-capillaire

Cette technique séparative est basée sur la nugrates especes porteuses d'une charge
électrigue globale, en solution, sous l'effet dalramp électriqgue dans un tube capillakigre
30).

Détecteur a barette
de diodes
(190-600 nm)

Capillaire

Flectrode de CATHODE

ANODE
platine
o
Récipients
¢ d’électrolytes .

Source Haute Tension
0-30 kV

Figure 30 : Schéma de principe de I'électrophoreseapillaire

Elle est principalement employée dans la séparatinale, d'isomeres optiques ou de structure
mais également en biochimie dans la séparationratéipes. Elle permet de détecter d’autres
types de composés beaucoup moins importants eredede tailles comme les anesthésiques

locaux [199] ou encore intervient dans les étudesainplexes d’inclusion avec les CDs [200].
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Le soluté est ici transporté par capillarité enleex solutions d’électrolytes. Selon sa tailleaet s
charge globale, celui-ci est soumis a 2 types géadément :
* Le flux électroosmotiquelieo), qui est commun a tous les solutés en présence et
qui est défini par I'écoulement de I'électrolyte
» Le flux électrophorétiquele), qui est propre a chaque soluté et qui est goorap
avec la taille et la charge globale de ce dernier.
La somme de ces deux facteurs donne la mobilitarappe [lapy qui est défini par la relation :
lL.L

Happ = Hfeo T He = ﬁ

Avec |, la longueur du capillaire jusqu’au détectey la longueur totale du capillaire, t, le temps
de migration (en minutes) du soluté et U, la temsippliquée (en volt).
Ainsi, un soluté chargé positivement, migrera phisement vers la cathode (-) et sera donc

détecté avec des temps de migration plus courngunolécule chargée négativement ou neutre

(Figure 31).
Espéces Mo M. Mapp
cations > + > = >
neutres > + 0 . >
anions > + <« = >

Figure 31 : Représentation de la mobilité apparenten fonction de la charge de la molécule étudiée

Dans ce projet, cette technique a été employéedafimettre en évidence les interactions entre
les ALs et le polymére de CDs. Ce dernier est ugamion composé d’'un grand nombre de
charges négatives qui ont pour conséquence, pluxiglectroosmotique, de ralentir le temps
de migration. La ropivacaine en revanche a un temepsiigration plus court de par sa charge
cationique. Dés lors, s'il y a interactions en&s Heux composeés, le temps de migration de la
ropivacaine s’en trouvera allonger et donc sa tiétesera retardée.

Il est d’'ailleurs possible de déterminer la constaapparente d’association par cette technique,
en supposant que la stcechiométrie des complexesesdype 1:1, par le modele de Wren et
Rowe [201] (dérivé du modéle de Benesi et Hildetiyan

Soit un composé R en présence d'un sélecteur chiraléquilibre de complexation du composé

R avec le sélecteur chiral C est caractérisé pawratante K suivante :
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K
R+C ~———RC K= X
[R][C]
Lors de la séparation, la mobilité du soluté R s¥s@nce du sélecteur chiral C est fonction des
fractions des mobilités du soluté sous forme lifug et complexée (§), pondérées par la

fraction qui se trouvent sous ces deux formes.

__ R IRC]
T IRI+[RC1" T R+ [RC

wi ue
]
Par combinaison de ces 2 équations, la mobilitd'edpéce peut s’exprimer de la maniere

suivante :

ul+pcK[C] c—uDKIC]

, . . — (p
ni = TLrKiC] soit(ui — pl) THK[C]

La détermination expérimentale de ¢tant fastidieuse, voire impossible, par réarrarege
mathématique de cette équation (linéarisation),ebgzressions suivantes sont alors obtenues.
Elles sont respectivement appelées les formes daablproque, y-réciproque et x-réciproque.
Les parametres;up et [C] étant connus, I'étude des variations destions {Tableau 7), doit
conduire a I'obtention de droites (si le modelewesifie) dont I'équation permet de déterminer

les valeurs de la constante de complexation K ¢ deobilité 1.

Tableau 7 : Etude de variations des fonctions

Equation Graphique K 4t
y-réciprogue : pente )
[C] 1 1 [C] _ ordonnée +ul
= C =f(C
=)~ o—ph) I ook | G-y 7D peme
Double-réciproque: ordonnée
—— 1
1 = 1 x 1 + 1 1 = f(i) pente ordonnée tul
(Mi—pl)  (Me—pDK [C]  (uec—pl) | (Hi=pl) [C]
X-réciprogue :
W HD - g (i =ty + K (e - ) W= ¢ i = - pente OrchLéewl
[C] c ((ni = ul))

Expérimentalement, on étudie donc I'évolution denlabilité en fonction de la concentration en

sélecteur chiral.
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Les analyses ont étée effectuées sur un appareil tgee Beckman P/ACE
MDQ du laboratoire de Chimie Analytique de la Fé&ule Pharmacie de Lille. Le capillaire
employé a une longueur de 30,2 cm (20 cm jusquéaeictieur) pour un diamétre de 50 um et est
maintenu a 25°C. Afin de supprimer le flux élecomtique et d'éviter I'adsorption du
polymére de cyclodextrines sur la paroi du capélaelles ont eté préalablement enrobées
d’hydroxypropylcellulose selon la méthode décriée @irardot [202]. La solution d’électrolytes
est un tampon phosphate 50 mM a pH 7. La détedsineffectuée par un détecteur UV a

barrette de diodes. Enfin, la tension appliquéelesi5 kV.

I1.4. Etudes d’adsorption/libération des principes actifs
par les supports vierges et fonctionnalisés

Comme décrit précédemment, les études d’adsorptiaie libération de principes actifs sur les
supports fonctionnalisés, ont été effectuees darpdetpastilles de diamétre 11 mm mises en

présence des différentes molécules testées enosolut

[1.4.1. Technigues analytiques

I1.4.1.a. Spectrophotométrie UV-Visible
La quantification par spectrophotométrie UV-visilaleété effectuée sur Shimadzu UV-1800 et
Thermo-Electron Nicolet Evolution 300.
Le Bleu d’o-Toluidine présente un pic d’absorbaa&@b4 nm dans I'acide acétique 50%.

De méme, la Ciprofloxacine est détectée a 280 mm améthanol et a 275 nm dans la soude.

I1.4.1.b. Chromatographie Liquide Haute Performance
Les anesthésiques locaux lidocaine et ropivacaihété quantifiés par HPLC selon la méthode
récemment décrite par Qin [203]. L'appareil estnuodele Varian ProStar. La phase mobile est
composée d'un mélange acétonitrile/tampon phosppHte7,4. La colonne utilisée est une
colonne a phase inverse thermostatée a 40°C. keatuét est effectuée par spectrométrie UV a
210 nm.
Les temps de rétention de la lidocaine est depavaioaine sont respectivement de 4,5 et 5,5
minutes.
La loi de BEER LAMBERT est respectée a 210 nm gdauidocaine pour des concentrations
comprises entre 7,5 mg/L < [C] < 1 g/L dans I'eaaa = 0,9074 et entre 0,6 mg/L < [C] < 600
mg/L dans la soude 0,05N avee 0,904.
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La loi de BEER LAMBERT est respectée a 210 nm pauppivacaine pour des concentrations
comprises entre 5 mg/L < [C] < 2 g/L awee0,7297 dans 'eau et entre 4 mg/L < [C] < 34 mg/L
dans la soude 0,05N avee 0,8453.

11.4.2. Cinétiques d’adsorption de principe actif

Les échantillons (n=3) sont imprégnés dans 20 m&aligion de principe actif de concentration
fixe pendant une durée déterminée, comprise entrénbites et 24 heures. Aprés un ringage
d’'une minute dans 10 mL d’eau distillée, les éciians sont placés dans 10 mL de soude a
0,05N pendant 4h afin d’hydrolyser le polyCD etlidérer la totalité du principe actif. Celui-ci
est dosé par spectrophotométrie UV ou par HPLC.

11.4.3. Cinétiques de libération de principe actif

Les tissus du corps humain sont parcourus par ldeke$ biologiques qui se renouvellent en
permanence. Ainsi dans nos études de libératioms aoons tenu compte de ce paramétre en
imposant un flux semi-continu (batch) ou contings{éme USP4) dans les cellules.

Ce renouvellement des fluides (systeme dynamiquitd 2 phénomeéne de saturation et permet
de travailler dans des conditions hors-équilibreci(permet d’atteindre un degré de libération

total du principe actif par I'échantillon en fin deanipulation.

I1.4.3.a. Systéeme « batch » semi-dynamique

Les échantillons (n=3) sont imprégnés dans 20 m&adigion de principe actif de concentration

fixe pendant 20 minutes et 24 heures. Aprés uragedndividuel de I'excédent de solution

emportée 1 minute dans 5 mL d’eau distillée, ldgmatillons sont placés dans 5 mL du milieu de
libération (eau distillée, tampon phosphate PBS $pH,4). Le principe actif est dosé par

spectrophotométrie UV-visible ou par HPLC. Le premour, les mesures sont effectuées 30
minutes puis toutes les heures jusqu'a 6 h apredéhlut de la libération. La quantité de

médicament libérée est ensuite déterminée touded jusqu’a I'apparition d’un plateau.

Afin d’éviter la saturation en principe actif dulmau, ce qui pourrait géner la libération, celui-ci
est partiellement (10%) ou intégralement (100%) plawé par du milieu « frais » a chaque
mesure. Ces deux variantes permettent aussi dégtlidifluence du renouvellement sur les

cinétiques de libération.
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I1.4.3.b. Systeme dynamique USP4 dynamique
Les cinétiques de libération des principes actifglas particulierement de la ciprofloxacine ont
également été déterminées par la méthode du systiynamique développé dans la
pharmacopée USP4. Celle-ci propose d'utiliser wleille dans laquelle est placé I'échantillon a
étudier dont le milieu est constamment renouvedélit constant de 1 mL/min, par une pompe

péristaltique (systeme dynamiqué€)glre 32). Le milieu est collecté et régulierement (toutss
10 minutes).

|
>
|
§_'a \ 4 = — ]
o
P —F = Déchets Collecteur

— Echantillon

Sélection du
Pompe péristaltique milieu

—— 11
Fluls[

Figure 32 : Schéma de principe du systeme USP4

Les cinétiques de libération par le systeme USR4étinréalisées sur un appareil SOTAX de
'unité INSERM U1008 de l'université de Lille 2.

Les échantillons (n=3) sont imprégnés dans 20 m&aligion de principe actif de concentration
fixe pendant 20 minutes et 24 heures. Apres urnagegndividuel de I'excédent de solution
emportée 1 minute dans 5 mL d’eau distillée, lestilies activées sont directement placées dans
les cellules de libération. Le débit a été préalatant réglé a 1 mL/min. Toutes les 10 minutes,
les tubes de collecte sont remplacés, pesés aéwmaldier le volume exact. A la fin de
'expérience, les échantillons sont récupérés atgd dans la soude a 0,05N (10 mL) afin

d’hydrolyser le polymere de cyclodextrines et eier le principe actif restariigure 33).
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Figure 33: Principe de la désorption par hydrolyse du polymee

Les profils cinétigues obtenus par cette technigoet beaucoup plus rapides que dans

systeme « batch mais ils traduisent mieux les conditions réedlpses I'implanttion.

[1.4.4. Isothermes d’adsorption

Les isothermes d’adsorption permettent d’étudismjeantités d’anesthésiques locaux (lidoc
ou ropivacaine) adsorbées par les supports fomalm@s en fonction de la concentration d
solution d'imprégnation. Pour la, des échantillons (n=3) sont imprégnés dansl@&eL de
solution d’ALs de concentration variable pendant Bdures a 20°C dans un agitat
thermostaté. Aprés un ringage individuel de I'exaédde solution emportée 1 minute dans
mL d’eau distilléeles échantillons sont placés dans 10 mL de soudl®%N pendant 4h. L
principe actif est dosé par HPLC. Les valeurs agigenues sont traes mathématiquement

suivant deux modéles d’adsorption, Langmuir et Rdéah.

