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AcOH . Acide acétique

ADN : Acide désoxyribonucléique

Ag . Argent

AgNP : Nanoparticules d’argent

AgQTT : Argent Traité Thermiquement

bFGF : Basic fibroblast growth factor (facteur basique de croissance des fibroblastes)
CDs : Cyclodextrines
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CHT : Chitosan

CTR : Acide citrique

EGF : Epidermal Growth Factor (Facteur de croissance épidermique)

HA : Acide Hyaluronique

HAS : Haute Autorité de Santé

HGF : Hepatocyte Growth Factor (Facteur de croissance des hépatocytes)
IBU : Ibuproféene

IBU-L : Ibuproféne Lysinate

IGF- 1 : Insulin-like growth factor-1

K : Constante de formation
MEC : Matrice extracellulaire
NPs : Nanoparticules

PCD : Polymére de cyclodextrine

PDGF : Platelet-derived growth factor

PE : Polyelectrolyte négati
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PE* : Polyelectrolyte positif

PEM : Systéme Polyelectrolyte Multicouche

PET . Polyéthylene téréphtalate

TBO : Bleu de Toluidine Ortho

TGF-bl : Transforming growth factor bl

TGF-a : Transforming growth factor o

TGF-B : Transforming growth factor 3

TLC : Technologie Lipido-Colloide

TNF : Tumor Necrosis Factor (Facteur de nécrose tumorale)

UMET-ISP  : Unité de Matériaux et Transformations — Ingénierie des Systémes Polyméres
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor (Facteur de croissance de I'endothélium

vasculaire)
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Introduction générale

Introduction générale

Les plaies chroniques représentent un probleme de santé publique majeur avec plus de 37
millions de personnes touchées dans le monde, notamment les patients agés. Parmi les plaies
chroniques, les ulceres de jambe, les brllures ou les escarres présentent un risque infectieux,
entrainant une inflammation excessive qui retarde le processus de cicatrisation associé a des
douleurs intenses pouvant mettre en jeu le pronostic vital du patient. D’autre part, les plaies
chroniques affectent le moral des patients. L’inconfort du patient, en raison de la douleur excessive,
l'isolement, le stress et la dépression influent négativement sur le systéme immunitaire augmentant
ainsi le temps de guérison, d’ou 'importance de traiter immédiatement et efficacement ces plaies.
Les professionnels de santé sont confrontés a cette problématique et cherchent donc a mettre en
place des thérapeutiques innovantes pour lutter contre I'infection. Une alternative au traitement des
plaies infectées est I'utilisation des pansements techniques ou combinés pour offrir une thérapie
spécifique selon le diagnostic réalisé par le professionnel de santé. Actuellement sur le marché, il
existe une vaste gamme de pansements qui ne cesse d’augmenter. lls sont constitués de différents
biomatériaux et sont parfois combinés avec des substances actives pour fournir une thérapie
spécifique selon I'étiologie de la plaie. Parmi ces pansements, les pansements a base d’argent sont
largement utilisés pour traiter les plaies infectées ou présentant un risque infectieux. Néanmoins, a
cause d’'une diffusion de 'argent vers la plaie, les effets toxiques de I'argent envers les fibroblastes
et les kératinocytes entrainent une perception limitée de I'efficacité remettant en cause leur bénéfice.
Toutefois, la présence d’argent dans les pansements ne traite pas de la problématique de

l'inflammation excessive produite par ces plaies infectées et retardant le processus de cicatrisation.

L’objectif de ce travail de thése consiste a concevoir un pansement contenant deux principes
actifs afin d’offrir un traitement antibactérien et antalgique. Dans un premier temps, I'argent a été
sélectionné comme agent antibactérien. Son activité antibactérienne est largement démontrée
notamment sous sa forme ionisée (Ag*). La problématique majeure sera de rendre I'argent
disponible au niveau de l'interface pansement/plaie tout en limitant sa diffusion au sein de la plaie
pour prévenir une éventuelle cytotoxicité. Dans un second temps, l'ibuproféne a été sélectionné
comme l'agent antalgique. Son activité en tant que médicament est prouvée et un pansement a
ibuproféne est commercialisé (Biatain IBU). La problématique majeure sera d’incorporer
I'lbuproféne dans le pansement en i) contrlant son profil de libération (dose libérée et temps de

libération) et ii) validant qu'’il n'impacte pas I'activité antibactérienne assurée par I'argent.

Les laboratoires UMET et U1008 travaillent depuis quelques années sur la fonctionnalisation
de textiles par le chitosan ou le polymeéere de cyclodextrines mais également sur les systéemes
multicouches a base de ces deux polyélectrolytes. Pour cette application comme pansements,

I'intérét de combiner les deux approches semble intéressante pour répondre au cahier des charges
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complexe de ce type de dispositifs médicaux : i) Former une barriére pour ralentir la diffusion de
'argent dans la plaie et ainsi, réduire le risque de toxicité vers les cellules saines, ii) Obtenir une
activité antibactérienne, iii) Maintenir un environnement humide, iv) Libérer de maniére contrdlée

l'ibuproféne afin de traiter la douleur.

Ainsi, un textile en polyester (PET) a été fonctionnalisé par le chitosan ou la cyclodextrine,
tous les deux, réticulés par l'acide citrique afin de développer un textile riche en fonctions
carboxyliques pour que 'argent soit ensuite fixé sur le support (activité antibactérienne). Un systéme
multicouche polyélectrolyte (systéeme PEM) a été construit sur le support activé par I'argent, dans le
but de former une barriére pour ralentir la diffusion de I'argent et réduire les risques de toxicité envers
les cellules saines. Le systéme PEM est obtenu par empilement de chitosan comme polyélectrolyte
positif et de polymére de cyclodextrine comme polyélectrolyte négatif. Le pansement fournira un
environnement humide a la plaie et permettra une libération de I'ibuproféne de maniére prolongée
grace aux propriétés du polymeére de cyclodextrine (complexes d’inclusion). Le but de la these est
d’obtenir un pansement capable d’éradiquer I'infection et de palier a la douleur, en présentant bien

sdr, une innocuité et une activité prolongée, dans le but de limiter le changement quotidien.

Le manuscrit de these est organisé en quatre chapitres. Le premier est une étude
bibliographigue qui permet de poser la problématique des plaies chroniques infectées, les différentes
options de traitement mises en place et I'état de I'art des pansements innovants. Un focus sera fait
sur les méthodes de fonctionnalisation de surfaces adaptées a ce type de support notamment pour
former des systémes multicouches. Les polyélectrolytes dont le chitosan et le polymére de
cyclodextrine seront présentés et discutés au regard de I'application. Finalement, les modéles

animaux adaptés pour I'évaluation des pansements seront présentés

Le second chapitre présente les matériels utilisés pour la conception de ce pansement, les
molécules pharmacologiques utilisées et les méthodes développées pour son évaluation. Le
troisieme chapitre présente les résultats obtenus en trois parties. La premiére concerne la
conception et I'évaluation du pansement pour lui conférer une activité antibactérienne. La seconde
concerne I'adsorption et la libération de 'ibuproféne via le systéme multicouche tout en étudiant les
interactions avec le polymére de cyclodextrine. La troisieme concerne I'évaluation in vivo sur un
modéle murin du pansement optimisé apres sa stérilisation par rayons gamma. Finalement le dernier

chapitre permettra de conclure sur les résultats obtenus et de proposer des perspectives.
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1 Etude Bibliographique

1.1 La peau, les plaies et leurs traitements
1.1.1 Structure et physiologie de la peau
1.1.1.1  Structure de la peau

La peau est un organe complexe, qui se comporte comme une barriére entre le milieu extérieur
et l'intérieur de notre corps. La peau est aussi appelée « tégument », un nom qui provient du latin
« integere » qui signifie couvrir (1,2). Ce tégument est I'organe le plus vaste de l'organisme
représentant 1/3 du poids du corps et posséde une surface de 1.5 a 2 m? et environ 2 mm
d’épaisseur chez I'adulte (3). Elle est divisée en 3 régions (Figure 1) : I'épiderme, le derme et
'hypoderme. Il existe des annexes cutanées : les phanéres (poils et ongles) et les glandes sébacées

et apocrines (1,3).

Epiderme
Kératinocytes —.
Couche Basal —7=+% Al Derme
Mélanocytes ‘," 5 il
Glande Sébacée /
Glande Sudoripare % | ‘ Hypoderme
g

Follicule pileux

Vaisseaux Fibroblaste
Sanguins

Figure 1. Représentation schématique de la physiologie de la peau (4).
o L’épiderme

L’épiderme est un épithélium stratifié et pavimenteux en constant renouvellement (1,2). Il
comprend quatre sous-couches dénommeées (de la profondeur a la surface) : couche basale (stratum
basale), couche spineuse (stratum spinosum), couche granuleuse (stratum granulosum) et couche
cornée (stratum cornium) (1). L’épiderme est constitué de 4 types cellulaires dont les plus abondants
sont les kératinocytes (80%), les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel.
Chaque groupe cellulaire assume des fonctions différentes. Les kératinocytes ont un réle
fondamental comme barriere cutanée pour protéger l'organisme contre [I'extérieur et les
rayonnements UV. Les mélanocytes synthétisent les mélanines qui donnent la pigmentation de la

peau et présentent également un réle photo-protecteur. Les cellules de Langerhans appartiennent
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au groupe des cellules dendritiques contenant des antigenes aux lymphocytes T, leur rble consiste
a capturer les antigénes et ensuite a les ré-exprimer pour activer les lymphocytes T. Les cellules de
Merkel, quant & elles, sont des cellules neuro-épithéliales qui présentent une fonction mécano-

réceptrice (2).
e Lederme

Le derme est un tissu conjonctif vascularisé et innervé qui protége le corps contre les blessures
mécaniques (1). Le derme contient dans sa structure des cellules comme les fibroblastes, les
mastocytes, les macrophages et les cellules dendritiques dermiques. Il contient aussi trois types de
fibres : I'élastine, le collagéne, la réticuline, et la substance fondamentale qui est constituée en

grande partie de polysaccharides dont I'acide hyaluronique, et des protéines (1,2).
e L’hypoderme

C’est la couche la plus profonde de la structure de la peau. Ses fonctions principales consistent
a amortir les chocs et a protéger le corps du froid par un mécanisme d’isolation. L’hypoderme
contient dans sa structure des cellules adipeuses ou dérivent des cellules souches qui peuvent étre
utilisées pour produire des facteurs de croissance tels que VEGF, IGF, HGF et TGF-B1 afin de

stimuler la synthese et la migration des fibroblastes (2).
1.1.1.2 Les fonctions de la peau

La peau assure plusieurs roles importants. D’une part, elle se comporte comme une barriére
physique protégeant les organes et les tissus contre le milieu extérieur et les agressions
mécaniques. D’autre part, la peau est la premiére ligne de défense contre les microorganismes
grace a la production de peptides antimicrobiens, de cellules de Langerhans épidermiques
résidentes et de cellules T épidermiques transitoires. Il faut aussi mentionner que les kératinocytes
situés dans la couche cornée présentent une structure de type « scaffold » qui empéche la
pénétration des bactéries. La peau protege I'organisme contre les rayonnements UV; la couche
cornée les reflete pour réduire la dose d’exposition, et parallélement l'activité des mélanocytes
augmente au moment de I'exposition pour que '’ADN réduise I'absorption des rayonnements UV
1,2).