L’adsorption peut étre consirée comme une réaction d’équilibre de type

ke
P ,
A +6 <——— A ¢ avecA : molécule d’AL
ko o : surface du substi

k : constante d’adsorption et kconstante de désorpti

A partie de ce postulat, plusieurs modéles d'adgorpont été proposés pour décrire

mécanismes d’adsorption :

» L'isotherme de Langmt qui correspond a lI'adsorption d’'une molée d’AL sur un site

d’adsorption, soit des interactions spécifiqueswsuseul type de site et sans interact
entre molécules adsorbées. On aboutit donc anaafiton d’'une moncouche ().
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e Soluté en
o o solution

Monocouche

Substrat

Figure 34 : lllustration de I'adsorption selon le nodele de Langmuir

Ce mécanisme est décrit par la relation :
Ce

ge = qm. b.m
Avec :
e ge = quantité de molécule active d’adsorbée a ilge par gramme de substrat (mg/qg)
» Ce = concentration en molécule active a I'équilitheda solution d'imprégnation (g/L)
e gm = guantité d’adsorption a saturation du subgtaactéristique de la formation d’'une
monocouche) (mg/qg)
* b : constante liée a I'énergie d’adsorption (ml/ug)

* K. =qgm.b: constante d’équilibre de Langmuir (ml/rhi§¢ a I'enthalpie d’adsorption

o s s . Ce 1 Ce
Cette relation linéarisée conduit a I'équatior = —.b + —
qe qm qm

A partir de la droite obtenue et de son équatibrest possible de remonter a la quantité
maximale adsorbée a saturation mverse de la pente.

» L'isotherme de Freundlichjui caractérise I'adsorption d’'une molécule swsfgurs sites

d’adsorption d’énergies différentes et la posdiili’interactions entre les molécules

adsorbées et donc la formation d’'un systeme muitice.
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solution
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Figure 35 : lllustration du mécanisme d’adsorptionselon Freundlich

Ce mécanisme est décrit par la relation :

qge = Kf.Cel/"
Avec :
e ge = quantité de molécule active d’adsorbée a ilge par gramme de substrat (mg/qg)
» Ce = concentration en molécule active a I'équilitheda solution d'imprégnation (g/L)
» Kf = constante d’équilibre de Freundlich liée &égpacité d’adsorption relative

» 1/n = constante indiquant I'intensité de la réactio

1
logK —1
og f+no

Cette relation linéarisée conduit a I'équation’?99 = 8“log qe =

logKf+%logCe

Cette méthode permettra d’établir par traitementhéraatique, les modéles d’adsorption des
molécules actives sur les sites d’adsorption dy@bl Ceux-ci correspondent aux fonctions

carboxylates ou aux cavités des cyclodextrines.

1I.5. Evaluation biologique

L’évaluation biologique a été réalisée en collabora avec l'unité INSERM U1008, de

l'université Lille 2, partenaire de ce projet.
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[1.5.1. Les cellules

L’évaluation biologique des protheses a nécessitdidation de cellules NIH3T3 qui sont des
fibroblastes embryonnaires de soufig(re 36). Il s’agit d’une lignée cellulaire immortalisée.
Les fibroblastes sont des cellules présentes @angskus conjonctifs qui entourent et protegent

les organes. Ces cellules seront en contact diescimplants viscéraux apres leur implantation.

Figure 36 : Cellules fibroblastiques NIH3T3 observés au microscope optique

[1.5.2. Vitalité cellulaire

Ce test consiste a quantifier la vitalité des ¢eHayant proliférées sur le support par dosage
fluorométrique. Le réactif Bleu d’Alamar (Interchinincorpore un indicateur de croissance
colorimétrique et fluorescent basé sur la détectienl‘activité métabolique cellulaire. Le
systeme comprend un indicateur de I'oxydation Uoéidn qui devient fluorescent et change de
couleur en réponse a la réduction chimique du Bllamar dans le milieu de culture, cette
transformation n‘est possible que par des celluleantes et l'intensité de la fluorescence est

proportionnelle a I‘activité cellulaire [204].

Des pastilles[{ 15 mm) découpées dans des échantillons stériigéges et fonctionnalisés
sont disposées dans des boites 24 puits (Ce&ggare 37). Les supports PLLA ayant tendance a
« vriller », ils sont maintenus au fond par un anen caoutchouc (Vit6i Du milieu de
culture (1 mL) contenant 10 000 cellules NIH3T3 &stuté a des puits contenant les pastilles
ainsi qu’a des puits vides servant de témoins.dogdes sont ensuite mises en incubateur a 37°C
sous atmosphere humide a 5% (v/v) de @éndant 3 et 6 jours.

A la fin de cette période d’incubation, le miliea dhaque puits est remplacé par une solution a
10% de Bleu Alamar dans le milieu de culture a 29tés une seconde incubation a 37°C
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pendant de 3 heures, 200 pL sont prélevés dansielpats, répartis dans une boite de 96 puits.
La fluorescence est alors mesurée a 560 nm au nayanspectrofluorimetre Twinkle LB970
(Berthold). Le taux de vitalité relatif est exprira@ « pourcentage écart type » de I'échantillon

vierge.

Figure 37 : Boite de prolifération 24 puits Costaf avec échantillons de PET (gauche) et de PLLA + apau
caoutchouc (droite)

Un second protocole a été développé a partir die eeéthode afin de mesurer la vitalité
cellulaire de cellules fibroblastiques NIH3T3 apréép6t d'un échantillon sur le milieu
contenant les cellules. Les fibroblastes ont éf#osiés dans une boite 24 puits a une densité de
150 000 cellules/puits (1 mL/puits) pendant 24 beus 37°C sous atmosphere 06%) et
humidité relative (100%). Passé ce délai, les pasti(d] 15 mm) stérilisées, vierges et
fonctionnalisés ont été imprégnées ou non danssalugion contenant le principe actif pendant
une durée définie, puis déposés délicatement dapie cellulaire. L'objectif étant ici de mimer

au mieux l'implantation d’'un textile fonctionnaligét éventuellement chargé de principe actif).
Aprés 2 jours d’incubation, les cellules vivantemtscomptabilisées par la méthode du bleu

d’Alamar, énoncée ci-dessus.

[1.5.3. Efficacité antibactérienne - Test de Kirby- Bauer (diffusion sur
gélose)

La méthode employée afin de tester I'activité atibrienne des supports fonctionnalisés ou

non et chargé d’un principe actif antibactérienagktptée de celle décrite par Kirby-Bauer [184].
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Cette étude bactériologique permet de vérifierdesigtance de I'activité antibactérienne d'un
implant préalablement imprégné dans la ciprofloxaajui a été mise en présence de plasma
sanguin pendant une certaine durée. Au cours dpstela principe actif est progressivement
libéré par la prothése textile dans le plasma hareaicelle-ci perd son efficacité. Le but est
donc ici, d'évaluer l'apport de la fonctionnaligati dans les propriétés antibactériennes de
'implant dans un milieu proche de I'environnemeatporel.

Préalablement, les échantillons (n=3) sont imprégtes 20 mL de solution injectable de CFX
(2 g/L, Panpharma) pendant 20 minutes, durée maimeceptable lors d’'une intervention
chirurgicale. Aprés un rincage d’'une minute dansnll0 d’eau distillée, les échantillons sont
placés dans 1 mL de plasma humain (plasma issardgtetal humain, Etablissement Francais
du Sang), dans lequel la CFX sera progressivenismte.

A intervalles de temps déterminés compris entré 22¢en, des échantillons (n=3) sont prélevés
puis déposés sur une gélose de type Mueller HiAgard (MHA) préalablement ensemencée
par une culture bactérienne. Aprés 24 heures diaiwon & 37°C, un halo d’inhibition apparait
autour de la pastille. Celui-ci correspond a uneezde non-prolifération bactérienne, due a la
présence d’antibiotiques sur I'échantilldfigure 38).

A chaque retrait d’échantillons, le milieu de liagon (plasma) de tous les puits est renouvelé,
afin d’éviter la saturation en antibiotique.

Gelose ensemencée
Zone d’inhibition

Echantillon de
PET activé

Figure 38 : Exemple de boite de Pétri (9 cm) avecléantillons de PET chargé d’antibiotiques aprées 24h

d’incubation (E. coli)

Cette évaluation microbiologique a été réaliséeéteiant I'activité des prothéses textiles sur
deux bactéries figurant parmi les causes d'infasties plus fréquenteBigure 39):
 un coque a Gram positifStaphylococcus aureugsouche CIP224) que l'on
retrouve fréquemment dans le cas d’infections nus@aes
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* un bacille a Gram négatiEscherichia coli(souche L70A4) présent dans la flore

intestinale et qui peut survenir lors de complmasi comme ['étranglement

herniaire

) : %= Q.
T ot 5 W =

Figure 39 : Clichés MEB dEscherichia coli §auche) etStaphylococcus aureu@roite) [205, 206]
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET
DISCUSSIONS
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La mise au point d'un matériel prothétigue est empromis constant entre les contraintes
intrinséques au domaine des biomatériaux (flexéifpar exemple) et les performances du

produit final.

La premiere partie des travaux a consisté a ddéeiparametres d’ennoblissement textile par le
polymere de cyclodextrines et a caractériser legglams ainsi fonctionnalisés (ATG, DSC,
MEB,...) ainsi qu’a évaluer leur cytocompatibilité.

Dans un second temps, laffinité entre un antibio#i sélectionné pour son large spectre
d’activité antibactérienne, la ciprofloxacine es lextiles fonctionnalisés sera évaluée par des
cinétiques d’adsorption/libération dans différemtieux (eau ultrapure, tampon phosphate) et
sous différentes dynamique de milieu. L’efficacé#btibactérienne des supports activés sera
déterminée sur deux souches couramment observeesl’iofections en chirurgie viscérale,
Escherichia coliet Staphylococcus aureusespectivement bactéries a Gram négative et Gram
positive, et ce, apres un temps de séjour croiskard le plasma humain.

Une autre finalité de ce projet est de développeimplant textile capable de libérer situ des
anesthésiques locaux afin de lutter contre la dout®st-opératoire et a plus long terme, la
douleur chronique. Les interactions de I'un de pescipes actifs, la ropivacaine, avec le
polymére de cyclodextrines seront tout d’abord iée&l sous une approche fondamental par
spectroscopie RMN et électrophorése capillaire. ukas les cinétiques et les isothermes
d’adsorption de cette molécule ainsi qu’'une molé@nalogue, la lidocaine, seront établis afin

d’étudier leur comportement vis-a-vis des impldatetionnalisés.

Les perspectives a moyen et long terme seront @esqapres la synthése et la discussion des

résultats.
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I. Fonctionnalisation et caractérisations

La fonctionnalisation d’un textile par les cyclotixes telle qu’elle a été décrite par Martel et

al., repose sur 3 parametres principaux influant déreent sur la quantité de polyCD enrobée

autour des fibres textiles: la température et l@eule thermofixation ainsi que la concentration
des réactifs (cyclodextrines/acide polycarboxyliqu@ns le bain d'imprégnation [7].

Le procédé proposé permet la fonctionnalisatiom djzjand nombre de supports textile mais

nécessite néanmoins une étape d’optimisation d8 pasamétres en fonction de la nature de ce
dernier tant dans sa composition (PET, PP, PLA,ue)dpns sa forme (tiss€, non tisse, tulle,...),
ici le PET et le PLLA.

|.1. Caractérisations des supports vierges

Dans cette étude deux textiles vont étre étudiéstulle en polyéthylene téréphtalate et un tricot

en acide poly-L- lactique.

.1.1. Taux d’emport

La premiere étape du procédé de fonctionnalisaiine dépot des réactifs (CD+PCA) sur le
textile. Pour ce faire, ces derniers sont solusliglans I'eau, et la solution obtenue est
imprégnée sur le textile, puis I'eau est évapoxaml’ étape de thermofixation ou la réticulation

se produit. Le taux de polymére sur le support démonc de la quantité de solution qu'il a

adsorbée.

Ce parameétre est appelé taux d’emport, quantisbllgion maximale adsorbable par le textile.

Mpymide — Mgec
Mg

x100

Temport =

L'imprégnation a été effectuée par foulardage, &g requiert un certain nombre de passages
afin d'imprégner totalement le textile, généralettgydrophobe.
Le taux d’emport correspond donc au gain de masdexdile imprégné dans la solution. Il est

déterminé par pesée apres chaque passage au foulard
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Figure 40 : Taux d’emport du support PET et du PLLA dans I'eau en fonction du nombre de passages —

2 m/min, 2 bars

Dans le cas du PET, le taux d’emport moyen es88al+ 5% Figure 40). Le PLLA présente la
capacité d'adsorber 151%4% de sa masse en solution. De par son hydroghilgeimportante,
imprégnation du PLLA engendre un taux d’empomipimportant. L'écart-type est élevé du
fait de la structure de tricot qui engendre I'ajitiar aléatoire de gouttelettes d’eau piégées dans
ses mailles. Le PET est saturé apres 2 passagesedfmulard, 3 passages sont nécessaires pour
le PLLA. Néanmoins, et afin d’obtenir une répantitila plus homogene possible dans les 4
directions, il a été convenu que le textile doibisyl passages en prenant soin de pivoter le

bY

support de 90° a chaque passage.