D’un autre c6té, les terminaisons nerveuses situées dans la peau permettent a 'organisme de
percevoir des sensations différentes tels que le toucher, les vibrations, la température, la pression
ou la douleur ; ce sont différents récepteurs comme les corpuscules de Meissner, Pacinian, Ruffini,
des thermorécepteurs et des récepteurs cellulaires de Merkel qui détectent les sensations et les
transmettent au systeme nerveux central. Le derme et 'hypoderme sont hautement vascularisés au
contraire de I'épiderme. Les vaisseaux sanguins sont d’importants réservoirs et ont un role

fondamental pour la thermorégulation et la nutrition (1,2).
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La peau est un organe qui est en constant renouvellement, de la couche la plus profonde
jusqu’a sa surface pour remplacer les cellules vieillissantes. Aprés 45 jours les kératinocytes ont
migré vers la surface de la peau ou ils se détachent en emportant microorganismes et autres
substances. Lorsque la peau présente une blessure aiglie, celle-ci cicatrise grace a ce processus
de renouvellement cutané qui malheureusement s’estompe en vieillissant. La fonction principale de
la peau est la protection de I'organisme contre les agressions extérieures (bactéries, chaleur, froid
etc.), d’ou I'importance de maintenir sa parfaite intégrité. Une plaie d’origine accidentelle, causée
par une maladie, ou consécutive a une opération chirurgicale favorisera la pénétration des agents

pathogénes en déclenchant des complications sévéres.
1.1.2 Cicatrisation des plaies
1.1.2.1 Le processus de cicatrisation

Une plaie est la rupture de la continuité de la peau, des muqueuses ou des organes,
geneéralement associée a une perte de substance. Dés qu'une plaie est formée, plusieurs voies
cellulaires coordonnées sont activées dans le but de restaurer 'intégrité du tissu. Ce processus est
connu sous le nom de cicatrisation (Figure 2) et se déroule pendant environ 14 jours pour les plaies
aigues. Ce type de plaies inclue les brulures de premiére degré, les greffes, les plaies chirurgicales,
les morsures, les abceés, les gelures et les dermabrasions profondes (5). Le processus de
cicatrisation se divise en 4 phases qui se chevauchent : hémostase, inflammation, prolifération et

remodelage.

Inflammation Prolifération

100

Contraction

de la plaie et
/ remodelage

804 Heémostase

Réponse Maximale %
b2

|
|
\
1
1

T
Premiers

) 0 -3 Jours 3-12 Jours 3 jours-2 ans
minutes

Réponse du corps aprés la formation de une plaie (Temps)

Figure 2. Schéma des quatre phases du processus de cicatrisation cutanée. Adapté de Akik et al., 2014 (6).

o Hémostase
Lors de la formation d’une plaie, la cascade de coagulation commence et produit le tampon

hémostatique, un caillot composé de fibrine (Figure 3A). En méme temps, le tissu endommagé
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libére 'adénosine diphosphate (ADP) qui conduit a I'agglutination des plaquettes. Le contact entre
les plaquettes et le collagéne ainsi que la présence de substances comme la thrombine et la
fibronectine induisent la libération de cytokines, de facteurs de croissance et de sérotonine afin
d’assurer la chimiotaxie pour les neutrophiles et macrophages. Les cytokines induisent le

phénomeéne de vasoconstriction grace a la formation d’un caillot pour limiter la perte de sang (7,8).
e Inflammation

La phase inflammatoire du processus de cicatrisation (Figure 3B) ressemble a un « nettoyage
de la plaie » : cette phase a pour but la prévention de I'infection (7). Suite a la formation du caillot,
plusieurs phénomeénes ont lieu : la perméabilité vasculaire, la libération de cytokines (IGF1, TGF-B,
TNF, et PDGF), de prostaglandines et de facteurs de croissance pour stimuler la migration des
neutrophiles vers la plaie qui assurent la phagocytose des tissus endommageés et des bactéries. Les
macrophages résultent des monocytes pour migrer vers la plaie a la différence des neutrophiles, qui
restent dans la plaie jusqu’a la fin de la cicatrisation. Les macrophages conservent les facteurs de
croissance (TGF-B, EGF), qui sont importants pour la réponse inflammatoire, le débridement, la

stimulation de I'angiogenése et la formation du tissu de granulation.

Les lymphocytes participent aussi a la phase d’inflammation. Leur rble est la production de la
matrice extracellulaire (MEC) et du collagéne. La phase inflammatoire du processus de cicatrisation
doit prendre le temps nécessaire pour assurer I'élimination des bactéries et des tissus endommagés
pour avoir une plaie « propre ». Néanmoins, une phase d’inflammation persistante peut
endommager les tissus et retarder la phase de prolifération conduisant a une plaie chronique plus
difficile a traiter (7,8).

e Prolifération

Suite a la phase d’inflammation, la plaie est préte a produire de nouveaux tissus dermiques et
épidermiques (Figure 3C). L’angiogenese se présente par une combinaison des étapes de
prolifération et migration stimulées par des facteurs de croissance VEGF avec des cytokines pour
déclencher la néovascularisation et la réparation des vaisseaux endommagés. Des cytokines et des
facteurs de croissance (bFGF, FGF, TGF-a, EGF et TGF-B) interviennent aussi dans la formation

des nouveaux vaisseaux sanguins.

Les fibroblastes résultent de facteurs de croissance tels que PDGF, bFGF ou EGF. Les
fibroblastes atteignent la plaie et proliferent a partir de cytokines libérées par les plaquettes, les
macrophages et les lymphocytes. Le role des fibroblastes est la production de protéines structurelles
pour la reconstruction des tissus dont le collagéne, le principal et le plus important constituant de la
MEC. Une fois la MEC restructurée, les fibroblastes deviennent des myofibroblastes pour favoriser

la fermeture de la plaie (7,8).
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Figure 3.Schéma des étapes de la cicatrisation, (A) phase d’hémostase, (B) phase d'inflammation, (C) phase
proliférative, (D) phase de remodelage (8).

Lorsque le tissu de granulation et le collagéne sont reformés dans la plaie, I'épithélium
commence a se restaurer ; les cellules épithéliales (kératinocytes) migrent jusqu’a couvrir la plaie et
atteignent la MEC. Un processus embryologique appelé « transition épithélio-mésenchymateuse »
donne de la mobilité aux cellules pour que celles-ci arrivent a la surface de la plaie afin d’assurer la

phase d’épithélialisation (7).
¢ Remodelage

La quatriéme et derniére phase de la cicatrisation (Figure 3D) est trés longue. Cette phase
consiste au développement de I'épithélium et a la maturation de la plaie. Les fibroblastes aident a
remplacer le collagene de type lll par le collagéne de type | qui est plus résistant a la tension et
devient la protéine prédominante de la cicatrice formée. Malgré tout ce processus de remodelage,

la cicatrice ne redevient jamais comme la peau saine et ne récupére jamais la tension d’origine (7,8).
1.1.2.2 Complexité de la cicatrisation, les plaies chroniques

La cicatrisation d’'une plaie aiglie dure environ 14 jours et est suivie d’'une période d’environ
deux ans pour le remodelage complet des tissus endommagés. Néanmoins, ils existent divers
facteurs liés aux plaies ou aux patients qui retardent la cicatrisation et entrainent des plaies
chroniques, lesquelles ne montrent pas de signes de cicatrisation aprés 4 a 6 semaines (9,10). Les
plaies chroniques représentent un probléme de santé publique majeur, elles affectent 37 millions de

personnes dans le monde et générent des colts trés élevés pour leurs traitements (8).

De maniére générale, la cicatrisation des plaies chroniques reste bloquée dans la phase

d’'inflammation. Ce type de plaies posseéde des caractéristiques communes malgré leur étiologie,
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comme des niveaux excessifs de cytokines pro-inflammatoires, des protéases, des cellules en

vieillissement ainsi que I'existence de cellules sensibles a l'infection.

Dans les plaies chroniques, les niveaux élevés de protéases conduisent a la destruction de la
MEC et a la dégradation des facteurs de croissance. Ceci provoque une inflammation excessive et
par conséquent prolonge la phase inflammatoire de la cicatrisation. Une autre caractéristique des
plaies chroniques est la présence de cellules vieillissantes, lesquelles n'ont pas la capacité a

proliférer (10).
1.1.3 Les plaies chroniques principales

Il existe différents types de plaies qui peuvent devenir chroniques. Les étiologies comprennent
notamment : les plaies du pied diabétique, les moignons d’amputation, les brllures avec cicatrisation
étendue, les ulcéres par pression (escarres) et les ulceres de jambe. De toutes ces étiologies, seules
les 3 derniéres seront décrites dans ce manuscrit car le pansement développé dans ce projet est
destiné plus particulierement au soin ces trois types de plaies.

1.1.3.1 Les brilures

Une bralure est définie par une blessure qui détruit I'intégrité de la peau aprés une exposition
de type thermique, électrique, chimique ou aux radiations. Le challenge pour leurs traitements est
de prévenir l'infection (11). Le francais Ambroise Paré (1510) a été le premier a classifier les bralures
selon leurs profondeurs en termes de sévérité (8). La sévérité d’une brllure implique la surface
touchée et la profondeur, lesquelles déterminent les conditions de morbidité et de mortalité (8,12).
Une brllure sévére endommage la peau et diminue son rble de protection et par conséquent,
provoque la perte de tissus. De plus, les brllures détériorent la fonction de thermorégulation et la
capacité de l'organisme pour la rétention d’eau et de chaleur qui conduit dans certains cas a
'hypothermie (13). Les brllures peuvent étre classifiées en 3 degrés selon leurs profondeurs
(Figure 4) :

e Brllures de premier degré

Ce type de brllure correspond a un érythéme (rougeur persistante) qui affecte seulement les
couches superficielles de I'épiderme (couche basale atteinte) sans perte de tissus. La vasodilatation
gui provoque le passage des fluides vers les tissus peut produire des cedémes locaux (gonflement
de la peau). Les brllures de premier degré provoquent des prurits légers et ils ont une période de

guérison d’une semaine sans cicatrice (8,14).
e Brdlures de deuxieme degré

La présence de phlyctenes (bulles, cloques, ampoules) est la principale caractéristique de ce
type de brllure. Les phlycténes sont remplies d’un liquide transparent et entourées par une zone

rouge (érytheme), les vaisseaux sanguins sont également dilatés mais pas endommagés. Les
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phlycténes superficielles atteignent I'épiderme et ils ont un aspect rouge vif, présentant une douleur

intense au contact. lIs cicatrisent entre 15 et 20 jours sans cicatrice (14).
e Bralures de troisiéme degré

Les brllures de troisieme degré touchent le tissu sous-cutané (8). Une zone blanche ou
brunatre, cartonnée, dure et douloureuse est la principale caractéristique de ce type de plaie. La
brllure se produit en profondeur et affecte les vaisseaux sanguins, les réservoirs cellulaires et les
nerfs. Une brdlure de troisieme degré a besoin d’une prise en charge d’'urgence dans le but de

prévenir l'infection qui retarde la guérison (14).