En théorie, on pourrait atteindre des taux de fonaoglisation plus élevés sur le PLLA que sur

le PET. En effet, ce dernier est plus hydrophobe puPLLA, ce qui empéche la bonne

adsorption de la solution. De plus, les tricots leyds ici possedent des grammages différents
de respectivement 270 g/m2 pour le PLLA et 100 giowvr le PET, ce qui influence également

'adsorption, un tissu plus « lourd » aura un talemport plus important, ce qui est confirmé

ici.

[.1.2. Analyse thermogravimétrigue des supports vie rges

L’analyse thermogravimétrique des supports vieqgesnet mesurer la température a laquelle

commence leur dégradation thermique. Cette donmémgttra éventuellement de fixer les
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températures limites pour le traitement thermiqee la fonctionnalisation, afin de ne pas
endommager le textile.

100 ‘ 100

80 80

Masse, %

40 -

20 20

50 150 250 350 450 550 50 150
Température, °C

250 350 450
Température, °C

Figure 41 : Thermogramme du PET et du PLLA

Le thermogramme du PET vierge affiche une dégradatiermique qui débute vers 310°C
(Figure 41). Cette valeur est trés nettement supérieure dug pautes températures de

fonctionnalisation (170°C — 180°C). Le PET ne s#wac pas dégradé thermiquement lors de la
thermofixation.

En revanche, le PLLA commence a se dégrader ar pkatR20°C, ce qui traduit une moins
bonne stabilité a la chaleur par rapport au PEgu(e 41). Cette température n’est pas trés
éloignée de la plage de température utilisée comemh dans la fonctionnalisation. On peut
donc prévoir que ceci constituera une contraingeeadre en compte

Au-dela de 500°C pour le PET et de 400°C pour leALlon observe une absence de résidus
comme les produits d’ensimage employés souvent dargissage. Cette étude a également
permis d’évaluer les températures a ne pas déplssele I'analyse enthalpique différentielle

afin de ne pas atteindre la dégradation du supgoitt300°C dans le cas du PET et 200°C pour
le PLLA.

[.1.3. Analyse enthalpigue différentielle

L’analyse DSC du PET vierge n'a pas permis de détete transition vitreuse, ce qui signifie
gue le matériau est tres majoritairement cristgHiigure 42). De plus, aucune température de
cristallisation n’est visible lors de la montée températures. Le matériau présente donc une
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cristallinité maximale, ce qui est caractéristigian filament étiré en sortie de filiere. De plus,
cette étude a mis en évidence la présence de despd@ fusion intervenant respectivement a
255°C et 260°C (TonseE 250,4°C,AH; = 56,21 J/g). Il semblerait donc que le matériau soit

composeé de deux types de cristallites.

Température, °C
50 100 150 200 250

T° onset= 250,40°C

onset™

D = 56,21 1/g

Flux de chaleur, mW

Tofus picl:
254,96°C

M Exo g pic2™
-7 260,15°C

Figure 42 : Analyse enthalpique différentielle du ET vierge

Il est possible de déterminer le taux de crist’ﬂiﬂincPET du matériau par la relatiorjy, AHj
c=
AH
fo

Avec AHj, I'enthapie de fusion relevée AHyPET, I'enthalpie de fusion théorique du PET 100%
cristallin, soit 138 J/g [207]. Le taux de crisitailé du PET étudié est donc Q@PET = 40,7%.
L'observation par MEB du tulle PET avait révélé deésence de deux types de sections de
structures différentes, I'une droite, l'autre teess

L’analyse DSC de ces deux parties a été effectuéengparée a celle du tricatigure 43).
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Figure 43 : Grossissement des pics de fusion degtimogrammes DSC du PET vierge, de sa section treesgt

de sa section droite

La fusion de la section droite induit un pic en@othique caractéristique vers 256,9°C. La partie
tressée présente deux pics de fusion, avec néasnaa@nx pics de fusion a 255,17°C et
260,29°C. Il semblerait donc que lors du tricotagel'implant, les sections de fils tressés ne
présentent pas les mémes caractéristiques delloristaque les sections droites. Ceci provient
probablement de la contrainte que subit le fil diess sections tressées. Qui conduit a une
modification de la structure des cristallites diensignal se dédouble et fait apparaitre un second

pic de fusion a 260°C.

Le PLLA vierge a également été analysé par DSi@u(e 44). Aucune température de transition
vitreuse n’est observable. En revanche, un piaudmih apparait vers 160°Cq(le:= 157,14°C,
Aws= 49,38 J/g). Deés lors, la thermofixation lors defdnctionnalisation ne devra pas dépasser
des températures supérieures a 160°C.

Comme dans le cas du PET, il a été possible dendiéer le taux de cristallinité du PLLA

PLLA

étudiéy. , ) partir de I'enthalpie de fusion théorique du PLLBO% cristallinAHpPLLA =

93,6 J/g [208]. On obtient donc un tauxadetallinité pour le textile PLLA considéré q@PLLA =

52,8%.
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Figure 44 : Analyse enthalpique différentielle du BLA vierge

Cette étude montre que le procédé de fonctiontialispeut étre appliqué pour le PET sans

modifier sa structure cristalline jusqu’a 250°C180°C pour le PLLA.

|.2. Parametres de la thermofixation

Afin d’étudier l'influence de la température etldedurée du traitement thermique sur le taux de
fonctionnalisation des textiles, les échantillonst @té fonctionnalisés avec une solution
contenant les réactifs en concentration fixe. Uatgmm d’imprégnation a été préparée dans les
proportions 8/1/10 (pour 100 mL), soit 8 g de CTRy de catalyseur NaRO; et 10 g de HR>

CD pour 100 mL de solution. Cette formulation esisde sur des études précédentes du
laboratoire [188]. Les échantillons ont été impegmpar 4 passages au foulard comme défini
précédemment, puis séchés a 90°C et fixés thermigpie

Pour le PET, on réalise ce « screening » pour @amente de températures allant de 130°C a
160°C de 0 a 60 minuteBi@ure 45).
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Figure 45 : Etude de la cinétique de fonctionnaligaon du PET —
Formulation 8/1/10 (CTR/NaH,PO,/HPB-CD)

Un accroissement du taux de fonctionnalisation aeedurée du traitement thermique est
observable et ce, quelles que soient les tempém@iudiées. Néanmoins, pour des températures
supérieures a 140°C, une valeur plafond de fonctibsation de 15% + 1,5%-wt est atteinte
apres 30 minutes de traitement (15 minutes a 15Q%3)températures inférieures a 140°C sont
insuffisantes pour obtenir cette valeur plateaun®ins de 60 minutes. A cette température
(140°C) on n'observe de fixation de cyclodextrige& partir de 30 minutes de thermofixation.

La température de fusion du PLLA intervenant aipart157°C, la fonctionnalisation de ce
support a été tout d’abord étudiée entre 130°G66fQ pour une durée de 60 minutEég(re

48), afin de voir I'impact de la température de fomehalisation sur le textile et sur le taux de
fonctionnalisation.

20% -
16% -

12% -]

Taux, %

4% -

0%

130 135 140 145 150 155 160
Température, °C

Figure 46 : Taux de fonctionnalisation du PLLA en bnction de la température de traitement thermique
durant 60 minutes — Formulation 8/1/10 (CTR/NaHPO,/HPB-CD)
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La Figure 46 montre un accroissement du taux de fonctionn@isatvec la température de

thermofixation de 130°C a 160°C. Un plateau edimtta un taux de 18,5% * 1% pour des
températures supérieures a 150°C. Néanmoins, ymartamte déformation du support en PLLA
(Figure 47) a pu étre observée avec I'augmentation de la desyre de thermofixation. Ce

phénomeéne est lié a la rétractation des fibres Beffist de la chaleur, la température de fusion
du matériau se situant autour de 157°C.

Vierge 140°C 150°C 165°C 160°C

Figure 47 : Déformation du PLLA en fonction de la empérature de la rame

Afin de pallier cette altération du PLLA, les temgtfires supérieures a 150°C permettant
d’obtenir le taux de fonctionnalisation le pluswée ont été exclues au profit de celle qui
préserve au maximum les parameétres dimensionnelexdile, 140°C. En faisant varier les
durées de traitement thermique entre 5 et 60 nBrauteette température, on obtient la cinétique
de fonctionnalisation du PLLA, présentée darnSigare 48.
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Figure 48 : Cinétique de fonctionnalisation du PLLA& 140°C —
Formulation 8/1/10 (CTR/NaH,PO,/HPB-CD)

Le taux de fonctionnalisation augmente avec la ela@ traitement thermique, a partir de 10
minutes de traitement. En deca, aucune fonctiosei#din n'est observée. Un plateau est atteint &
un taux de 20% + 2%-wt aprés 45 minutes de thexatéin.

Comme il a été démontré préecédemment, méme a dgetatures élevées (> 140°C) et des
durées de traitement importantes (> 60 minuteshau& de fonctionnalisation est limité a une
valeur plateau. De plus, ces conditions trop dyast altérent le PLLA.

Le cahier des charges du produit (tulle en PET bUAR stipulant le développement d'un
procédé simple et polyvalent, et n'altérant pas despriétés initiales du textile (parametres
dimensionnels et résistance mécanique) le choixalyple température/temps a été arrété sur
140°C pendant 60 minutepour les deux textiles.

Il reste néanmoins un paramétre a étudier, quiaesbncentration des réactifs dans le bain

d’'imprégnation.

|.3. Influence de la concentration et du couple de
réactifs

Afin d’étudier l'influence de la concentration e@actifs, des échantillons de PET et de PLLA
ont été fonctionnalisés a 140°C pendant une heamefaisant varier la concentration de la
solution d’'imprégnation de compositi@TR/NaH,PO,/HPB-CD.

Une formulation alternative contenant3l&CD a également été testée. Des études précédientes

laboratoire ont montré que [RCD était difficilement polymérisable en dessousl@&®°C en
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utilisant I'acide citriqgue. Afin de remédier a ceopleme, nous avons choisi un autre polyacide,
'acide 1,2,3,4-butanetétracarboxylique (BTCA), tém fonctionnalité supérieure (4 fonctions
carboxyligues) accroit la réactivité.

Les proportions optimales PCA/cata/CD dans la swiud’'imprégnation ont été fixées a un ratio
de 8/1/10 grammes par 100 mL de solution dansrdeatx antérieurs du laboratoire [188, 189,
193], on obtient donc une solution de concentrationdérale globale ([PCA]J+[CD]) 180 g/L,
soit 100 g/L de CD et 80 g/L de PCA. A partir deétealerniére, des dilutions ont été réalisés
aboutissant a des solutions de concentrationsblasi&45, 90, 270, 360g/LT#bleau 8.

Tableau 8 : Récapitulatif des solutions de réactifétudiées et nomenclature des échantillons

Concentration
. Ratio PCA/NaH2P0O2/CD pondérale de la | Dilution par rapport
Formulation CD] (en g/L) | Nomenclature
(en g pour 100 mL) solution [PCA]+[CD] acC=180g/L [CD] (eng/t)
(eng/L)
2/0,25/2,5 45 C/4 25 PET-CDy5
4/0,5/5 90 C/2 50 PET-CDs,
CTR/NaH,PO,/HPBCD
8/1/10 180 C 100 PET-CD1qp
-
PET 16/2/20 360 2C 200 PET-CD5gp
2/0,25/2,5 45 c/4 25 -
4/0,5/5 90 C/2 50 -
BTCA/NaH,PO,/BCD
/NaHPO,/BCD 8/1/10 180 c 100 ;
12/1,5/15 270 3C/2 150 -
2/0,25/2,5 45 C/4 25 PLLA-CD,5
4/0,5/5 90 C/2 50 PLLA-CDsq
PLLA CTR/NaH,PO,/HPBCD
8/1/10 180 C 100 PLLA-CD;qg
-
16/2/20 360 2C 200 PLLA-CD,q9

De par la solubilité limitée de la cyclodextrinetime, il n'a pas été possible de réaliser une
solution d'imprégnation & 360 g/L comme il avai &it dans le cas du couple CTRfHED.