Briilure:
Premiére
degreé

Epiderme {
Derme

Hypoderme

PRI

Briilure:
Deuxiéme degreé

Briilure:
Troisiéme
degré

Figure 4. Classification des brilures en fonction de leur profondeur (15).

1.1.3.2 Les ulcéres de pression

Les ulceres de pression, dénommés aussi « escarres » (Figure 5) sont des Iésions locales
généralement situées dans des zones osseuses (8,16,17), causées par la pression ou friction
conduisant a la constriction des vaisseaux sanguins qui provoque dans certains cas la nécrose des
tissus (16,17). Les ulcéres par pression sont définis, par stade, selon la profondeur du dommage
(14,17):

e Stade 0 : Rougeur cutanée.

o Stade | : Présence d’érythéme sans contusion, présence ou non de la douleur.
e Stade ll : Plaie superficielle seéche ou humide qui implique derme et épiderme.
e Stade lll : Perte de substances et tissus nécrotiques qui atteint ’hypoderme. La

base de I'escarre est indolore.
e Stade IV : Grande perte de substance qui atteint les articulations, les muscles

ou les os.
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Les ulcéres de pression sont douloureux et affectent la qualité de vie des patients tant dans
I'aspect physique que psychologique. Chaque stade de la pathologie a un traitement spécifique (17)
mais la régle de base est la réduction de la pression externe, le débridement de la peau et surtout

le contréle de l'infection, laquelle est la cause principale du retard de cicatrisation (16).

Distribution des ulcéres par pression
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Figure 5. Schéma de la distribution des ulceres par pression (18).
1.1.3.3  Les ulcéres de jambe

Les ulcéres de jambe sont définis comme la perte du tissu épithélial qui affecte les zones entre
le genou et la malléole (19,20). La perte de substance occasionnée par ce type de lésion peut
atteindre I'os. La plupart des ulcéres de jambe sont d’origine veineuse (70%) en comparaison avec
les ulcéres de jambe de type artériels (25%) (18). Les ulceéres se forment a cause d’'une altération
sanguine dans le réseau artérioveineux et sont fréquents chez les personnes agées, principalement

les femmes (14) .

Les ulcéres de jambe de type veineux se produisent a cause de linsuffisance valvulaire des
veines qui conduit & une hyperpression veineuse et ensuite a 'apparition de varices, ou dans les
cas plus graves de thromboses veineuses profondes. L'obésité provoque une inflammation veineuse
pouvant conduire a une insuffisance veineuse qui peut devenir chronique. Les ulcéres de jambe de
type artériels, d’autre part, sont liés a une hypoxie cellulaire qui entraine une nécrose. Le Tableau
1 décrit les différences en termes de localisation, aspect et symptomes des ulcéres d’origine veineux
ou artériels. Néanmoins, la similarité entre ces types d’ulcéres est qu'ils ne cicatrisent pas avant 6

semaines, avec une tendance a l'infection (14,21).
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Tableau 1. Comparaison entre les ulceres de jambe de type veineux et artériels. Modifié de Morton

et al (18).
Type d’ulcére Localisation Description / aspect Symptomes
Lésions uniques ou

multiples, forme irréguliére,
. . Tiers inférieur de la | profonde et rarement | Douleur prolongée.
Ulcere Veineux | . ] . )
jambe. (Figure 6a) nécroseée. Présence | Gonflement.
d’eczéma veineux et

d’cedéme (Figure 6b).

Autour ou au-dessus Bordures bien marquées, lit | Douleur sévére, qui

. . des chevilles, de la plaie sec et nécrose, | s'aggrave avec
Ulcere Artériel o . . . o
proéminences signes d’insuffisance | I'élévation de la
osseuses. artérielle (Figure 6c¢). jambe.

La chronicité des ulcéres de jambe est due a une inflammation persistante qui conduit a une
douleur intense, surtout au moment du changement de pansement et au débridement. La présence
d’infection contribue a cette douleur due a une réponse inflammatoire. L'inflammation est apportée
par la libération de médiateurs qui stimulent la production d’enzymes et de radicaux libres produisant

des dommages tissulaires (22).

Figure 6. Zone de formation des ulceres de jambe (18) (a). Ulcere de jambe de type veineux (b) (20). Ulcere de jambe
de type artériel (c) (20).

1.1.4 Facteurs impliqués dans les plaies chroniques

La cicatrisation est un processus complexe qui dans certaines plaies, notamment chroniques,
est longue ou n’est jamais parfaite. La guérison compléte des plaies ne dépend pas seulement des
facteurs liés au patient ou a la plaie, mais aussi aux compétences et connaissances des
professionnels de santé. Leur diagnostic peut avoir un impact important dans I'évaluation des plaies
et du traitement a appliquer. Pour cette raison, il est important d’avoir des stratégies orientées vers
le patient c’est-a-dire, identifier leurs besoins et inquiétudes, et les obstacles liés a la cicatrisation. Il

faut néanmoins prendre en compte que le taux de cicatrisation peut varier d’'un patient a l'autre (23).
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La taille d’'une plaie, sa profondeur ou sa localisation anatomique sont des caractéristiques qui
peuvent indiquer aux professionnels de santé s'il y a ou non un risque de chronicité. Néanmoins,
'apparition de cellules sénescentes, celles qui ne répliquent pas, peut avoir un préjudice sur la
cicatrisation. Par exemple, les fibroblastes sénescents provoquent un stress oxydatif et libérent des
cytokines pro-inflammatoires; un taux de plus de 15% de fibroblastes sénescents peut jouer contre

le processus de cicatrisation (24).

Les plaies de surface majeure ne cicatrisent pas assez rapidement, a la différence des plaies
de surface mineure (23). Une étude menée par Margolis et al. a conclu que les patients présentant
des plaies avec une surface majeure de 2 cm? ou avec une profondeur atteignant les tendons, les
ligaments, les articulations ou I'os présentent une cicatrisation réduite de 22% apres 20 semaines
(25). De méme, les plaies nécrosées sont un obstacle au diagnostic, d’ou I'importance d’effectuer

une détersion efficace (23).

Concernant les facteurs physiques liés aux patients, il existe des pathologies sous-jacentes,
telles que le diabete, 'obésité, la malnutrition, les maladies vasculaires et la mobilité réduite qui ont
un impact important sur la cicatrisation. Savoir traiter ces pathologies est donc un parametre
important de la prise en charge des plaies (23). Un taux de glycémie contrdlé influe de maniére
positive sur la cicatrisation ou la restauration du flux sanguin pour améliorer le traitement des ulcéres
de jambe (23,26). D’autre part, les patients ayant des autres maladies sous-jacentes montrent un
impact négatif sur la guérison des plaies car elles augmentent leur complexité. L'immunodéficience
et l'utilisation d'immunodépresseurs (les corticostéroides, I'azathioprine ou le méthotrexate)
montrent des effets défavorables sur la cicatrisation car elles affectent la réponse immuno-
inflammatoire (23,27,28).

Au niveau des facteurs psychosociaux, l'isolement social, le stress, la dépression et surtout
les situations qui affectent la fonction immunitaire influent négativement sur le processus de
cicatrisation. Yang et al., ont démontré au terme d’une étude clinique, que le stress et la dépression
ont un role tres important dans la modulation des métalloprotéinases matricielles et dans
I'expression des inhibiteurs tissulaires de ces dernieres (29). Néanmoins, il manque d’autres travaux
de recherche pour mieux comprendre l'influence que représente I'aptitude des patients face a leur
plaie (23).

1.1.41 Plaies infectées et biofilms

Le corps humain est un écosysteme dynamique habité d'une grande diversité de
microorganismes dénommés « microflore ». Chez l'adulte, la microflore cutanée comprend des
billions de bactéries, de champignons et de virus (dit « commensales ») qui sont en équilibre avec

les défenses immunitaires de I'h6te sans causer d’infections (30). Les types de plaies chroniques

déja mentionnées peuvent présenter une infection parce que leur caractéristiques en relation avec
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la température, 'humidité et la composition des exsudats sont appropriés pour une possible

colonisation et contamination microbienne (31).

Les signes et symptdmes dans les plaies infectées comprennent: la chaleur et le gonflement
de la zone blessée, I'inflammation excessive avec une douleur intense et des exsudats purulents
suivi d’'une colonisation critique et de mauvaises odeurs (32). Il est important de mentionner que la
charge bactérienne et sa pathogénicité sont nécessaires mais pas suffisantes pour envahir,
proliférer et endommager les tissus. En effet, 'hGte et les microorganismes ont une relation
dynamique et 'infection exige un déséquilibre ainsi que celle du systéme immunitaire (30). Il existe
quatre termes pour décrire le grade d’'une plaie infectée (Figure 7). En premier lieu, le terme
« contamination » fait référence a la présence de bactéries sans prolifération active, puis le terme
« colonisation » décrit la multiplication des bactéries, sans induire la réponse de I'héte. Le terme «
colonisation critique » indique le point critique ou la prolifération bactérienne surmonte la réponse
de I'héte, finalement le terme « infecté » décrit la situation dans laquelle la charge bactérienne est

déja en expansion (30).

5 A Colonisation
Contamination Colonisation critique -
< Biofilm >

Figure 7. Evolution de la charge bactérienne dans les plaies infectées. Modifié de Swanson et al. (33).

Il est déja admis qu’une culture bactérienne qui atteint 10° UFC par gramme de tissu est une
infection (30,31). Les plaies sont colonisées par des microorganismes de types aérobies, anaérobies
et champignons. La présence d'un seul microorganisme est suffisante pour générer un
environnement approprié afin que les microorganismes pathogénes puissent le coloniser. De plus,

si la charge de bactéries commensales augmente, ces derniéres peuvent devenir pathogénes (31).

Il est important de savoir distinguer les infections impliquant des microorganismes
planctoniques de celles impliquant la formation d’un biofilm. Les microorganismes ont été le plus
souvent étudiés dans leur état planctonique, c'est-a-dire leur existence en tant qu'entités libres dans
un environnement liquide. Il a pourtant été démontré que, dans la plupart des conditions naturelles
et cliniques, les microorganismes vivent dans des communautés complexes connues sous le nom
de biofilms, qui sont aujourd'hui considérées comme responsables de plus de 80% des infections

microbiennes du corps humain (30,33).
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Les biofilms sont des communautés poly- ou mono-microbiennes complexes qui ont la faculté
a adhérer entre elles et aux surfaces naturelles ou synthétiques grace a la sécrétion d’'une matrice
protectrice composée de protéines, d’ADN, de lipides, de substances humiques, et surtout de sucres
appelés exo-polysaccharides (EPS). Les biofilms sont largement connus dans le domaine médical
a cause de leur impact sur la santé comme par exemple I'endocardite ou I'otite d’'une part ; ou a
cause des problemes d’infections sur dispositifs médicaux d’autre part comme les sondes urinaires,
les implants orthopédiques et mammaires, les lentilles, les dispositifs intra-utérins et les sutures. La
Figure 8 montre le cycle de formation, de maturation et de dispersion d’'un biofilm, comportant cinq
étapes (33,34).

Adhésion

Adhesion
reversible permanente

Prolifération Maturation Dispersion

Figure 8. Représentation schématique de la formation d'un biofilm polymicrobien. Adapté de Swanson et al (33).
(1) L’adhésion réversible

Les microorganismes flottent librement dans le milieu et commencent a adhérer a la surface
par des interactions hydrophobes cellules-bactéries (35), ou par les pilis et les flagelles des

microorganismes. Dans cette étape, I'adhésion est faible et réversible.
(2) L’adhésion permanente

L’adhésion a la surface commence a se renforcer et a étre irréversible grace a des structures
comme les pilis et les flagelles, lesquelles constituent les premiers points fixes du biofilm. L’adhésion
microbienne est menée par la sécrétion de la matrice protectrice composée des EPS qui couvre les
microorganismes et se comporte comme une barriére protectrice contre la réponse immunitaire de

I'héte ou des agents antibactériens.
(3) Prolifération microbienne

Aprés avoir adhérés de fagon irréversible, les microorganismes commencent a proliférer,
régulés par un mécanisme dénomme quorom-sensing. Il s’agit d’'un mécanisme de régulation de
I'expression génique en réponse a la densité de population cellulaire. Lorsque les molécules sont
secrétées par quorom-sensing, d’autres microorganismes sont attirés et rejoignent le biofilm pour

produire des micro-colonies. Pendant cette phase, les bactéries sont toutes au méme stade de
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croissance. Par manque de nutriments, la multiplication bactérienne est pratiquement nulle, les
bactéries se débarrassent de tous les éléments inutiles consommateurs d’énergie comme les
flagelles. Comme la plupart des antibiotiques agissent sur la phase de multiplication, en absence de

celle-ci, leur efficacité diminue beaucoup.
(4) La maturation

L’EPS commence a s’épaissir et le biofilm devient un écosysteme avec des fonctions
structurelles reliant les colonies. Dans cette étape de formation du biofilm, les stratégies normales
de traitement des plaies sont moins efficaces.

(5) La dispersion

Les bactéries commencent & se detacher a travers des effets de stress mecanique ou de
carences nutritionelles pour ensuite coloniser de nouvelles zones du lit de la plaie. Les biofilms
développent differents mécanismes a travers les EPS pour protéger les microorganismes contre le

systeme immunitaire, les antimicrobiens et le stress environnemental:

e Leblocage: Les EPS empéchentl'intrusion de grosses molecules (anticorps) et des cellules

inflammatoires dans la matrice du biofilm et la diffusion d’agents antimicrobiens.

e La protection mutuelle : Les microorganismes présents dans les biofilms se protégent
mutuellement. Les bacteries résistantes aux antibiotiques secrétent des enzymes qui
permettront aux bactéries non-résistantes de tolérer les antibiotiques. D’autre part, la
cohabitation entre bactéries aérobies et anaérobies dans le biofilm génére la survie de ces

derniéres aux effets toxiques de I'oxygene.

¢ L’hibernation : Les bacteries entrent dans un état de quiescence, c’est-a-dire que la
population bactérienne inactive leur métabolisme pour empécher I'action des antibiotiques.
Cette inactivité des antibiotiques sur les bactéries sous forme de biofilm est due a deux
phénomenes: i) la présence de la couche de la matrice EPS constitue une barriére
mécanique contre la diffusion des antibiotiques, ii) I'état de dormance des bactéries réduit la
multiplication des bactéries, donc les antibiotiques agissant sur la multiplication (au niveau

de la synthese de la paroi ou sur le cycle de multiplication) ne sont pas efficaces (34,36).

Figure 9. Biofilm sur une plaie (30).
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Les biofilms sont aussi retrouvés dans les plaies (Figure 9) et sont responsables du retard de
cicatrisation. Les biofilms stimulent la production excessive de neutrophiles et de macrophages afin
de les éliminer et produisent par conséquent, une réponse inflammatoire chronique. Les cellules
inflammatoires secrétent en exces différentes substances dont les protéases (métalloprotéinases
(MMP) et élastases) et les espéces réactives de 'oxygéne (ERO) lesquelles brisent les liaisons entre
les biofilms et les tissus, mais endommagent aussi les tissus sains et altérent les protéines et le
systeme immunitaire. Il y a plusieurs méthodes de traitements des biofilms mais toutes ces

méthodes ont pour objectif de diminuer la charge du biofilm et prévenir leur reformation (33,35).

1.1.4.2 Diagnostic des plaies infectées

Pour réaliser le diagnostic des plaies infectées, les professionnels de la santé se sont basés
principalement sur des critéres cliniques incluant I'évaluation du patient, les tissus qui entourent la
plaie et la plaie elle-méme, dans le but de détecter les signes et symptomes d’une infection ainsi
que les facteurs qui pourraient augmenter son risque (33). Il a déja été indiqué que les plaies
chroniques présentent un risque plus elevé d’infection que les plaies aiglies. Cependant, il existe
des systémes de notation et des critéres d’identification pour faciliter le diagnostic d’infection pour
les plaies aiglies. Par contre, pour les plaies chroniques, les systémes d’évaluation sont encore en
attente. Il est important d’identifier et de différencier les signes et symptomes d’une infection locale,
disseminée ou généralisée (37). Le Tableau 2 présente les différents signes et symptémes des

plaies chroniques infectées a prendre en compte pour établir un diagnostic.

Tableau 2. Description des signes et des symptdmes a chaque stade de l'infection dans les plaies chroniques, adapté de
Carville et al.(37).

PLAIES CHRONIQUES
(ulcéres de jambe, ulcéres arterielles, ulceres par pression, pied diabétique)

Colonisation Colonisation critique
(Infection localisée) (Infection diséminée)

Infection systémique

e Douleur.

¢ Retard a la cicatrisation.

e CEdéme autour de la plaie.

¢ Tissu de granulation
saignant ou friable.

e Mauvaise odeur.

e Changement de la couleur
du lit de la plaie.

¢ Exsudat purulent.

Les mémes caracteristiques

d’une colonisation

bactérienne plus:

e Déhiscence de la plaie.

e Extension de I'érythéme a
partir des bords de la plaie.

e Lymphangite.

e Malaise.

e Sepsis - infection
confirmée : plus fievre ou
hypothermie, tachycardie,
tachypnée,

leucocytose ou leucopénie.

e Sepsis sévere : sepsis et
dysfonctionnement multi-
organigue.

¢ Choc septique et
septicémie.

o Mort
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Les professionnels de santé, spécialement les médecins et pharmaciens, doivent connaitre
les signes et symptdbmes caractéristiques des infections de plaies qu’ils voient le plus souvent,
comme les ulcéres de jambe, les escarres ou les ulceres du pied diabétique. Une évaluation initiale
pourrait indiquer aux médecins s'il est nécessaire d'effectuer des études complémentaires comme
par exemple des tests microbiologiques, des tests sanguins ou de l'imagerie pour confirmer le

diagnostic et préciser la possibilité de complications afin d’établir le traitement le plus adapté (37).
1.1.5 Les pansements : Dispositifs médicaux pour traiter les plaies

Les pansements sont des dispositifs médicaux destinés aux traitements et aux soins des plaies
afin de favoriser la cicatrisation. Les pansements sont constitués de différents biomatériaux et
parfois contiennent des substances actives comme des sels ou nanoparticules d’argent, des
molécules antiseptigues comme la chlorhexidine, des substances naturelles telles que le miel pour

favoriser la cicatrisation, ou encore I'ibuproféne pour soulager la douleur.
1.1.5.1 Histoire du soin des plaies et du pansement

Le traitement des plaies fait partie des préoccupations les plus anciennes de la médecine (38).
L'un des plus ancien manuscrit (2000 ans avant JC) décrit probablement pour la premiére fois les
trois gestes de guérison : i) lavage des plaies, ii) fabrication du pansement (basé sur I'huile, I'argile

ou les plantes) et iii) couverture de la plaie (39).

Les Egyptiens sont considérés comme la premiére civilisation a avoir utilisé des pansements
adhésifs constitués principalement par du miel, de la graisse et la charpie. Cette derniére, est
fabriquée a base de fibres végétales absorbantes pour le drainage des plaies. Le miel et la graisse
sont utilisés afin de protéger les plaies des infections. Les Grecs soulignaient I'importance de la
propreté pour le traitement des blessures et les recommandations indiquées par Hippocrate (460
avant JC) sont prises en compte encore aujourd’hui. Les Romains ont établi les « quatre signes
cardinaux de l'inflammation » : la rougeur, le gonflement, la chaleur et la douleur. Les Romains se
sont inspirés des Grecs en terme de médecine et chirurgie jusqu’au moyen-age ou ils savaient déja
traiter différentes formes de plaies en utilisant du matériel chirurgical, des formulations topiques (gel,

pommades ou crémes) et plusieurs formes de pansements (38,39).

A la Renaissance, les armes a feu sont de plus en plus utilisées et provoquent des plaies plus
complexes, lesquelles sont cautérisées par I'huile bouillante ou le fer rouge en générant des
douleurs intenses aux soldats blessés. Ambroise Paré (1537), considéré comme l'un des péres de
la chirurgie moderne remplace I'huile bouillante par un mélange de jaune d’ceuf, d’huile de rose et
de térébenthine (38). Au XIX®™e siécle, le coton et la gaze remplacent la charpie. Au méme moment,
Louis Pasteur découvre que les germes sont les responsables de la fermentation et de la
putréfaction des plaies mettant en place des techniques antiseptiques pour contrdler des infections

et réduire le taux de mortalité.
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C’est a partir du XX®™ siecle que le traitement des plaies progresse rapidement. En 1915, le
pansement « tulle gras Lumiére » stérile est inventé et 47 ans apres, le chercheur britannique
George Winter démontre que les plaies cicatrisent plus vite en milieu humide et occlusif. Finalement,
au cours des derniéres années, le traitement des plaies a été révolutionné en raison d'une meilleure
compréhension des phases du processus de cicatrisation. Au début des années 2000, les
pansements incluant des principes actifs commencent a se développer. Aujourd’hui, il existe plus
de 5000 produits destinés au soin des plaies élaborés a base de différents matériaux afin de
répondre au besoin de chaque type de plaie (39).

1.1.5.2 Lerdle et classification des pansements

Les pansements sont traditionnellement utilisés pour protéger les plaies des contaminations
microbiennes afin d’améliorer la cicatrisation. De la méme maniére, les pansements ont remplacé
les cremes, les pommades et les lotions car ces formes pharmaceutiques absorbent rapidement les
fluides et par conséquent perdent leurs propriétés rhéologiques et leur efficacité (40). Comme les
plaies sont variées et se présentent sous différentes formes lors de la cicatrisation, le pansement
universel n’existe pas. Néanmoins, il existe des pansements adaptés en fonction du type de plaie et

de ses caractéristiques, lesquels se classifient selon le Tableau 3.
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Tableau 3.Les différents types de pansements et leurs applications. Modifié de 'HAS, 2007

hydrophile gonflé d’eau

détersion autolytique

Type de Composition Effet Application
pansement
Hydrogel Réseau polymere Hydratation, et Plaie non-infectée et peu

exsudative

Irrigo-absorbants

Polyacrylate

Absorption et
irrigation de la plaie.