De ce fait, la concentration maximale d’'une solutie BTCABCD étudiée ici sera de 270 g/L
([BTCAJ=120 g/L et BCD]=150 g/L).
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Figure 49 : Taux de fonctionnalisation moyens sur BT fonctionnalisé par CTR/HPBCD et BTCA/BCD et sur
PLLA fonctionnalisé CTR/HPBCD par en fonction de la concentration en CD — 14@, 1h

La Figure 49 montre une excellente linéarité entre le taux dactionnalisation et la

concentration de CD dans le bain d'imprégnation que soit le support ou le couple de réactifs

employés. Ces résultats confirment qu’il est pdesibobtenir des taux de fonctionnalisation

plus élevés par I'utilisation d’'un bain d’imprégiuat plus concentré. Cependant, un fort taux de

polymeéres de cyclodextrines qui enrobe les fibeeBiohplant aura pour conséquence d’accroitre

la rigidité de ce dernier. Dés lors, le textile sera plus compatible avec des techniques

d’'implantation nécessitant son enroulement comnmagdaroscopie. Une autre difficulté viendra

de la solubilité des réactifs pour la préparatiersdiution a forte concentration.

Les taux de fonctionnalisation obtenus sont résuimaés leTableau 9

Tableau 9 : Taux de fonctionnalisation du PET-CD factionnalisé par CTR/HPBCD et BTCA/BCD et sur

PLLA fonctionnalisé par CTR/HPBCD en fonction de la concentration en CD

[CD], g/L 25 50 100 150 200
PET (CTR/HPBCD) | 3,2+0,3% 6 +0,5% 13 + 1% - 23,8 + 1%
PET (BTCA/BCD) 23+02% | 34+05%| 97+119% 16,7+0,1M% -
PLLA (CTR/HPBCD) | 4+0,1% 82+06% | 14,6 +2% - 33,3+ 1%
100
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La quantit¢ de polyCTR-HRCD déposée sur les fibres du textile augmente aaec
concentration des réactifs sans pour autant atidé valeur plateau jusqu’'a 200 g/L de
cyclodextrines dans le bain d'imprégnation. |l esinc possible d’augmenter le taux de

fonctionnalisation en faisant varier ce parametre.

La fonctionnalisation du PET par le couple BTBAID ne permet pas d’'atteindre des taux aussi
importants qu’avec les réactifs CTR/BED (respectivement 9,7% contre 13% dans le cas d'u
bain de réactifs a 100 g/L en CD) dans la gammeaheentrations étudiés. Néanmoins, on
n'observe pas de saturation des supports dansneéttee gamme.

Cela est probablement du & une température de ofigation insuffisante pour polymériser la
B-CD. Néanmoins comme nous I'avons vu précédemrilesgrait inapproprié d’augmenter cette
température, afin de ne pas modifier les paraméimensionnels du support notamment dans le
cas du PLLA.

Cette étude nous a permis de démontrer que laidometisation des supports par le polymére de
cyclodextrines, est un procédé parfaitement matiles En effet, il nous est possible d’obtenir le
taux de fonctionnalisation souhaité en influantlegr3 paramétres que sont la température et la
durée de la thermofixation et la concentrationréestifs du bain d’imprégnation.

A ce stade, il n’était pas possible de détermieetalx de fonctionnalisation qui représente le
meilleur compromis entre des performances d’adsorfibération accrues, une bonne

biocompatiblité et le respect du cahier des charges

|.4. Caractérisations des supports fonctionnalisés

1.4.1. Analyse thermogravimétrigue

Les supports ont été caractérisés par ATG, afiuadier le taux de polymeére de cyclodextrine

présent sur les fibres.
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Figure 50 : Thermogrammes du polyCTR-HPBCD et des supports PET a différents taux de

fonctionnalisation

La Figure 50 montre que le polyCTR-HFCD se dégrade a partir de 150°C et que le PET se
dégrade a partir de 350°C. Les thermogrammes, kb présentent un début de dégradation
autour de 180°C et un palier correspondant a laadégion du polyCTR- HFCD apparait de
plus en plus visiblement lorsque la concentratiofodin d’'imprégnation augmente.

Bien que la dégradation thermique du polyCTRBBP intervienne a une température inférieure
a celle du support textile, elle se poursuit juagdb0°C, comme ce dernier. Il est néanmoins
possible de calculer le taux de fonctionnalisaties échantillons. Pour cela, un facteur correctif
est déterminé a une température donnée située lentt€but de dégradation du polymere de
cyclodextrines et le début de la dégradation du.PA&msi, a 325°C par exemple, 60% du
polyCTR-HRBCD pur est dégradé. Les pertes de masses des wuppoctionnalisés sont
évaluées a cette température et les taux de fometisation calculés par correction sont

présentés dans Kgure 51en comparaison avec les résultats obtenus par.pesée
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Figure 51 : Taux de fonctionnalisation des support®ET en fonction de la concentration en CD du bain

d’'imprégnation, déterminés par peséerpuge) et par ATG (vert)

Les taux obtenus sont similaires qu’ils soient éieés par pesée ou ATG. Cette derniere

technique permet donc de déterminer le taux detifomtalisation des supports.

100 —
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80 -
—PLLA-CD 25
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@ —PLLA-CD 200
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20 T
\\\
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Figure 52 : Thermogrammes du polyCTR-HPBCD et des supports PLLA a différents taux de

fonctionnalisation

Dans le cas du PLLA, les plages de températuregédeadation du PLLA et du polyCD se
superposentFigure 52). La dégradation du textile se produit a partir25®°C soit 100°C de
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moins que celle du PET. Les dégradations respectivesupport et du polyCTR-HED se

produisent a des températures trop rapprochées qimmarver un palier intermédiaire du a la
dégradation de I'enrobage de cyclodextrines. Ort pmut de méme observer que la perte de
masse de I'échantillon intervient a des températde plus en plus basses. Ainsi, un support

PLLA fonctionnalisé a 33% (PLLAg) commencera a se dégrader a partir de 170°C contre
250°C pour le PLLA.

[.4.2. Analyse enthalpigue différentielle - DSC

Les supports fonctionnalisés ont été caractériggsQBHC afin d'établir leurs températures
caractéristiques, telles que la température desitran vitreuse §, ou la température de fusion
Tt, voire la température de cristallisation Tobjectif est ici d’'observer une éventuelle \ion
des transitions d’état entre les supports viergiésnetionnalisés, ce qui traduirait une incidence

du procédé de fonctionnalisation sur la structw® matériaux en PET ou en PLLA.

Les températures de début de dégradation déternpaesi’ATG ont permis d'établir les
températures limites a appliquer en analyse erithapifférentielle (DSC).

L’analyse DSC des échantillons de PET fonctiongalig’a pu donner les résultats escomptés.
En effet, 'appareil DSC utilisé a 'UMET n’est pa®oncu pour étudier la dégradation des
matériaux sous peine d’endommager le four et Isisteinces par les produits de dégradation.
C’est pourquoi la température maximale programntéé e 180°C, afin d’éviter la dégradation
totale du polyCTR-HPCD. Or dans cette plage de température, aucunesiticem d’état

caractéristique n’a pu étre observee.

L’'analyse des échantillons de PLLA-CD a différemdsix de fonctionnalisation a mis en

evidence la présence d’'un dédoublement du picslerfudu supportRigure 53).
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Figure 53 : Comparaison des thermogrammes DSC despports PLLA de différents taux de

fonctionnalisation

Tableau 10 : Tys et Enthalpies de fusion des pics de fusion des qts PLLA a différents taux de

fonctionnalisation

: . . Enthalpie de o : Enthalpie de
Echantillon Tss (°C) pic 1 fusion Pic 1 (J/g) T1us (°C) pic 2 fusion 2 (3/g)

PLLA = = 169,2+1,2 49,95+ 0,12
PLLA-CD25 156,5+0,1 11,67 £ 0,72 170,3+0,5 25,77 + 2,39
PLLA-CD50 153,2+0,3 557+1,51 167,7 £ 0,6 27,87 +1,36
PLLA-CD100 155,1+0,1 9,83+0,72 169,9+0,3 28,9 +1,37
PLLA-CD200 154,1+0,3 4,43 +£1,53 1675+1,.1 20,33 +1,95

s 4 s 7

Les températures de fusion de chaque pic ont &eées a 155°C et 169°Tableau 10. Les
enthalpies de fusion de ces 2 pics n’évoluent pas ke taux de fonctionnalisation des textiles.
Le polymere de cyclodextrines ne présente pasaldepiusion, ce dédoublement ne résulte donc
pas de I'enrobage par le polyCD mais du procédé@ienéme qui modifie la structure cristalline
des fibres de PLLA.

Afin de vérifier cette hypothese, des échantillohs PLLA ont subi les étapes de la
fonctionnalisation « a blanc », sans incorporeréestifs (CD, catalyseur, CTR) dans la solution
d’eau distillée lors de I'imprégnation. Seuleséd¢spes susceptibles de modifier la cristallinité du
PLLA ont été appliquées, soit I'imprégnation, lalfirdage, le séchage a 90°C et le traitement

thermique a 140°C durant 1 heure. Enfin, les édiarg ont été placés dans un soxhlet a I'eau
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pendant 3 heures. Ces supports ont été analys&S@aet comparés au PLLA non traikéglre
54).

—PLLAvierge PLLA vierge traité a blanc
Température, °C
40 60 80 100 120 140 160 180
———

T Exo

Figure 54 : Comparaison des thermogrammes DSC du RIA et du PLLA traité « a blanc »

Comme dans le cas des supports PLLA-CD, un teRtileA vierge qui a subi le procédé de
fonctionnalisation présente deux types de crisiigdlicaractérisées par un dédoublement du pic
de fusion. Les températures relevées sont de 185470°C, ce qui correspond aux résultats
obtenues par I'analyse DSC des échantillons PLLA-CBemblerait que les divers traitements
appligués sur le textile modifient la structurestailine du matériau. Il est a souligner que sur le
thermogramme du PLLA vierge, on peut observe unlépzent a 155°C qui correspondrait a
une phase cristalline embryonnaire qui se seraildppé lors de ces traitements.

Pour résumer, le polymére de cyclodextrine lui-mémiaflue pas sur les températures
caractéristiques et donc sur la structure du naaterPET comme PLLA. Néanmoins, les
différentes étapes du procédé comme le traiterheniique peuvent modifier la cristallinité du
matériau PLLA.

1.4.3. Essais mécanigues

Le rbéle premier d’'un implant de réfection pariétast le renforcement de la paroi apres
l'intervention. Cela implique que le support doesenter une certaine tenue mécanique. Les
échantillons de PET fonctionnalisés selon le pmdndustriel, ont été testés sur banc de
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traction selon la méthode de controle qualité dé&JSID BIOTECH. Les mesures sont réalisées
selon les deux sens du textile, trame et chaine résultats moyens ont été comparés avec les
valeurs de résistance obtenues sur des échantil®RET viergesTableau 11).

Tableau 11 : Allongement a la rupture du PET viergeet fonctionné

Textile Allongement section tressée Allongement section droite
PET 27%+ 3% A47%t 4%
PET-CD 25%+ 1% 32%t 1%

Une baisse de l'allongement a la rupture (-15%lMadeame apparait aprés la fonctionnalisation,

due a l'augmentation de la rigidité du support. remanche, la partie tressée ne semble pas
perdre en tenue mécanique par enrobage des fineeseapolyCD.

Ces valeurs sont suffisantes pour assurer une btemée mécanique de la paroi apres

implantation. La norme employée par COUSIN BIOTEG#I considere que la partie tressée.

Les implants testés doivent posséder un allongemdatrupture sous une force de 16 N/cm

compris entre 4% < A%n< 35%.

Dans le cas du PLLA, la résistance de l'implant &sgurée par la structure textile biostable
(généralement en PP), qui est appelé a rester ldmganisme dans le long terme. Dés lors,
aucun test n'a été effectué sur le PLLA car cetpes lui qui assure le réle de soutien a long

terme.

1.4.4. Microscopie électronigue a balayage

Les observations par MEB ont permis de démontr@résence du polymére de cyclodextrine,
mais également d’évaluer 'homogénéité de cet eageb

Seuls des échantillons de PET et de PLLA a tresthau de fonctionnalisation, respectivement
24% (PETog) et 33% (PLLAog), ont été observés en microscopie électroniqualayage. Des
clichés des supports vierges ont également étisésadfin d’observer d’éventuels changements

de structures comme par exemple la rugosité dacmirf
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1 5.0kV 20.6mm x40 1.00mm 1 5.0kV 20.7mm x300 100um

Figure 55 : Clichés MEB du support PET — Grossisseent x40 (gauche) et x300 (droite)

2 5.0kV 20.6mm x35 1.00mm 2 5.0kV 21.9mm X300

Figure 56 : Clichés MEB du support PET-CD 24% — Grasissement x35 (gauche) et x300 (droite)

Sur le textile PET vierge={gure 55), les fibres sont bien définies.