Plaies en phase
détersive

Alginates

Polymére naturel
d’acide alginique
(algues brune) associé
ou non a la CMC
(carboxyméthylcellulose)
et 'acide hyaluronique.

Absorption,
formation d’un gel
non-adhérent,
hémostatique
antibactérien

Plaies hémorragiques,
plaies présentant une
colonisation critique.
Phase de détersion et
phase de
bourgeonnement.

Hydrofibres

100% fibres non tissés

Grande capacité
d’absorption,

Plaie trés exsudative de
la phase de détersion a

de CMC sodique gélification au la phase de
contact bourgeonnement.
Phase de détersion et
Hydrocellulaires Mousse de polyuréthane | Absorbant phase de
bourgeonnement.

Hydrocolloides

100% fibres de CMC
sodique

Imperméabilité a
'eau et aux

bactéries, absorbant.

Plaie peu exsudative
non-infectée en phase
d’épidermisation.

Compresse de mailles

Dermabrasions et
brulure de la phase de

Hyaluronique

Compresses

des tissus de
granulation
inflammatoires

Tulles larges enduites de Pas d’adhérence R
. i bourgeonnement a la
vaseline ou paraffine. . .
phase d’épidermisation.
Mailles étroites enduites Dermabrasions et
de silicone, CMC et Evite le brulures de la phase de
Interfaces o . N
technologie lipido- dessechement bourgeonnement a la
colloides phase d’épidermisation.
. . . Adhérent et semi- Escarres ou comme
Films Film polymere . .
perméable pansement secondaire.
Déclenche la
cicatrisation des
Acide plaies présentant

Plaies chroniques

Il y a un ensemble de caractéristiques qui décrivent le pansement, représenté sur la Figure

10. Celui-ci a comme objectif principal la protection et la guérison de la plaie dans la période la plus
courte, sans signe de douleur ou d’'inconfort (41). Il doit répondre aux fonctions pour lesquelles il a

été concu ainsi que d’étre rentable et efficace (42). Les pansements peuvent contribuer a la
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cicatrisation compléte des plaies grace aux différents mécanismes. En effet, le débridement améliore
la migration des leucocytes dans le lit de la plaie et favorise 'accumulation des enzymes. Le
nettoyage de la plaie est encore plus important lors de I'apparition des tissus nécrotiques pouvant
prolonger la phase inflammatoire et servir de milieu pour la croissance bactérienne. La conservation
d’'un milieu humide prévient par exemple le desséchement et la mort cellulaire, favorise
'angiogenése et la synthése du tissu connectif. D’autre part, les plaies chroniques produisent une
guantité excessive d’exsudats a cause de la formation d’'un cedéme inflammatoire. Les exsudats
contiennent des enzymes qui dégradent les tissus et bloquent par conséquent la prolifération
cellulaire. La production excessive des exsudats peut aussi instaurer une macération de la peau
saine, laquelle se ramollit et se décompose, pouvant s’infecter. La nécessité d’avoir des pansements

avec une capacité d’absorption est donc trés importante (43).

Cicatrisation en
milieu humide.

T Faible adhérence et
G protection contre les
D::;'S;:?;E"t -— / traumatismes.

Fréquence minimal

— du changement
des pansements.
Echange I P
gazeux.
\~\”‘ TS | Rentabiité.
Protégerla plaie \
des infections. l Isolation thermique.
Capacité
d’absorption
des exsudats.

Figure 10. Description des caractéristiques pour un pansement « idéal », adapté de Mayet et al., 2014 (44).

L’échange gazeux permet de contrdler la production des exsudats grace a la perméabilité. Un
niveau bas d’oxygéne stimule I'angiogenése et un niveau élevé stimule I'épithélialisation. Si le
pansement maintient une température normale dans 'organisme, le flux sanguin et la migration
épidermique s’améliorent. Les matériaux utilisés pour la conception des pansements doivent
présenter aussi une faible adhérence afin d’éviter la douleur et 'endommagement des tissus au
moment de le changer. Les pansements doivent également étre efficaces, c’est a dire, ils doivent
répondre a 'objectif pour lequel ils ont été congus. Ceci peut s’obtenir avec une évaluation correcte
de la plaie qui permet de conclure un diagnostic efficace pour appliquer la meilleure option de
traitement (43).
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1.1.5.3 Les pansements techniques

Les pansements traditionnels comme la gaze, le coton ou les bandages synthétiques peuvent
apporter une protection de la plaie. Néanmoins la protection diminue lorsque le support commence
a s’humidifier soit par les exsudats de la plaie, soit par les fluides externes. Les patients qui
présentent des plaies chroniques ont besoin de pansements techniques afin de traiter les différents
facteurs qui retardent la cicatrisation. Ces pansements, dits « avanceés », sont con¢cus a base de
matériau spécifique dans le but d’'incorporer dans leur structure des substances biologiques ou
bioactives (antiodeurs, pro-cicatrisantes, ou médicamenteuses) afin d’améliorer la cicatrisation. Des
substances comme les antimicrobiens, les anti-inflammatoires, les antalgiques, les protéines et les
facteurs de croissance peuvent étre libérés directement dans la plaie et augmenter I'efficacité du
traitement (40).

1.1.53.1 Les pansements anti-odeurs : le charbon actif
Les pansements au charbon actif sont élaborés sous la forme de compresses ou de plagues
contenant plusieurs couches de charbon dont la fonction est de neutraliser les mauvaises odeurs
de la plaie notamment les ulceres carcinomateux afin d’améliorer le confort du patient et du
personnel de soin. Les pansements au charbon actif peuvent étre appliqués secs ou humides
(imprégnés dans le sérum physiologique) directement sur la plaie, ils peuvent étre utilisés comme

des pansements primaires ou secondaires.

Méme si les pansements au charbon actif sont plutdt congus pour la neutralisation des
mauvaises odeurs des plaies, I'étude menée par Kerihuel a montré l'efficacité du pansement
ACTISORB® par rapport a un pansement hydrocolloide (DuoDerm, ConvaTec, utilisé comme
contréle) en termes de réduction de la surface de la plaie (ulcéres de jambe ou escarres), critére de
jugement classique pour évaluer I'efficacité d’'un pansement. Les patients ayant utilisé le pansement
ACTISORB® ont présenté une réduction de la plaie de 11,7% (escarres) et de 16,4% (ulcéres de
jambe) aprés une semaine. Chez les patients ayant utilisé le comparateur, aucune réduction de la
plaie n'a été observée. De plus, les patients traités avec ACTISORB® ont mieux toléré le pansement
gue ceux qui ont utilisé le pansement DuoDerm (45). Les études cliniques des pansements au
charbon actif sont trés rares. De ce fait, il N’y a pas d’informations spécifiques sur l'efficacité, les
effets indésirables ou les possibles risques liés a son utilisation. Néanmoins, en 2018, la CNEDIMTS,
composante de la Haute Autorité de Santé (HAS), a estimé un service attendu suffisant du

pansement ACTISORB® en raison de son intérét thérapeutique et de santé publique.

En 2014, le pansement BeneHold™ (Laboratoire Vancive), a été introduit sur le marché. Ce
pansement est une association d’'un hydrocolloide et de cyclodextrine qui fonctionnent ensemble
afin d’améliorer le contréle des odeurs. Les cyclodextrines ont besoin de I'eau pour piéger les

molécules responsables des mauvaises odeurs et les hydrocolloides fournissent de l'eau en
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absorbant les exsudats de la plaie. Ce mécanisme de synergie permet donc I'absorption des fluides

et des mauvaises odeurs.

1.1.5.3.2 Les pansements pro-cicatrisants
o L’acide hyaluronique (HA)

Ces pansements contiennent dans leur structure 'acide hyaluronique (HA), dénommé aussi
hyaluronate. C’est un polysaccharide naturel composé d'acide D-glucuronique et de N-acétyl
glucosamine. L’ HA est le composant central du tissu conjonctif de la peau (derme) et du cartilage
(46) d’ou l'intérét de I'appliquer comme pansement. Ses propriétés hygroscopiques maintiennent un

environnement humide favorable a la cicatrisation.

Dereure et al., ont évalué l'efficacité d’'un pansement a base d’'HA sur la réduction de la surface
des plaies d’ulcéres de jambe de type veineux. L’étude, réalisée en double aveugle, a rapporté que
la réduction de la surface de l'ulcére était significativement plus élevée dans le groupe traité par le
pansement a base d’'HA (39%) que dans le groupe ayant utilisé le dextranomer (contréle) (5%) au
jour 45 (47). De la méme maniére, I'étude menée par Humbert et al. conclut qu'au jour 45, le
pourcentage de réduction de la surface de l'ulcére était également significativement plus élevé pour
les patients ayant utilisé les gazes imprégnées avec I'HA (IALUSET®) (73%) par rapport aux patients
ayant utilisé les gazes sans HA (46%). De plus, plus de 31% des ulceres veineux sont guéris
complétement aprés 45 jours avec l'utilisation d’'un pansement pro-cicatrisant a base d’HA (48).
Malgré I'efficacité montrée sur la cicatrisation des ulceres de jambe, I'HA a rapporté aussi des effets
adverses dans deux études cliniques. L’infection de l'ulcére, les eczémas, la douleur intense entre
autres, représentent des obstacles pour [l'utilisation des pansements a base d’'HA (47,48).
Cependant, 'HAS a estimé un service attendu suffisant du pansement IALUSET® en raison de son

intérét thérapeutique pour le traitement des ulcéres de jambe.

e Le facteur nano-oligosaccharide (NOSF)

Récemment, les Laboratoires Urgo ont présenté une nouvelle gamme de pansements
dénommée UrgoStart®. Ce sont des pansements non occlusifs composés d’une trame en polyester
imprégnée d’'une matrice lipido-colloidale (TLC) contenant un facteur nano-oligosaccharide (NOSF).
C’est un saccharose octosulfaté qui présente des propriétés antiprotéases. Plus particulierement, il
limite I'action néfaste de Métallo-Protéase Matricielles (MMP). Le TLC-NOSF interagit avec le
microenvironnement de la plaie pour limiter I'excés des métalloprotéases et ainsi rétablir I'équilibre
biochimique. Le TLC-NOSF crée un milieu humide, favorise la migration des fibroblastes et n’est

pas adhérant a la plaie.

La gamme d’'UrgoStart® a été évaluée dans plusieurs études cliniques sur des ulcéres de
jambe, des escarres et des ulcéres du pied diabétique. Edmonds et al., ont réalisé une étude

internationale, randomisée, comparative en double aveugle d’UrgoStart® Contact (TLC-NOSF) sur
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le traitement des ulcéres du pied diabétique d’origine neuro-ischémiques. Les résultats ont montré
gue le pansement TLC-NOSF améliore considérablement la fermeture des ulcéres du pied
diabétique apres 20 semaines de traitement. Cependant, 20% des patients ayant été traités avec
UrgoStart® Contact et 28% des patients traités avec le comparateur (UrgoTul®) ont présenté une
infection sans risque d’amputation (49). L'HAS a estimé un service attendu positif pour les
pansements UrgoStart® dans le traitement des ulceres de jambe et des ulcéres du pied diabétique

d’origine neuro-ischémique, non infectés, en phase de bourgeonnement.

e Le miel
Le miel a montré une efficacité cicatrisante dans une large gamme de plaies, notamment les
brilures et les ulcéeres de jambe. Cette efficacité s’explique par les nombreux effets
pharmacologiques du miel : activité antimicrobienne, désodorisante, débridant (faculté & dégrader
les tissus nécrosés), osmotique, anti-inflammatoire et antioxydante, lesquelles sont importantes pour

améliorer la cicatrisation (39).

Les propriétés antimicrobiennes du miel sont attribuées a sa forte teneur en sucre
(hyperosmolarité), a son acidité (pH 3,95 — 5,03 (50)), a certains composés antibactériens comme
les flavonoides (la pinocembrine), des enzymes (glucose oxydase) ou les médiateurs d’acides
phénoliques (syringate de méthyle). Les pansements a base de miel sont disponibles dans diverses
préparations commerciales telles que les tulles, les gazes (Manuka IG®), les alginates (Activon®,
Apinate™) et les hydrogels (Medihoney®) (39). Le pansement Medihoney® a été le premier
pansement a base de miel (miel de Manuka) a recevoir I'approbation de la FDA pour un usage
clinique. Selon la FDA, ce pansement est indiqué pour le traitement des plaies exsudatives telles
gue les ulcéres du pied diabétique, les ulcéres de jambe, les ulcéres par pression, les brilures et

les blessures traumatiques et chirurgicales (39).

Les études cliniques réalisées ces cing derniéres années sur les pansements Medihoney® ne
sont pas suffisantes pour établir I'efficacité et la rentabilité de ces pansements a base de miel.
L’étude prospective non comparative et multicentrique de Dunford et Hanano, a eu pour objectif
d’évaluer I'efficacité du pansement Medihoney® sur le traitement des ulcéres de jambe. Les résultats
ont montré que la douleur et la taille de l'ulcere sont diminuées de fagon significative pour 50% des
patients aprés 12 semaines de traitement. Les patients ayant des plaies odorantes ont signalé un
effet positif, généralement aprés la premiére application de ce pansement (51). L’étude randomisée
de Robson et al. a également conclu que le taux de cicatrisation aprés 12 semaines d’évaluation
était de 46,2% dans le groupe traité par les pansements Medihoney® contre 34,0% dans le groupe
traité avec le compteur. Cependant, 3.8% des patients ont présenté une détérioration de la plaie tout
au long de I'étude (52). Malgré les résultats positifs de ces études cliniques sur les pansements
Medihoney®, 'HAS a estimé un service attendu insuffisant car les données cliniques rapportées

restent insuffisantes pour démontrer I'intérét thérapeutique de Medihoney®.
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1.1.5.3.3 Les pansements combinés
Selon la définition de ’ANSM, les pansements combinés sont ceux qui présentent dans leur
composition, une ou des substances médicamenteuses comme seconde action (53) afin d’améliorer

la cicatrisation.

Dans les plaies chroniques, le processus de cicatrisation reste bloqué dans la phase
d’'inflammation, caractérisée par le gonflement de la zone blessée et par une douleur constante
handicapante pour le patient. L’autre facteur qui provoque la douleur chez les patients est le
changement fréquent de pansements, spécialement pour les plaies séches (40). Le soulagement
de la douleur est donc un des objectifs principaux des traitements des plaies chroniques présentant

ou non une infection.

e Les pansements avec ibuproféne
L’ibuproféne (IBU), (acide alpha-méthyl-[4-(2-méthylpropyl) phényl] propanoique) est une
substance active appartenant au groupe des anti-inflammatoires non stéroides (AINS). L’IBU est un
inhibiteur non sélectif de la cyclooxygénase (COX-2), une enzyme impliqguée dans la synthése des
prostaglandines. L'inhibition de la COX-2 conduit a la diminution des prostaglandines, lesquelles

sont impliquées dans la médiation de l'inflammation, de la douleur et de la fiévre.

L'IBU est indiqué comme antiinflammatoire pour le traitement de larthrite et comme
analgésique pour soulager la douleur. Le Tableau 4 présente les doses d’IBU indiquées pour

différents traitements.

Tableau 4. Doses d'ibuproféene utilisées pour différents traitements.

Arthrose et polyarthrite rhumatoide 1200 a 3200 mg/jour
Dysmeénorrhée 200 a 400 mg tous les 4 ou 6 heures
Douleur 200 a 400 mg tous les 6 heures
Fiévre 200 mg tous les 4 ou 6 heures

L’IBU présente particulierement un effet local pour les plaies et soulage la douleur chez les
patients ayant des ulcéres de jambe de type veineux (40). Sur le marché, le pansement
BIATAIN®IBU est le seul pansement présentant I'|lBU dans sa formulation. Plusieurs études cliniques
de ce pansement ont été réalisées. Fong et al. ont comparé I'efficacité et la sécurité de BIATAIN®IBU
par rapport au pansement de base BIATAIN® chez des patients ayant un ulcére de jambe de type

veineux. Le critére principal de jugement de cette étude était le soulagement de la douleur au cours
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des 5 premiers jours. Les résultats ont montré que le soulagement de la douleur était significatif pour
les patients traités avec BIATAIN®IBU par comparaison avec ceux traités par BIATAIN®. Néanmoins,
la réduction de la surface de l'ulcére n’était pas statistiquement différente entre ces deux groupes
(54).

De la méme maniére, les études de Gottrup et al. parviennent a la méme conclusion. Cette
étude a rapporté que le pourcentage de patients ayant un soulagement de la douleur au cours des
5 premiers jours était statistiquement différent entre les deux groupes, BIATAIN®IBU (40%) et
BIATAIN® (30%) (p<0,05). Il n’existait pas de différence significative de la réduction de la surface de
l'ulcere pour les deux pansements testés (55). De plus, les deux études ont rapporté des effets
adverses comme linfection, les eczémas et les ampoules au moment de [l'utilisation de ces
pansements (54,55). L'HAS a estimé un service attendu insuffisant du pansement BIATAIN®IBU car
son intérét thérapeutique n’a pas pu étre établi, et par conséquent son intérét de santé publique n’a

pas été déterminé.

e Les pansements antimicrobiens

Les plaies chroniques présentent un environnement idéal pour la colonisation microbienne, il
est essentiel de les protéger avec des pansements contenant des agents antimicrobiens a cause du
risque infectieux. Néanmoins, si la plaie est déja infectée, le retard de cicatrisation est définitif. Dans
le but d’améliorer la cicatrisation des plaies chroniques infectées, différents agents antimicrobiens
ont été incorporés dans les pansements (40,56). Ces agents antimicrobiens comprennent
essentiellement des antibiotiques, des métaux (ex. I'argent), des antiseptiques et des substances
d’origine naturelle (ex. le miel, les huiles essentielles et le chitosan) (56). La Figure 11 représente
les fonctions d’un pansement antimicrobien avec i) la réduction de la charge microbienne et ii) la

prévention de la surinfection pendant la cicatrisation (40) (56).
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Figure 11. Représentation du processus de cicatrisation d’une plaie infectée recouverte par un pansement antimicrobien.
Image adaptée de Simdes et al. (56).
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L’utilisation des antibiotiques pour I'application locale sur les plaies devient progressivement
habituelle car les doses appliquées directement sur les plaies infectées sont plus faibles par rapport
au doses appliquées par voie systémique ou par voie orale (40). Simdes et al., résument différents
travaux de recherches dans lesquels une large gamme d’antibiotiques (B-lactames,
aminoglycosides, quinolones, sulfamides, tétracyclines et glycopeptides) a été incorporée dans
différents pansements (hydrogels, films, mousses, fibres). Leur efficacité antibactérienne a été
évaluée sur des souches bactériennes a Gram positif et a Gram négatif (56). Néanmoins, et ce
malgré la disponibilité de plusieurs antibiotiques pour traiter les infections cutanées, leur utilisation

récurrente pourrait déclencher a terme une résistance bactérienne.
1.1.5.3.3.1 Les pansements a la chlorhexidine

La chlorhexidine (CHX), appartenant au groupe des biguanides, est un antiseptique a large
spectre d’action, largement utilisée pour l'antisepsie bucco-pharyngienne et cutanée (57).
Actuellement, il existe de nombreuses spécialités pharmaceutiques a base de chlorhexidine seule
ou associée a d'autres antiseptiques tels que le chlorure de benzalkonium (Biseptine®), utilisée
notamment pour une application cutanée. La CHX peut étre aussi incorporée dans différents
pansements tel que les tulles gras (Bactigras®) ou sous la forme d’'un gel, pour protéger les

cathéters veineux centraux d’une infection : SM™ Tegaderm™ CHG® (Figure 12) (57).

Plus récemment, des travaux de recherche ont rapporté le développement de pansements a
base de CHX pour traiter les plaies. Dans ces travaux, la CHX a été incorporée dans un scaffold
(éponge) a base de chitosan et du polymére de cyclodextrines (59), dans un film composé de
chitosan et d’acide hyaluronique (60) et dans des systémes multicouches composés de chitosan et
de polymére de cyclodextrines (PCD) (61). L’activité antibactérienne de ces pansements a été

évaluée in vitro sur des bactéries a Gram positif et Gram négatif.

Figure 12. Le pansement 3M™ Tegaderm CHG® contient un tampon en gel imprégné d'une solution aqueuse de
gluconate de chlorhexidine (2%) afin de lui procurer une action antimicrobienne continue et durable. Le tampon de gel
est activé des qu'il entre en contact avec la peau ; il n’a pas besoin d’étre humidifié. La chlorhexidine migre sous
I'embase du cathéter pour protéger la zone de ponction et sa périphérie. Une fois ce pansement appliqué, il faut le
recouvrir avec un pansement secondaire (54).
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1.1.5.3.3.2 Les pansements a l'argent

L’argent est utilisé depuis de nombreuses années notamment dans le domaine médical
comme agent antimicrobien (62). On sait a travers I'histoire que les cultures précolombiennes et les
Incas effectuaient des trépanations et remplacaient 'os avec des plaques d’argent ou d’or. A partir
de 1830, Carl Crédé, médecin Allemand, a été le premier a administrer des gouttes d’une solution
de nitrate d’argent a 1 % dans les yeux des nouveau-nés pour prévenir 'ophtalmie néonatale. Suite
a cela, I'argent commence a étre utilisé comme un agent antimicrobien sous plusieurs formes
comme par exemple des gouttes nasales (ArgyrolND), des solutions colloidales (CollargoIND) ou
sous forme de sulfadiazine argentique, pour le traitement des bralures. Actuellement I'argent est
incorporé dans plusieurs dispositifs médicaux comprenant les prothéses vasculaires, les
pansements, les cathéters veineux, les sondes urinaires, les protheses orthopédiques ou les lentilles
(63).

Les pansements sont les dispositifs médicaux a base d’argent les plus répandus sur le marché.
Ces pansements ont réduit certains problemes associés aux préparations des solutions topiques
contenant de I'argent. lls sont faciles a appliquer, leur disponibilité est prolongée et la fréquence du
changement est réduite. D’autre part, I'argent présente un mécanisme d’action différent de celui des
antibiotiques; I'argent agit sur plusieurs sites de la cellule cible en diminuant donc le risque d’'une

résistance bactérienne (64).