En revanche, les observations sur le PETdgFigure 56) montrent la présence de polymeére
sur les sections droites et tressées non seuleawtotr mais €galement entre les fibres en
surface de I'échantillon. Les interstices entresfibres sont remplis par du polyCD, qui peut
egalement formées par endroit des amas. Une dblatdti diaméetre du fil est observable sur

I’échantillon fonctionnalisé.
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211-hamoge 5.0kV 13.5mm x30 SE(M) 1.00mm 211-homoge 5.0kV 13.5mm x200 SE(M) 200um

F -t = # :
[N I E R T R B B |

7 £
211-homoge 5.0kV 13.4mm x200 SE(M) AT ]

Figure 58 : Clichés MEB du support PLLA-CD 33% — Grossissement x30 (gauche) et x200 (droite)

La méme étude réalisée sur le PLLA et le PLLA-CDo3@igure 57 et Figure 58). Comme
précédemment, les interstices entre les filameéwslent la présence de polyCD. Ce phénoméne
est principalement du a une réponse du PLLA atetrant mais est accentué par un effet du
polyCD qui provoque la rétractation de la structiors de la réticulation.

Il est & noter que les clichés du PLLA et PLLA-CDragrossissement x30 ont été effectué sur

des faces différentes du textile ce qui engendeedifference de structure visibleidure 58).

1.4.5. Résonance magnétigue du solide

Une mise en évidence supplémentaire de la fondimation a été apportée par la résonance
magneétique nucléaire du solide.

Dans un premier temps, I'analyse du textile vieageermis de définir les signaux correspondant
aux différents atomes de carbones rencontrés damat¢romolécule de PET. La numérotation
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des carbones magnétiquement équivalents du PEIréstntée dans Rigure 59 et apparait en

bleu sur les spectres, pour plus de lisibilité.

3 3

Figure 59 : Numérotation des carbones du PET

Sur le spectre CPMAS de Rigure 60, on dénombre quatre types de carbones chimiquement
magnétiguement équivalents, dont I'attribution é réfportée dans [Eableau 12 [209].Les deux
doublets identiques apparaissant vers 30 et 230 ppmh des artefacts (marqués par des

astérisques) résultant de la rotation et ne samt g@as pris en compte dans l'attribution.

3

4
1
* *
| T B R LA
250 200 150 100 50 ppm
Figure 60 : Spectre RMN CPMAS"C du PET
Tableau 12 : Attribution des signaux*C CPMAS du PET
Carbones 1 2 3 4
A (ppm) 163.23 133.61 129.82 61.40
_ Aromatique Aliphatique
Fonctions C=0 =C- =C-H CH;
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Dans un second temps, aprés avoir analysé le supgadrfonctionnalisé a 24%-wkigure 62),
il est possible d'identifier les signaux correspamidau polymére de cyclodextrirédure 61, en
rougesur le spectre). L'attribution de ses groupemestseportée dans Tableau 13

Groupe
hydroxypropyl

Figure 61 : Structure chimique du polymere polyCTRHPBCD et numérotation des carbones
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4,711

10,13

I ! I ! I T I ! I T I ! I T I ! I T I ! I T I ! | T I !
280 260 240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
Figure 62 : Spectre RMN CPMASYC du PET-CD 24% (CTR/NaH2PO2/HRB-CD, 8/1/10, 140°C, 1h)

Tableau 13 : Attribution des signaux*C CPMAS du polyCTR-HPBCD sur PET

Carbones 1 2 3 4 5 6
A (ppm) 100 73 73 80 73 73
O-CH-O C-CH-C C-CH-C C-CH-O C-CH-C
Fonctions | | | | | C-CH2-0
C O 0] C @)
Carbones 7 8 9 10 11 12 13
A (ppm) 60 43 17 175 60 57 175
C-CH-C CC-OH
Fonctions| O-CH2-C | -CH3 -COO- C-CH,-C | -COOR
hydroxypropyl @) hydroxypropyl réticulant réticulant C réticulant
hydroxypropyl réticulant

Les pics attribués au support PET sont visiblescsuspectre (en bleu), sans modifications des
déplacements chimiques.

Des massifs apparaissent, attribuables a la présimtenrobage de polyCD. L’attribution des

signaux de la cyclodextrine a déja été publiee tmstravaux précédent du laboratoire [210]

(carboned. a6). Dés lors, il est possible d’attribuer les signaestants.
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A 20 ppm, un massif traduit la présence des groepésn methyl §) des substituants
hydroxypropyl de la CD. Le signal suivant, a 45 pesh également issu de ces substituants car
attribuable a leur carbone trisubstitu®. (Le calcul théoriqgue des déplacements chimiques a
permis de situer les signaux correspondant auxooasb de l'agent réticulant, porteurs de
I'hydroxyle (12) comme apparaissant a 56 ppm soit confondus avpic la 60 ppm. Enfin le
massif localisé a 175 ppm, juste apres le pic destions ester peut étre attribué aux carbones
des groupements carboxylates ou carboxyligligsrésiduels portés par I'agent réticulant.

Les carbones des liaisons ester3&B/CTR (L0) et leurs voisins CH21(l) sont similaires a
ceux du support PET, ce qui implique que leursatshents chimiques se confondent avec ces

derniers, respectivement a 163 ppm et 60 ppm.

La résonance magnétique nucléaire a donc permitester de la présence du polymere de

cyclodextrines sur le textile PET.

1.4.6. Adsorption du bleu de o-toluidine

Les échantillons des deux supports vierges et ifamtalisés ont été caractérisés par la
méthode d’adsorption du TBO, en tant que molécuddéte (2™ partie 11.B.5). Ce dosage nous
a permis d’évaluer la disponibilité du polyCD eneatéinant la quantité de molécules adsorbées
(rapportée a la masse des échantillons) en foncliotaux de fonctionnalisation des supports
PET et PLLA.

De visy apres ringcage dans la soude 0,05N, on observéépiantillon fonctionnalisé adsorbe

davantage de colorant que I'échantillon viergigure 63).

P Es sa Al A SRR

Fasbabub o b bzt sl kbl
@i 3

hl
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A

Figure 63 : Observation comparative d'un échantillm de PET vierge (gauche) et fonctionnalisé (droitegpres

imprégnation dans le TBO et ringage simple dans lsoude 10" M.
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La Figure 64 rapporte la quantité de TBO adsorbée (apres ringagePET et PLLA présentant des taux
de fonctionnalisation croissants. Les supportggem’adsorbent quasiment pas de TBO (> 1umolig) pa
rapport aux supports fonctionnalisés (jusque ®®eimol/g respectivement).

En termes de capacité d’adsorption, les échantill@s moins fonctionnalisé (PET-GDet
PLLA-CD2s) adsorbent déja prés de 60 fois (PET) a 100 feldA) plus de TBO que les
supports viergeg=(gure 64).

Malgré cela, une valeur palier est atteinte a pditine fonctionnalisation par une solution a une
concentration de 50 g/L de cyclodextrines, a 80 ljgrae support pour le PET-CD, 50 umol/g
pour le PLLA-CD.

80 -
o
2% | b
= i
Q40
- ~-PET

20 - ~PLLA

0 I T I T T T

0 5 10 15 20 25 30 35

Taux de fonctionnalisation, %

Figure 64 : Quantités de TBO adsorbées par les supgs PET et PLLA en fonction du taux de

fonctionnalisation des supports

Une théorie qui pourrait expliquer ce phénomenastaié pour les deux types de supports,
repose sur la formation d’une monocouche de TBGa &urface. Des travaux récents du
laboratoire ont mis en évidence l'adsorption duubbie méthylene (BM) sur le polyCD
répondant au modele de Langmuir, soit la formatiame monocouche de BM a la surface du
polyCD. Or le TBO est une molécule analogue au Bbht elle ne differe que par la présence
d’'une amine et d’'un méthyl. Des lors, a partir daamtain taux de fonctionnalisation en polyCD,
ceci formerait une monocouche de TBO a la surfacgéchant sa pénétration dans la totalité du

revétement. Ainsi la totalité du polyCD ne serai$ pccessible au TBO.
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Bien que couramment employée en tant qu’analyse-geamtitative, la méthode du TBO

semble ici présenter ses limites.

1.4.7. Influence de la méthode de stérilisation

Dans le domaine des Dispositifs Médicaux Implaal§DMI), la stérilisation est une étape du
procédé. En effet, les matériaux employés peuvaméer incompatibles avec certains types de
stérilisation, comme par exemple, le PP qui se atégrpar scission de chaines aprés une
stérilisation au rayonnemerft ou y. De méme certaines méthodes de stérilisation meuve
éventuellement engendrer une toxicité due a laepEsde composés résiduels comme I'oxyde
d’éthylene. Dans le cas des DMI actifs (DMIA), Béliation de principes actifs, il convient, si le
dispositif est activé préalablement, de vérifierles propriétés de la substance active qu'l
contient, ne sont pas dégradées par la stérilisatio
La société COUSIN BIOTECH applique sur ces disjifssiteux technigques de stérilisation, la
stérilisation par absorption/désorption d’oxydetlydene (EtO) et par irradiation aux rayons
gamma 7). Afin de vérifier si le revétement de cycloderes et ses propriétés d’adsorption ne
sont pas altérées par le mode de stérilisation,edbantillons de PET ont été fonctionnalisé
(CTR/NaHPG,/HPB-CD, 8/1/10, 140°C, 1h, %CD = 13%) pour ensuites &tpartis en 3
groupes :

« fonctionnalisés sans stérilisation (témoins)

» fonctionnalisés et stérilisés par rayonnement

» échantillons fonctionnalisés et stérilisés par@Et

Les capacités d’adsorption de ces 3 types d’édlm#tiont ensuite été évaluées par la méthode

du TBO et seront confirmées par une étude d’adsorpie la CFX.
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64,3
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TBO, umol/g
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o

20 -

PET-CD PET-CD stériliséy PET-CD stérilisé EtO

Figure 65 : Quantités de TBO adsorbées sur PET ewoffiction du traitement des fibres

La stérilisation par rayonnemenbu par adsorption/désorption d’oxyde d’éthylenaffie’cte pas
(a l'erreur expérimentale pres) la capacité d’apison du PET-CD vis-a-vis du TBCFigure
65). Néanmoins, comme le textile PLLA est destinéraner un implant avec une structure en PP

qui est incompatible avec la stérilisatigrie choix s’est porté sur I'adsorption/désorptibiatO.

1.4.8. Evaluation biologigue des supports fonctionn alisés

En tant que DMI, il est important que la fonctiolsetion d’un implant de réfection pariétale
n'affecte pas sa biocompatibilité. Un test de itigalcellulaire sur cellules fibroblastiques
NIH3T3, a été reéalisé sur les textiles PET et PLIppgsentant différents taux de polyCTR-
HPBCD.

Les échantillons de PET et PET-CD, stérilisés pisogption d’EtO et découpés sous forme de
pastilles de 15 mm de diamétre, ont été mis enacbavec des cellules selon la méthode décrite

précédemment{gure 66) (2°"partie 11.5.2).

Une étude comparative de la vitalité cellulairg@rmenée sur un PET vierge (ramenée a 100%)

et sur des supports PET-&Dso.
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100% E3jours H6 jours

80%

60%

Vitalité, %

40%

20%

0%

PET Vierge PET-CD25 PET-CD50 PET-CD100 PET-CD200

Figure 66 : Vitalité cellulaire de fibroblastes NIH3T3 (ratio au PET) en fonction du taux de fonctionalisation
des supports PET-CTR/HBCD, 140°C, 1h

La Figure 66 montre qu’apres 3 jours d’incubation, la vitalités cellules ayant proliféré sur les
supports fonctionnalisés reste supérieure a 808gjler la concentration en CDs ne dépasse pas
100 g/L (PET-CDs.50-109 €t supérieurs a 60% pour un échantillon PETdgPrésentant le plus
fort taux de fonctionnalisation (24%). La vitaldécroit avec le taux de fonctionnalisation.

Aprés 6 jours d’incubation, en revanche, la viéatiellulaire chute de 20% pour les 3 premiers
PET-CDys-50-100 de 10% pour le PET-Glgy. Cette variation est principalement due a uneré&ge
hydrolyse du polyCTR-HBBD qui libére des fonctions carboxyliques, qui assent I'acidité

du milieu. Dans les 3 premiers cas, les valeuremésiéanmoins acceptables, ne dépassant pas
les 60%. Le PET-CRo présente toutefois une vitalité cellulaire procdee49% et donc a la
limite d’une cytotoxicité.