L’argent posséde un large spectre d’action mais pour étre actif il doit étre sous sa forme ionisée
Ag*. Les ions d’argentiques sont hautement réactifs et affectent des sites multiples dans les cellules
bactériennes (Figure 13), causant en définitif leur destruction. lls se lient aux membranes
bactériennes, provoquant la rupture de la paroi cellulaire. Les ions argent transportés dans la cellule
perturbent les fonctions de celle-ci en se liant aux protéines et en interférant sur la production

d’énergie, les fonctions enzymatiques et la réplication cellulaire (64,65).
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Figure 13. Mécanisme d’action de I'argent sur des bactéries (a). Images observés par microscopie électronique en
transmission de la morphologie externe de S. aureus et d’E. coli avant (b — d) et apres traitement par une solution en
argent a 0,2 ppm (c — e).(66).

L’'argent, en plus d'étre efficace contre les infections, a d’autres effets bénéfiques sur la
cicatrisation. Nadworny et al., ont rapporté I'effet anti-inflammatoire des nanocristaux d'argent sur la
dermatite induite chez les porcs (67). De leur cbté, Wright et al., ont démontré que I'argent favorise
la néovascularisation et la suppression des métalloprotéinases sans compromettre les autres
éléments essentiels a la cicatrisation (68). Néanmoins, les études cliniques n’ont pas encore été

effectuées.

L’'argent peut étre utilisé a concentrations variables sous diverses formes dans les
pansements. On retrouve l'argent élémentaire (nanocristaux ; argent métallique), en composé
inorganique (sels d’argent, sulfadiazine argentique), ou en complexe organique (alginate d’argent,
CMC dargent). L’argent peut aussi étre incorporé dans les pansements sous la forme d’un

revétement ou faire partie de sa structure mais aussi comme combinaison de ces deux options (64).

En ce qui concerne les soins des plaies, les pansements a I'argent sont indiqués pour traiter
les plaies aigues et chroniques qui conduisent a une infection localisée, diffusée ou générale (Figure
14) et ont pour réle de réduire la charge bactérienne et d’agir comme une barriére contre les

microorganismes afin d’éviter une surinfection.
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Figure 14. Utilisation des pansements a chaque stade d’une plaie infecté. Adaptée de McGregor et al., (64)
1.1.5.3.3.3 Les effets indésirables de I'argent

Lorsqu’un pansement a I'argent est appliqué sur une plaie, seule une faible proportion d’argent
est biodisponible vis-a-vis des bactéries, tandis que I'excédent reste dans le support et sera perdu
lors du renouvellement du pansement. Concernant I'argent qui a diffusé dans la plaie, il peut se lier
aux protéines mais également avoir une activité toxique envers les cellules. Il est également possible
qu’une quantité trés faible d’argent s’absorbe par la voie systémique, laquelle est ensuite excrétée
par la voie biliaire ou urinaire (64). De nombreux travaux de recherche ont évalué les possibles effets
indésirables de I'argent, comme I'argyrie, les réactions allergiques et la cytotoxicité. La diffusion
incontrélée de I'argent vers les tissus sains conduit a une réaction toxique sur les cellules, d’ou la
nécessité de trouver des nouvelles stratégies pour limiter la diffusion de I'argent vers les tissus tout

en améliorant sa disponibilité au sein du tissu et donc son efficacité antibactérienne de contact.

e L’Argyrie
L’ingestion excessive ou le contact prolongé avec des produits a base d’argent peut produire
'argyrie qui est une affection caractérisée par la pigmentation bleu-gris ou gris-noir de la peau ou
des muqueuses se produisant par la photo-réduction de I'argent (69). L’argyrie est sous catégorisée
en argyrie systémique (Figure 15 A, B) ou locale (Figure 15 C). Plusieurs études ont rapporté que
les pansements a l'argent (70) ou les cremes a base de la sulfadiazine d'argent (71) peuvent

conduire a une argyrie locale qui disparait a I'arrét de 'administration de ces produits (64).

Figure 15. Argyrie systémique (a et b) chez un patient ayant utilisé durant plusieurs années des gouttes pour le nez
contenant un sel d'argent. Argyrie locale (c) chez un patient ayant utilisé des compresses a base d’argent (69).
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. Les allergies

L’utilisation des produits contenant I'argent peut conduire a une réaction allergique comme la
dermatite de contact dont les cas signalés surviennent plutdt sur des populations déja sensibilisées.
Cependant, les tests d’allergénes ont montré de possibles réactions allergiques venant du nitrate
d’argent ou de la sulfadiazine argentique qui provoquent une éruption cutanée sur les zones

exposeées (69).

. La toxicité cellulaire

L’argent, sous différentes formes, a aussi montré des effets toxiques envers les cellules et les
tissus. Selon Atiyeh et al., les pansements a base de nitrate d’argent produisent des effets toxiques
dus a la réduction du nitrate en nitrite (65), indépendamment de I'argent. Poon et Burd ont évalué
I'effet toxique in vitro du pansement commercial Acticoat™ (argent nanocristallin) et d’'une solution
de nitrate d’argent sur des fibroblastes et kératinocytes. Les résultats ont montré que les produits a
base d’argent ne peuvent pas différencier les cellules saines et les bactéries pathogénes. Les doses
en argent nécessaires pour éliminer les bactéries peuvent donc endommager de maniére

significative les fibroblastes et les kératinocytes, retardant la cicatrisation (72).

De la méme maniére, Boonkaew et al. ont comparé la toxicité in vitro de trois pansements a
I'argent commercialisés : Acticoat™, PolyMemSilver® et Flamazine™ (créme) sur des kératinocytes
et des fibroblastes. Cette étude a conclu que Acticoat™ et Flamazine™ présentaient une toxicité sur
toutes les lignées cellulaires testées aprés 24 heures. Seul PolyMemSilver® ne montre une toxicité

gue sur les kératinocytes uniguement aprés 72 heures (73).

Les pansements a l'argent rapportent aussi un manque pergu d’efficacité et de rentabilité
remettant en question leur utilisation. L’ensemble de ces obstacles a conduit a la mise en place de
la restriction de l'utilisation des pansements a I'argent dans les établissements de santé. De toute la
large gamme de pansements a I'argent commercialisée, il n’en existe que deux qui montrent un
service attendu suffisant et sont donc remboursés par la Sécurité Sociale. Ce sont UrgoTul®-Ag
(Laboratoires Urgo) et Release Ag® (Johnson & Johnson). L’'HAS a estimé un service attendu
suffisant pour ces deux pansements en raison de leur intérét thérapeutique dans les ulcéres de

jambe (UrgoTul®-Ag) et sur les escarres ou les brilures (Release® Ag).
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1.1.6 Conclusion

La peau est l'organe qui assure la protection de l'organisme vis-a-vis des agressions
extérieures. La structure et I'organisation cellulaire de la peau forment la premiére ligne de défense
contre les microorganismes pathogénes, d’ou I'importance de son intégrité. Lors de la formation
d’une plaie, le processus de cicatrisation se déclenche immédiatement. Néanmoins, lorsque la peau
présente une infection, la cicatrisation reste bloquée dans la phase d’inflammation, conduisant & un
retard de cicatrisation et a des douleurs intenses. Ce phénoméne est considéré comme un probleme

de santé publique car la prise en charge génére des dépenses élevées pour I'économie de la santé.

Le traitement des plaies chroniques présentant une infection associée a une douleur
importante reste un challenge pour les professionnels de santé. Une solution pour leur traitement
est l'utilisation de pansements présentant a la fois des propriétés antibactériennes et analgésiques.
Parmi les pansements sur le marché, ceux a base d’argent sont les plus utilisés pour traiter
l'infection, grace au large spectre d’action de I'argent. Cependant, I'effet toxique de I'argent lors de
son contact avec les tissus entraine une mauvaise perception de son efficacité, remettant en cause
son bhénéfice. Il est donc important de concevoir de nouvelles stratégies afin de développer des
pansements a base d’argent présentant une activité antibactérienne avec une diffusion limitée vers
la plaie. De plus, I'association de I'argent avec un autre principe actif destiné a traiter la douleur

serait intéressant pour fournir une bithérapie adaptée au traitement des plaies chroniques infectées.

Ce type de pansement n’existe pas et pourrait étre une alternative au traitement des plaies comme

les ulcéres et les brulures.
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1.2 Textiles fonctionnalisés pour le soin des plaies
1.2.1 Les supports textiles des pansements

Les textiles médicaux sont des produits de santé destinés a étre utilisés comme des produits
de soins médicaux et d’hygiéne, comme des dispositifs extracorporels ou comme des matériaux
implantables et non implantables. Les textiles médicaux (tissés, tricotés, non tissés) utilisés pour les
pansements sont élaborés a base de fibres ou de fils d’origine naturelle ou synthétique. lls doivent
présenter plusieurs propriétés tels que I'absence de toxicité, de réaction allergique, mais aussi étre
stérilisables, biocompatibles et présenter de bonnes propriétés mécaniques. Comme la stérilité est
une propriété essentielle pour les pansements, les polymeéres utilisés dans leur fabrication doivent
étre par conséquent capables de résister aux conditions physiques et chimiques propres au
processus de stérilisation (74).

Les fibres textiles présentent une longueur d'au moins 100 fois leur diameétre. Les fibres
peuvent étre assemblées en fils pour former des étoffes par tissage, tricotage, tressage, ou par

enchevétrement de fibres ou de mono-filaments pour former des non tissés (75).
1.2.1.1  Fibres textiles obtenues des polymeéres naturels

Certains polymeéres d’origine naturelle sont largement utilisés dans la fabrication des
pansements en raison de leur biocompatibilité et leur biodégradabilité. Ces polyméres induisent et
stimulent le processus de cicatrisation et ne rapportent pas de réactions immunologiques (76,77).
Parmi tous les polyméres naturels existants, les plus utilisés dans I'élaboration des fibres sont la

cellulose, l'alginate et le collagene.

1.21.1.1 La cellulose

La cellulose est le polysaccharide naturel le plus abondant, elle est par exemple le constituant
de la membrane des cellules végétales et du bois. La cellulose est un polymeére linéaire avec des
unités D-glucopyranoses liées par des liaisons B - (1, 4) (Figure 16 A). La cellulose est insoluble
dans l'eau grace a la présence de liaisons hydrogénes entre les chaines polyméres (75,76).
Néanmoins, les groupes hydroxyles de la cellulose sont hautement réactifs et peuvent étre
facilement fonctionnalisés pour I'obtention de dérivés de la cellulose comme la méthylcellulose,
I'nydroxypropylcellulose, I'hydroxypropylméthylcellulose et la carboxyméthylcellulose (CMC) (75).
Ces dérivés de la cellulose sont solubles dans plusieurs solvants ce qui permet de former différents
composés comme des membranes, des éponges ou des fibres, notamment dans les pansements

(Figure 16 B) afin de stimuler le processus de granulation et d’épithélialisation (77).
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Figure 16. a) Structure chimique de la cellulose (78). b) Pansement a base de carboxyméthylcellulose (79).