Méme si ces testa vitro permettent d’évaluer au mieux la cytocompatibiliés textiles avec ou
sans enrobage de cyclodextrines, ces résultatsem@gnt pas en compte certaines variables de
I'environnemenin vitro comme le renouvellement du milieu (fluides, sérumgui contribuent

a atténuer I'effet d’acidité du support.

Une étude identique a été pratiquée sur les supparPLLA vierge et fonctionnalisés. Comme
dans le cas précédent, toutes les valeurs det&itsdint rapportées a celles du textile vierge
(Figure 67).

117

© 2013 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Guillaume Vermet, Lille 1, 2012

m3jours m6 jours

[=2]
o

Vitalité, %

Y
o

N
o

PLLA PLLA-CD25 PLLA-CD50 PLLA-CD100 PLLA-CD200

Figure 67 : Vitalité cellulaire des fibroblastes NH3T3 (ratio au PLLA) en fonction du taux de
fonctionnalisation des supports PLLA — CTR/HRCD, 140°C, 1h

Apres 3 jours dincubation, la cytocompatibilité sdesupports fonctionnalisés décroit
brusquement avec le taux de fonctionnalisation pesitextiles PLLA fonctionnalisés avec une
solution de CD supérieure a 50 g/L. Elle passei @oss la barre discriminante des 50% de
vitalité (43% pour PLLA-C, 31% pour PLLA-CDRqo et 8% pour le PLLA-CEy).

De plus, apres 6 jours, elle est encore diminuéeplds de moitié pour 3 trois types
d’échantillons (12% dans le cas du PLLA-G&par exemple).

Seul le PLLA-CDs ne montre pas de toxicité en permettant une tétakllulaire supérieure a
84% apres 6 jours.

La toxicité des supports fonctionnalisés avec urlation de cyclodextrines de concentration
supérieure a 50 g/L est en partie imputable aractsire du support, comme pour le PLLA.
Cependant, il semblerait que cela soit davantage Il'accroissement de l'acidité du milieu.
Cette fois-ci, & la dégradation du polymere de agektrines et la régénération des fonctions
carboxyliques viendrait s’ajouter un défaut de radigation des supports lors du procédé de
fonctionnalisation. Cette étape permet par un éphaH/Na’, de former des fonctions
carboxylates mais également de diminuer fortemeawstdité du revétement vers un matériau
neutre, plus favorable aux milieux biologiques. &&fiaut, la durée de la neutralisation, basée sur
le PET, a été fixée a 15 minutes dans une solatiérg/L de NgCOs. Il conviendra par la suite

118

© 2013 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Guillaume Vermet, Lille 1, 2012

d’optimiser dans le cas du PLLA cette durée, afigtablir un compromis entre une
neutralisation suffisante et une durée de séjous da solution de carbonate, la plus courte

possible. Avec un pH de 11, il est probable qu’padie du revétement de cyclodextrines soit
dégrade.

|.5. Biodégradation du polyCD

La fonctionnalisation du PLLA par le polyCD noushané a conduire une étude de la résorption
du dispositif. En effet, intégrer une structure RLdans un DMI permet d’obtenir un implant
présentant des propriétés mécaniques adéquatesutéarng de la cicatrisation. Une fois ce role
accompli le PLLA se résorbe pour laisser uniquentemtartie biostable de I'implant en place.
Toutefois, en enrobant la surface des fibres ave@alymere de cyclodextrines, lui-méme
résorbable, il convient de déterminer que la dégrad de ce dernier n’altere la résorption du
textile. L'étude qui suit a consisté a suivre latpede masse d'un implant 100% PLLA
fonctionnalisé plongé dans un batch de PBS.

Pour ce faire, deux séries (n=3) d’échantillonsPdé.A vierge et fonctionnalisés a un taux
moyen de 26% ont été immergées dans 100 mL de tapiposphate pH=7,4 et placés a 37°C
sous agitation. A intervalles de temps réguliees, dupports sont rincés séchés et pesés et le
milieu est remplacé par du PBS «frais ». L’éviolutde la masse moyenne des deux séries

d’échantillons est exprimée en fonction du tempséjeur dans la solution de PBSglure 68).

100 -
——PLLA-CD
90 -
—PLLA
=
o 80 -
a
[1+]
2 70
60 -
50 T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Temps, j

119

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Guillaume Vermet, Lille 1, 2012

Figure 68 : Evolution de la masse d’échantillons PILA vierges et fonctionnalisés en fonction de la dée

d’immersion dans une solution de PBS

Une perte de masse d’environ 26% des échantillonstibnnalisés est observable au bout de
120 jours dans le PBS. Cette variation correspoladd&gradation de I'enrobage de polyCD. La

masse des échantillons de PLLA vierges reste amesjasqu’a 180 jours aprés le début de

I'expérience.

Le revétement de cyclodextrines semble se dégeaater observer de dégradation du support, en
120 jours. Comme le PLLA, le polyCTR-HED est également biorésorbable mais sur une
échelle de temps apparemment beaucoup plus courte.
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Il. Interactions support

fonctionnalisé/antibiotique

L'objectif de cette étude est d'établir les capsxitd’adsorption/libération des supports a
différents taux de polyCD.

Dans un premier temps, les cinétiques d’adsorpiittrpermis d’évaluer le taux de chargement
des échantillons en fonction du temps de séjous temnsolutions de principes actifs. Le taux de
chargement en principe actif atteint en 20 minutesajps maximal acceptable lors d’une

intervention en chirurgie herniaire, a été comparé quantité maximale obtenue en 24 h
d’'imprégnation, définie comme la durée conduisdatsaturation du support.

Differentes méthodes (statiques, dynamique) ains divers composition de milieux de

libération ont été employés afin de définir les étiques de libération des supports
fonctionnalisés.

Enfin, dans le cas de la CFX, une étude d'effiéaahtibactérienne par antibiogrammes, a
permis d’évaluer I'activité des échantillons impnég d’antibiotiques et aprés un séjour dans du

plasma sanguin humain.

II.1. Influence de la méthode de stérilisation

Afin de confirmer les résultats obtenus par I'étugdsorption du TBO par les échantillons de
PET fonctionnalisés puis stérilisés par EtO ou nagment gamma@, une étude similaire a été
menée sur les mémes échantillons en évaluant Fatilso de CFX. L’'objectif est de mettre en
evidence une éventuelle dégradation de la capad&itdsorption du polymére de CD apres
stérilisation.

Les quantités d’agent actif adsorbées par les étlbas fonctionnalisés sont largement accrues
par la fonctionnalisation, passant de 4 mg/g pewupport vierge a 15,9 mg/g de CFX par le
PET fonctionnaliséRigure 69). Il est & souligner que les échantillons n'org p&e rincés apres
leur immersion dans la solution de CFX, ce qui i@ une quantité non négligeable de CFX
mesurée pour le PET vierge. Dans ce cas, la CR¥ amportée dans la solution imprégnant le
textile, sans interagir spécifiguement avec le sdpgontrairement aux échantillons modifiés par
les CDs.
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Figure 69 : Quantités de ciprofloxacine adsorbéesis PET en fonction du traitement des fibres

La comparaison de quantités de CFX adsorbées pacteantillons fonctionnalisés et stérilisés
ou non, ne permettent pas d'écarter 'une ou ladke ces techniques de stérilisation, puisque
chacune permet de préserver les propriétés d'atitmorde la CFX (15,9 1 mg de CFX)
(Figure 69). En effet, ni le rayonnement gamma ni 'adsonptiboxyde d’éthylene ne semblent
altérer la capacité d’adsorption des supports.

Le choix de la méthode de stérilisation a été argdtr 'oxyde d’éthylene. Comme il a été
précisé auparavant, le PLLA est destiné au développt d’'une structure semi-résorbable le
combinant avec des fibres de PP lors du tissagele Quolypropyléne est lui altéré par le
rayonnement gamma. Des lors, et dans une volontgifdimisation des procédes, il a été
convenu de stériliser les échantillons par adsomfdiesorption a I'oxyde d’éthylene (EtO).

La quantification de I'EtO résiduel, sur les éclibots fonctionnalisés et stérilisés, n'a pas

montrée de résidus supérieurs aux seuils limites.

I1.2.Choix de la CD et de I'agent réticulant

Malgré I'obtention de meilleurs taux de fonctiongation par I'utilisation du couple de réactifs
CTR/HB-CD, il est apparu important dévaluer la capacd@dsorption des supports
fonctionnalisés par BTCAI-CD (noté PET- BTCAB-CD). Des échantillons découpés dans ces
2 types de textiles a des taux de fonctionnaliratientiques de 11%-wt ainsi que dans le PET
vierge, ont été imprégnés durant 20 minutes ou @dnis des solutions de CFX & 2 g/L (vdiF2
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partie 11.D.2). Comme indiqué précédemment, 20 meisureprésente la limite de temps
acceptable lors d'une intervention chirurgicale 2t h est considéré comme la durée
d'imprégnation a saturation du support. Les quéstibdsorbées ont été déterminées et
compareées afin d’établir le couple de réactifspprmettra d’obtenir les meilleures performances

en termes de capacité d’adsorptiBiy(re 70).

100 H 20min u 24h

90
80
e 37% 75%

60

50

CFX, mg/g

40
30
20
10

PET PET-BTCA/BCD PET-CTR/HP-BCD

Figure 70 : Comparaison des quantités adsorbées pgrammes de supports PET vierges et fonctionnalisés
11% par BTCA/B-CD et CTR/HPB-CD- 140°C, 1 h, n=3 — Imprégnation dans la solutiode CFX pendant 20

minutes ou 24 heures.

Les échantillons PET vierge, aprés imprégnationnglage, ne liberent qu'une quantité quasi
nulle de CFX € a 1 mg/g) et ce, quelque soit la durée d’'imprégngR0 minutes et 24 h). Si les

supports fonctionnalisés adsorbent tous deux emfb mg/g de CFX au bout de 24 h, ils se
distinguent lorsque la durée d’imprégnation estuitéda 20 minutes. En effet, le PET-

BTCA/BCD n’atteint que 37% de la capacité maximale (20gnalors que le PET-CTR/HED

atteint 75% de son chargement.

11.3. Cinétique d’adsorption de la CFX

L’efficacité clinique des supports fonctionnaliségpliqgue des quantités suffisantes de principe
actif disponibles sur le dispositif. Celles-ci daégent de la quantité de polymére de

cyclodextrine fixé sur les fibres et au temps diggmation du support dans la solution de PA.
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Néanmoins, cette derniere est directement liée &algacité d’'adsorption du textile mais

également au temps de séjour dans une solutionrige actif visé.

Cette étude a donc consisté a déterminer la qaadorbée par les échantillons de PET et de
PLLA fonctionnalisés a différents taux de CD et@efonction de la durée d’imprégnation dans
une solution de CFX 2 g/L {2°Partie 11.D.2). Les durées de contact sont derfutes & 24 h.

Dans un souci de clarté, les résultats présentlésiseront a 120 minutes d’'imprégnation car le
systeme n’évolue plus jusqu’a 24 heures, considévéame la durée d’adsorption a saturation

du support.

.3.1. PET

Dans un premier temps, des échantillons issusujgmss PET vierge et fonctionnalisés ont été

imprégneés pendant une durée variable dans la Eigkré 71).

—PET —PET-CD25 PET-CD50 —PET-CD100 PET-CD200

-

N

o
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0 T ’ |
0 30 60 920 120
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Figure 71 : Quantités adsorbées par les supports AE différents taux de fonctionnalisation en fonctn de la

durée d'imprégnation dans une solution de CFX a 2/g

Il apparait sur l&igure 71 que la quantité maximale de CFX chargée sur kagee PET-CD est
directement liée au taux de fonctionnalisation’irsstar du TBO car un plateau était atteint a
partir de PET-Ch.
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La durée dimprégnation utile pour atteindre letgdau de saturation varie avec le taux de

polyCD, comme par exemple 5 minutes pour le PET®&BZplus de 120 minutes pour le PET-
CD200.

Comme nous l'avons expliqué précédemment, la ceiigednie inguinale par pose d’'implants est
un acte chirurgical accompli sur un laps de tengseacourt, qui n’excéde pas les 20 minutes.
Au bloc, la durée d’'imprégnation de l'implant daassolution d’AB est donc limitée. Nous

avons compare la quantité de CFX chargée sur posiief en 20 minutes a celle chargée en 24

heures, temps estimée pour atteindre la saturdticGupportKigure 72).

-+-20 min
150 524 h R2= 0,994

120

CFX, mg/g
(<2} ©
o o

(23
o

0 T T T 1
0 6 12 18 24

Taux de fonctionnalisation, %

Figure 72 : Quantités de CFX adsorbées aprés 20 mites et 24 heures d'imprégnation en fonction du taude

fonctionnalisation des textiles PET-CD

Le taux de chargement en CFX des supports augnteat@t le taux de cyclodextrines
notamment aprés 24 heures d’'imprégnation. POuEle-®D,s (3%), on atteint la saturation de
I'échantillon aprés 20 minutes d'immersion danssd¢dution de CFX. En revanche, pour les
textiles a degrés de fonctionnalisation supérienmsy’atteint pas la saturation. En particulier le
support PET-CD200 qui n'est chargé qu'a 47,4% pgoport a sa capacité maximale
d’adsorption en CFX. Ceci peut étre attribué adiépeur de la couche d’enrobage polymere et

donc a une diffusion lente du principe actif dansdeur du réseau de polyCD
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1.3.2. PLLA

Les cinétiques d’adsorption des échantillons deAlierges et fonctionnalisés ont été établies

dans les mémes conditions.

—PLLA —PLLA-CD25 PLLA-CD50 —PLLA-CD100 ‘PLLA-CD200

1
3
T

0 20 40 60 80 100 120
Temps, min

Figure 73 : Quantités adsorbées par les supports RIA a différents taux de fonctionnalisation en foncion de

la durée d’'imprégnation dans une solution de CFX 2 g/L

Les cinétiques d’adsorption de la CFX par les étithams en PLLA apparaissent moins lisses
gue celles obtenus pour le PET, I'erreur est dudemgré de fonctionnalisation moins constant
d’'une pastille a 'autre. Comme dans le cas du R&Tquantités de CFX adsorbées augmentent
avec le taux de polyCD présent sur les suppbitsife 73).

Néanmoins, la quantitt de CFX adsorbée par les ostgppcroit avec le taux de
fonctionnalisation. Le PLLA vierge atteint une valestable apres 5 minutes dans la solution de

CFX contre 60 minutes pour les échantillons fonuiadisés.
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Figure 74 : Quantités de CFX adsorbées aprés 20 nmites et 24 heures d'imprégnation en fonction du taude

fonctionnalisation des supports PLLA

Nous avons comparé les quantités adsorbées pdiffiaents types d’échantillons PLLA en 20
minutes et 24 heures d’'imprégnation dans la CFXgA.ZFigure 74).

Pour les supports de degré de fonctionnalisatidérieur ou égal a 15%, la saturation est
obtenue des 20 minutes. Les quantités de CFX cbargé 20 minutes sur les supports PLLA-
CDys et PLLA-CDyp sont supérieures a celles adsorbées apres 24shdumprégnation. Seul le
textile PLLA-CD,o qui possede le plus haut taux de fonctionnalisat@8%-wt), présente une
différence suffisamment importante pour pouvoir @ore qu'il n'adsorbe que 66,4% de la

guantité maximale de CFX apres 20 minutes d'impaégn.

I1.4. Cinétiques de libération

Les performances en termes d’activité prolongéesdpports vierges et fonctionnalisés ont été
comparées dans un premier temps dans I'eau pusedans le PBS.

Dans le corps, les fluides biologiques sont rentsven permanence, c’est pourquoi le facteur
de renouvellement du milieu a été introduit dars paramétres de I'étude. Ainsi, pour les
systemes semi-dynamique « batch », deux expériamteété menées en paralléle pour les 2
types de milieu en remplacant soit la totalité dliemn & chagque mesure (renouvellement total),
soit uniqguement 10% (renouvellement partiel). Despln systéme dynamique de type USP-IV
a également été utilisé a un débit de 1 mL/min B8,Rassurant un renouvellement continu du

milieu de libération.
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Dans chaque cas, on mesurera le temps nécessdaelilzération de 100% de la CFX

préalablement chargée sur le dispositif ; lorsgee ihcertitudes sur ces valeurs seront trop

importantes, nous prendrons plutét en compte laadnécessaire a la libération de 80% de PA.

1.4.1.

Libération en systeme semi-dynamigue « batc

h »

I1.4.1.a. Libération dans I'’eau pure

Les cinétiques de libération de la CFX dans I'eaulps échantillons de PET-CD a différents

taux de fonctionnalisation et en appliquant deuyesyde renouvellement de milieu (10% et

100%) sont présentées dangigure 75. Les durées nécessaires a la libération de Iitéota de

80% de la CFX adsorbée sont résumées darableau 14

—PET —PET-CD25 PET-CD50  —PET-CD100

PET-CD200

100

CFX, %

0 T T T T T

0 15 30 45 60
Temps,j

75 90

—PET  —PET-CD25

100 -

PET-CD50 —PET-CD100 PET-CD200

0 15

30 45 60 75 90
Temps, j

Figure 75 : Cinétiques de libération de CFX par lesupports PET a différents taux de fonctionnalisabn en

fonction du temps de séjour dans I'eau pure— Reneellement 100% (gauche) et 10% (droite) —

Imprégnation 20 minutes dans une solution de CFX 4 g/L, n=3

Tableau 14 : Récapitulatif des durées de libératiodans I'eau pure de 100% et 80% de la CFX adsorbémar
les PET-CD - Imprégnation 20 minutes, CFX 2 g/L, n3 Renouvellement 100% et 10%

- PET-CD,s | PET-CDsg | PET-CDigo | PET-CD2g0
CFX libérée
3% - wt 6%-wt 13%-wt 24%-wt
Renouvellement 100% 14 ] 23] 35] 70
100% 80% 2] 4 12 20 |
Renouvellement 100% 28j 49 | 63 j 77 |
10% 80% 3 10 18] 25
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Les courbes présentées dangitare 75 montrent que les cinétiques de libération dépendernaux

de fonctionnalisation des supports; plus celuest élevé, plus le temps de libération de la CFX

augmente. Pour un taux nul, on observe une lilnératimédiate de la totalité de la CFX.

Les cinétiques sont plus rapides dans le miliewueelé a 100% que dans celui renouvelé

partiellement (10%), comme on peut 'observer darBableau 14 que I'on considére 100% ou
80% de la libération de CFX adsorbée sur le disiposi

—PLLA

—PLLA-CD25

100 -

PLLA-CD50

—PLLA-CD100

PLLA-CD200

0 15

30
Temps, j

45 60

—PLLA
100

—PLLA-CD25

PLLA-CD50

—PLLA-CD100 —PLLA-CD200

80 -

60 -

CFX, %

15 30
Temps,

45 60
j

Figure 76 : Cinétiques de libération de CFX par lesupports PLLA a différents taux de fonctionnalisaion en

fonction du temps de séjour dans I'eau pure— Renoellement 100% (gauche) et 10% (droite) — Imprégnatin

20 minutes dans une solution de CFX a 2 g/L, n=3

Tableau 15 : Récapitulatif des durées de libératiodans I'eau pure de 100% et 80% de la CFX adsorbémar
les PLLA-CD - Imprégnation 20 minutes, CFX 2 g/L, r3- Renouvellement 100% et 10%

. | PLLA-CD | PLLA-CDsp | PLLA-CD 100 | PLLA-CD 200
CFX libérée
4% - wt 8%-wt 15%-wt 33%-wt
Renouvellement 100% 65 | 55 65 | 78
100% 80% 8] 8] 15] 20
Renouvellement 100% 4] 13 63 | 56 |
10% 80% 2] 22 ] 23] 30]j

Les supports en PLLA fournissent des profils derlsesi moins lisses que ceux obtenus avec les
textiles PET Figure 76). Cette différence résulte du taux de polyCD ddwatillons de PLLA-

CD présentant une marge d’erreur supérieure (étggres importants) ainsi que de I'absence de

rincage des pastilles de textiles aprés imprégmatams la solution de CFX 2g/L.

Malgré cela, la tendance reste similaire avec umossement des durées de libération avec le

taux de fonctionnalisation des suppofakieau 15. De méme, le dispositif est plus rapidement

© 2013 Tous droits réservés.
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épuisé en CFX lorsque le renouvellement du milisiude 100% en raison du déplacement de
'équilibre qui favorise la désorption du PA. Unpport PLLA-CDyp libéré 80% de son
chargement de CFX en 20 jours si le milieu esgir@i@ment renouvelé a chaque mesure. Cette

durée est prolongée a 30 jours si I'eau n’est guigllement remplacée.

I1.4.1.b. Libération dans le PBS

Une étude similaire a celle de libération dansu’pare a été réalisée dans un tampon phosphate,

le PBS.
—PET  —PET-CD25 PET-CD50 —PET-CD100 —PET-CD200 —PET —PET-CD25 PET-CD50 —PET-CD100 PET-CD200
100 - —_— j ;
= 100 ——
80 - 80
R 60 - R 60 -
> 3
™ L
© 40 © 40
20 20 -
0+ T 1 0 - T T T |
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Temps, h Temps, h

Figure 77 : Cinétiques de libération de CFX par lesupports PET a différents taux de fonctionnalisabn en
fonction du temps de séjour dans le PBS— Renouvetient 100% (gauche) et 10% (droite) — Imprégnation @

minutes dans une solution de CFX a 2 g/L, n=3

Tableau 16 : Récapitulatif des durées de libératiodans le PBS de 100% et 80% de la CFX adsorbée pas
PET-CD — Imprégnation 20 minutes, CFX 2 g/L, n=3- Rnouvellement 100% et 10%

- PET-CD2s PET-CDsg PET-CD100 PET-CD>qo
CFX libérée
3% - wt 6%-wt 13%-wt 24%-wt
Renouvellement 100% 1h 2h 4 h 4h
100% 80% O0h20 0h 30 1h45 2h 30
Renouvellement 100% 1h 2h 3h 3h
10% 80% O0h20 O0h 30 0O h 45 1h

La Figure 77 montre que les échelles de temps entre les libésatlans I'eau et dans le PBS sont
trés raccourcies. Les durées de libérations dgsostgpPET-CD se chiffrent en quelques heures
alors gqu’elles s’étalent sur plusieurs semaines daau. Cette libération rapide engendre des

marges d’erreurs importantes et ne permet pastariver la tendance observée pour I'eau, soit
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un renouvellement important (100%) qui épuise t@h@se plus viteTableau 16)que lors d’un

renouvellement de 10%.

—PLLA —PLLA-CD25
100

PLLA-CD50 —PLLA-CD100

PLLA-CD200
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100 -

2 3
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—PLLA-CD25

PLLA-CD50

—PLLA-CD100

—PLLA-CD200
|
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Figure 78 : Cinétiques de libération de CFX par lesupports PLLA a différents taux de fonctionnalisaion en

fonction du temps de séjour dans le PBS— Renouvetient 100% (gauche) et 10% (droite) — Imprégnation @

minutes dans une solution de CFX a 2 g/L, n=3

Tableau 17 : Récapitulatif des durées de libératiodans le PBS de 100% et 80% de la CFX adsorbée pas

PLLA-CD — Imprégnation 20 minutes, CFX 2 g/L, n=3-Renouvellement 100% et 10%

- PLLA-CD 55 | PLLA-CD 59 | PLLA-CD 190 | PLLA-CD 509
CFEX libérée
4% - wt 8%-wt 15%-wt 33%-wt
Renouvellement 100% 3h 6 h 6 h 6 h
100% 80% 0h 30 O0h 30 1h30 2h
Renouvellement 100% 1h 15 1h 3h 4 h 45
10% 80% 0Oh20 0 h 45 1h45 1 h30

La Figure 78 montre que la cinétique de libération des suppBiEA-CD dans des milieux

renouvelés a 10 et 100% ne répond pas a la logiheervée dans I'eau, puisque la tendance

opposée est observée : les supports s’épuisentgpidement dans le milieu dont la dynamique

de renouvellement est la plus faible (10%@gkleau 17). On ne peut expliquer ces résultats plutbt

surprenants par l'incertitude constamment obsesuéées supports en PLLA

11.4.2.

Systeme dynamique USP-1V

Les renouvellements de milieu appliqués lors dedes précédentes représentent des flux lents

(de l'ordre de 2 pL/min dans le cas d'un renouvedat 100% tous les 24 heures). Il est

malheureusement difficile de déterminer le flux dksdes biologiques qui entoureront la

© 2013 Tous droits réservés.
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prothése apres l'implantation. Il a néanmoins év@venu d’étudier le comportement de
'enrobage de cyclodextrines par libération de Gf&Ximis a un milieu dit dynamique de PBS a
un débit important de 1 mL/min. Cette étude a éw@lisée avec des échantillons de PET a
différents taux de fonctionnalisation.

Il est a souligner que les échantillons ont icirétéés 1 minute dans I'eau distillée et que la CFX

dosée a cette occasion a été considéré commediaériemps t=0.

—PET —PET-CD200

—PET-CD25

PET-CD50 —PET-CD100

100 it

0 ! N T T T T T T T
60 80 100 120 140
Temps, min

Figure 79 : Cinétiques de libération de CFX par lesupports PET a différents taux de fonctionnalisatn dans

le PBS— Débit 1ml/min — Imprégnation 20 minutes dasiune solution de CFX a 2 g/L, n=3

Tableau 18 : Récapitulatif des durées de libératiodans le PBS de 100% et 80% de la CFX adsorbée pas
PET-CD — Imprégnation 20 minutes, CFX 2 g/L, n=3- Bbit 1 mL/min

- PET-CDys PET-CDsg PET-CD100 PET-CD>q9
CFEX libérée
3% - wt 6%-wt 13%-wt 24%-wt
Renouvellement 100% 90 minutes | 110 minutes | 140 minutes 150 minutes
100% 80% 30 minutes 35 minutes 45 minutes 60 minute

Les durées de libération de CFX augmentent avdauer de fonctionnalisationFigure 79).
Celles-ci passent, pour une libération totale, @enBhutes pour un échantillon vierge a plus de
140 minutes dans le cas des taux importants d&€po(YPET-CDoo et PET-CDRgg) (Tableau 18.

Méme dans des conditions dynamiques, le systensemiet des durées de libération prolongée

vis-a-vis d'un textile vierge sans dégradation’derbbage de polyCD.
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11.4.3. Etude de I'activité microbiologigue

Afin de valider I'efficacité antibactérienne desplants fonctionnalisés, les échantillons de PET
et PET-CD ont été activés par imprégnation danssohgion de CFX 2g/L pendant 20 minutes
puis placés dans du plasma humain issu de san@jy tata échantillons sont extraits
régulierement et placés sur une gélose Muellerddignsemencée par une souche bactérienne.
Aprés 24 heures d’incubation, l'activité antibaméne des implants est déterminée par la
mesure du rayon d’inhibition. La CFX étant un aitiljue a large spectre, deux souches
bactériennes ont été testBscherichia col(E.coli, Gram -) eStaphylococcus aureS.aureus

, Gram +)

I1.4.4. Efficacité antibactérienne sur E.coli

—PET—PET-CD25 — PET-CD50 —PET-CD100 — PET-CD200 | —PLLA —PLLA-CD25 —PLLA-CD50 —PLLA-CD100 —PLLA-CD200
4 -
5 § 3
¢ g
.s i
(=]
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0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
temps,h temps,h

Figure 80 : Diametre du halo d’'inhibition en fonction du temps de séjour dans le plasma des supportEP et
PLLA — E.coli — Imprégnation 20 minutes, CFX 2 g/L, n=3

Pour les 2 supports, la durée d’efficacité des supgonctionnalisés (> 48h) est tres supérieure
a celle d’'un échantillon vierge (6h). L'évolutiorsicourbes d’activité antibactérienne dépend du
degré de fonctionnalisation des échantillons de BEIe PLLA. Pour les échantillons a trés fort
taux de fonctionnalisation (Gi et CDyp), I'efficacité antibactérienne se prolonge au-dida

72 h apres le début de la libération.

Ces résultats montrent que méme en milieu plaségrithe en composés susceptibles de forcer
la libération de la CFX par le polyCD, le systenerpet une libération et donc une efficacité

prolongée.
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Figure 81 : Diametre du halo d’'inhibition en fonction du temps de séjour dans le plasma des supportEP et

PLLA — S.aureus — Imprégnation 20 minutes, CFX 2 g/L, n=3

La Figure 81 montre que, quelque soit le textile PET ou PLL&S échantillons a faibles taux de

fonctionnalisation CB;.5o présentent une activité sans intérét car simikirgupport vierge.

Seuls les échantillons G et cpz00présentent une activité prolongée. Il apparait méams que

I'activité des supports Clgy soit plus prononcée que celle des textiles,daBCe phénomene

confirme les résultats observés lors de I'étudeaitedtiques d’adsorption et qui démontrait un

chargement incomplet des échantillons & forts tdexfonctionnalisation aprés 20 minutes

d’'imprégnation dans une solution de CFX.
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lll. Interactions support

fonctionnalisé/anesthésique local

La ciprofloxacine et ses interactions avec le rew@&nt de cyclodextrines seul et sur support, ont
déja fait I'objet de travaux publiés du laboratdité1, 183, 194, 211]. Ces résultats ont toutefois

montré la formation de complexe d’inclusion 1 :&,abnstante d’association faible.

Ce projet introduit 'utilisation du polyCD pour lébération prolongée d’anesthésiques locaux,

plus particulierement la lidocaine et la ropivaeai@omme il a été précisé dans la littérature, des
études d'inclusion de ces deux molécules avec rdiffés cyclodextrines ont abouti a des

constantes d’inclusion tres faibles et des complebeetype 1 :1.

Dans cette étude, deux techniques classiquemeniogdes pour caractériser les interactions

moléculaires, comme la RMN du proton ou I'électroqgse capillaire, seront employés.

Afin de fournir une étude fondamentale claire ehptete des interactions, seule la ropivacaine a

ete etudiée en RMN et électrophorése capillaire.

11.1. Etude de la formation du complexe d’inclusio  n
par RMN

Les propriétés d’adsorption/libération du princgif par le dispositif sont avant tout issues de
ses interactions avec la cyclodextrine, voir mérexda cyclodextrine polymérisée. Cette étude
a donc débuté par une investigation de ces interscen solution. En effet, il est impossible
selon les techniques actuelles dobserver de fagwecte la formation d'un complexe
d’inclusion sur une phase solide. Dans ce derrasy les preuves de l'inclusion sont souvent
indirectes, et cette approche peut donc étre acswise certaines réserves.

Ainsi une étude par RMN en solution permet d’obsemirectement I'existence du complexe
d’inclusion, voir éventuellement d’autres typesitBractions.

Cette étude a été menée dans un premier tempslap&eD, puis le dérivé hydroxypropyl

HPBCD et enfin avec le polymere polyCTR-BIPD. Le choix de Ig8CD s’explique par son
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spectre en RMN du protofH mieux défini que celui de la HED dont les substituants

démultiplient les signaux qui sortent sous formeids moins bien résolus.

Lors de Tlinclusion d’'une molécule invitée dans davité du macrocycle, le changement
d’environnement chimique des protons internes (HB® modifie leur déplacement chimique

sur le spectre RMN, ce qui permet de caractéraseoinplexation.

La numérotation des protons de €D ainsi qu'une représentation de leur positiontson

présentées dansfigure 82

Figure 82 : Numérotation des protons de ICD et représentation schématique de leur positiorus le

macrocycle

Le spectre RMNH de 1apCD ainsi que I'attribution des pics sont préserstdslaFigure 83 et
dans leTableau 19
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Figure 83 : Spectre RMN'H de lapCD dans la DO
Tableau 19 : Attribution des signaux du spectre RMNH de lapCD dans le DO (10 mM)
Protons H1 H2 H3 H4 H5 H6
6 (ppm) 5,06 3,61 3,88 3,52 3,8 3,82
o Doublet de ) ) ) _
Multiplicité Doublet Triplet Triplet Multiplet Multiplet
doublet

La numérotation des protons de I'BIED est décrite dans Kigure 84.

/" w OR

.
R= -CH;

9
CH,

]
Ggotn

n=012..

) 0/;‘7> ouR=H

Figure 84 : Numérotation des protons de I'HBCD

Le spectre RMN 1H et l'attribution des pics de pectre sont présentés dang-igure 84 et le

Tableau 2Q
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Figure 85 : Spectre RMN'H de 'HPBCD dans le RO
Tableau 20 : Attribution des pics du spectre RMN'H de la HPBCD dans le BO (10 mM)

Protons Hqi.p H2.4-7.9 H3 H5 H6-6’ H9
5 (opm) | 4,96-5,05| 3,2-3,62 3,87 3,68 3,71 1,01

o Doublet de _ _ _ _ _

Multiplicité Multiplet Multiplet Multiplet Multiplet Multiplet
doublet

Le spectre de 'HPCD est moins bien défini que celui def&D du fait de sa substitution
partielle (MS = 0,65), qui dédouble la majorité géss des protons du macrocycle.
La numérotation des carbones et donc des protomsspondants du polyCTR-HED est

présentée par kigure 86.
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Figure 86 : Numérotation des carbones du polyCTR-HBCD

Le spectre RMN 1H du polyCTR-HPCD est présenté tiRigure 87.
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Figure 87 : Spectre RMN 1H du polyCTR-HRCD dans le QO (10mM)

L’attribution des pics du spectre du polymére CTRBED est compligué de par la
multiplication des signaux du a la multitude d’eowninements chimiques différents de chaque
type de proton. Il est néanmoins possible didemtifles massifs correspondant a la
cyclodextrine (1-1,4 ppm et 3,2-5,5 ppm) et a listg@éticulant (2,5-3,2 ppm).

Bakkour propose une méthode pour déterminer le thuxéticulation a partir du spectre du
polyCD [212]. Le taux de réticulation correspondxaoombres de substitutions d’'une
cyclodextrine par des chaines d'acides citriques.dEterminant I'intégration des protons de
I'acide citrique H; (2 CH2 soit 4 protons par réticulant) en fonctitencelle des protons;He la
cyclodextrine (7H par unité cyclodextrines), oniebt un rapport d’intégrations de 7 : 23,43 soit
une cyclodextrine substituée par 5,85 moléculesidiacitrique. Le rapport initial lors de la
préparation du polyCD est de 5,91 molécules d’apuml& une cyclodextrine. La staechiométrie

initiale est donc bien respectée dans le polyniged. f

La numérotation des carbones et donc des protomespondant de la ropivacaine est

présentée par kigure 88.
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Figure 88 : Numérotation des carbones de la ropivaine

Le spectre RMN 1H et I'attribution de ses pics aoatons correspondant sont présentés dans la
Figure 89 et leTableau 21

Hq
H-O-D
H19.2[i
H15.16.17
HT H3.4.5.8
H; H,, Hap
" M M JL.
T T T [ T T T ] T T T [ T T T
6 4 2 [ppm]
Figure 89 : Spectre RMN'H de la ropivacaine dans le D20 (10 mM)
Tableau 21 : Attribution des pics du spectre RMN 1Hdu polyCTR-HPBCD (10 mM)
Protons H2a-26 H3z45-8 He H7 Hg His.16.17 | Hio-20
o (ppm) 2,4et3,7] 1,6-2,05 4,2 3,1 0,9 7,2 2,1
Doublet
Multiplicité de Multiplet | Doublet | Multiplet| Multiplet| Multiplet| Sigulet
Doublet
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Apres avoir attribué les signaux des spectres dmjuEh composé seul, les spectres des
mélanges équimolaires (5 mM : 5 mM) entre la rop@iae et les 3 autres compo$€D,
HPBCD, polyCTR-HBCD) ont également été établis.

Dans un souci de clarté, les protons de la ropimacseront toujours signalés leleu sur les
spectres. Ceux du composé héte (CD) seront indiguigsige

Dans un premier temps, le spectre RMN 1H du mélamgieacaingdCD est représenté par la

Figure 90.
Hg
H9.20
Hs
/ H
JHM j
His.16-17 H
—— Hy 3\ H,
H, Hi 58
’ T
I y I |

T T T | T T T | T T ‘ T T T

6 4 2 [ppm]
Figure 90 : Spectre RMN'H du mélange équimolaire ropivacaingfCD dans le DO (5 mM)

Tous les signaux correspondant aux deux composésdemtifiables.

A premiére vue, le spectre du mélange ropivacp@i@/ne permet pas d’observer une inclusion
de la molécule invitée.

Des lors, il convient d’effectuer une superposititnspectre avec celui def@€D (bleu) seule et

un agrandissement des signaux situés entre 3,pph4le ce spectreoige.
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Figure 91 : Grossissement et superposition des spes RMN 'H du mélange ropivacainggCD (rouge) et de

la BCD (bleu) entre 3 et 4 ppm et attribution des pics

Une variation d