1.2.1.1.2 L’alginate

L’alginate est un polysaccharide linéaire obtenu a partir d’algues brunes (Phaeophyceae). |l
est composé d’acide D-mannuronique (M) et d’acide D-guluronique (G) (Figure 17 A) a proportions
différentes selon le type d’algues. L’alginate se présente sous la forme de sels (sodium, magnésium
et calcium) que I'on peut mettre sous la forme de fibres, de mousses, et d’hydrogels (75). L’alginate
est considéré comme un excellent matériau pour la conception des pansements (Figure 17 B) grace
a ses propriétés élastiques, hémostatiques et surtout a sa capacité d’absorption de grandes
quantités d’eau et de fluides (15 — 20 fois son poids) afin de créer un environnement propice pour

favoriser la cicatrisation (75-77,80).

Figure 17. a) Structure de l'alginate avec des unités Mannuronique (M) et Guluronique (G) (81). b) Pansement et c)
bandage a base d'alginate (82).

1.2.1.1.3 Le collagéne
Les protéines sont des polyméres de haut poids moléculaire formées par des unités répétitives
d’aminoacides (acide aminés) liées entre elles par liaisons peptidiques (75). Le collagéne (Figure
18) est la protéine la plus abondante chez les animaux et chez les étres humains et constitue la
composante principale du tissu conjonctif dont les os, la peau, les ligaments, le cartilage et les
tendons. Il y a 29 types de collagéne identifiés, dont le collagéne de type | est le plus abondant. Le
collagéne est utilisé pour le traitement des plaies car il favorise I'attachement cellulaire, favorise la

prolifération cellulaire et est parfaitement toléré par 'Homme. Il peut se présenter sous différentes
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formes telles que des fibres, des films, des éponges, des hydrogels et des substituts hybrides; ces
derniers, peuvent contenir des kératinocytes et des fibroblastes dans leur formulation pour stimuler
la cicatrisation (75,80).
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Figure 18. Structure du collagéne
1.2.1.2  Fibres textiles obtenues des polyméres synthétiques

Les polymeres synthétiques a la différence de certains polyméres naturels (ex. acide
hyaluronique) n’offrent pas d’avantages thérapeutiques car ils sont biologiguement inertes.
Cependant, ils peuvent étre synthétisés et modifiés de maniére contrdlée en fonction des besoins
spécifiqgues pour les applications médicales (44). Les polyméres synthétiques utilisés pour la
conception des pansements sont nombreux et incluent le polyester (polyéthyléne téréphtalate, PET),
le polyamide, l'alcool polyvinyligue (PVA), le polyuréthane (PU), le polyéthyleneglycol (PEG), le
polypropyléne (PP) et I'acide poly lactique (PLA) entre autres (44).

Par exemple, le PVA présente des propriétés muco-adhésives et une bonne capacité
d’absorption d’eau (83). De son coté, le PET présente de bonnes propriétés mécaniques, il est
biocompatible, chimiqguement et thermiqguement stable, bon marché et peut étre fonctionnalisé
facilement pour lui conférer des propriétés thérapeutiques. Toutes ces caractéristiques font du PET
un bon candidat pour les textiles médicaux, y compris les implants vasculaires, les implants de
réfection de la paroi abdominale pour le traitement des hernies viscérales, les fils de sutures et plus

particulierement les pansements (84).
1.2.2 Lafonctionnalisation de pansements

Les dispositifs médicaux (implantables ou non) sont largement utilisés pour le diagnostic et
pour de nombreuses thérapies. Néanmoins, ils peuvent étre a I'origine de complications a court ou
a long terme, comme des réactions inflammatoires ou pire encore, la colonisation bactérienne. Si

limplant est infecté, la seule solution serait de le retirer et d’administrer au patient une
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antibiothérapie afin d’éviter une possible septicémie. Malheureusement, ce processus implique une

prolongation de la convalescence et donc des co(ts supplémentaires.

Depuis quelques années, plusieurs solutions ont été développées dans le but d’améliorer
l'intégration des implants dans I'organisme et de réduire la colonisation bactérienne (85). Parmi ces
solutions, le traitement de surface des biomatériaux est une stratégie largement utilisée (ex:
I'encapsulation, I'enrobage des fibres, le greffage etc.). Cette technique permet d’améliorer les
propriétés physiques et mécaniques des matériaux ainsi que sa durabilité et sa fonctionnalité. Le
traitement de surface permet I'incorporation de principes actifs et de substances bioactives dans les
dispositifs médicaux dans le but de fournir une fonction thérapeutique et répondre ainsi a différentes
problématiques telles que les complications post-opératoires, I'infection ou la douleur. Par exemple,
le traitement de surface des stents permet la libération contrdlée de molécules anti-prolifératives en
réduisant significativement le taux de resténose (86), ou le revétement de prothéses vasculaires par
des polymeéres spécifigues permet lincorporation d’agents antimicrobiens et leur libération

prolongée afin de réduire le risque d’infection (87).

L’utilisation des textiles comme le support des pansements peut étre avantageuse pour la
délivrance contrblée de nombreux principes actifs en apportant une fonctionnalité supplémentaire
pour contrbler le risque infectieux et aider a la cicatrisation. La surface de différents matériaux de

type textile peut étre modifiée par plusieurs techniques qui seront décrites ci-dessous.
1.2.2.1 L’enrobage des fibres

Cette méthode (Figure 19 A) est relativement simple, elle consiste a charger directement les
molécules actives sur les textiles par des techniques de pulvérisation ou d’imprégnation. Néanmoins,
I'efficacité de la charge va dépendre des caractéristiques physico-chimiques des fibres, de la
molécule active et de leurs interactions. L’avantage de cette approche est qu’elle est trés facile a
appliquer, mais l'inconvénient est que les interactions fibre-principe actif se produisent via des
liaisons de faibles énergies (liaisons hydrogenes, forces de Van der Waals) et que par conséquent,

la délivrance des principes actifs est trés rapide et sans aucun contréle (88).
1.2.2.2 Incorporation de microcapsules dans les (nano)fibres

Cette approche consiste a réaliser la micro-encapsulation des principes actifs, pour les
adsorber sur la matrice de (nano)fibres par la méthode de trempage (89) ou pour les incorporer dans
la matrice en les dispersant dans la solution qui sera (électro)filée. Par exemple des nanofibres
chargés de ketoproféne (90), de dexametasone (91) ou d’antinéoplasiques comme le 5-Fluorouracil
pour le traitement de dermatoses précancéreuses (92) (Figure 19 B) peuvent étre préparées. Dans
le domaine de la fabrication de pansements, la technique d’électrospinning est largement étudiée.
Des travaux de recherche ont permis de développer des nanofibres chargées par le triclosan (93),

la doxycycline (94), ou la ciprofloxacine (95). Cependant, il est important de mentionner que pour
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les deux approches décrites, I'efficacité de chargement et la libération des principes actifs dépend

de la solubilité de ces composés ainsi que des propriétés de gonflement des fibres (89).
1.2.2.3 Les fibres échangeuses d’ions

Les fibres échangeuses d’ions (Figure 19 C) forment des complexes ioniques avec certains
principes actifs (96). Le mécanisme des fibres échangeuses d’ions consiste a contréler I'élution du
principe actif par la capacité de la surface du textile a échanger avec ses contre-ions, les principes
actifs sont ensuite libérés de maniére prolongée dans le milieu physiologique par un mécanisme de
diffusion (93). Ceci implique i) que le principe actif présente un caractére ionique et ii) que la fibre
présente une charge opposée a celle du principe actif. Les fibres échangeuses d’'ions ont été
utilisées dans des travaux de recherche pour la délivrance ionophorétique par voie transdermique
du tramadol (97) et de la leuproréline (98). Ces fibres sont déja commercialisées comme le

Smopex®, fibres de polyéthyléne fonctionnalisée avec le PAA (anionique) (99).
1.2.2.4  Les fibres creuses et fibres coeur-peau

Les fibres creuses (Figure 19 D) sont considérées comme des tubes qui peuvent étre remplis
par des principes actifs. Deux raisons peuvent justifier 'avantage des fibres creuses : un rapport de
surface / volume élevé et l'incorporation d’'une grande variété de molécules bioactives. Pour la
fabrication de ce type de fibre, le principe actif est mélangé avec le polymére dans le but de produire
un noyau chargé par ces composeés. |l est ensuite extrudé a partir d’'un processus de coextrusion

pour former la fibre creuse (100).

L’électrospinning permet d’élaborer de nanofibres « cceur-peau » (Figure 19 D) a l'aide d’'une
aiguille coaxiale, dont le cceur contient le principe actif dispersé dans un polymére, et la peau est

formée a partir d’'un second polymeére a travers lequel le principe actif diffusera (101).
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Figure 19. Différentes techniques de modification de surface de fibres textiles avec des molécules actives.
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1.2.25 Labio-conjugaison

La bio-conjugaison consiste a coupler le principe actif a la surface du textile par des moyens
chimiques (liaisons covalentes) ou physiques afin d’assurer la délivrance de ces derniers localement
de maniere contrélée. Les supports textiles doivent présenter des groupes fonctionnels disponibles.
Si ce n'est pas le cas, diverses techniques comprenant la voie chimique humide, le plasma et le
greffage physique ou chimique (Figure 20) peuvent créer une grande variété de groupes

fonctionnels a la surface des fibres.

1.2.25.1 Le traitement plasma
Le traitement plasma est couramment utilisé pour modifier la composition chimique de la
surface afin d’améliorer la biocompatibilité et I'adhésion cellulaire des supports synthétiques,
généralement hydrophobes. Les groupes fonctionnels créés par plasma peuvent étre conjugués par
exemple avec de nombreux composants de la matrice extracellulaire tels que le collagéne, la

laminine ou la fibronectine.

Dans le cas des pansements, Mangindaan et al., ont modifié la surface de membranes en
polycaprolactone par plasma oxydant (O2) pour ensuite incorporer, par technique sol-gel, une
couche de tétraorthosilicate (TEOS) et de chitosan dans laquelle la sulfadiazine d’argent et le
kétoproféne ont été incorporés. Les résultats montrent une délivrance prolongée pendant trois jours
pour la sulfadiazine d’argent et pendant 14 jours pour le kétoproféne. La cytocompatibilité envers
les fibroblastes a été évaluée. Le kétoproféne libéré est resté cytocompatible les 5 premiers jours.
Par contre, la sulfadiazine d’argent a montré une réduction significative de la cytocompatibilité dés

le premier jour d’évaluation (102).
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Figure 20. Schéma de différentes méthodes de bio-conjugaison pour I'obtention de surfaces textiles bioactives par a)
plasma traitement et b) greffage. Adapté de Yoo et al., 2009 (103).
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1.2.25.2 Greffage physique des textiles par des polymeres
1.2.2.5.2.1 Le chitosan

Le chitosan (CHT) est un polysaccharide obtenu a partir de la désacétylation de la chitine,
trouvée communément chez les invertébrés, notamment dans les carapaces des crustacés mais
aussi dans les levures et les algues (104). Dans les champignons, le CHT est présent sous sa forme
naturelle. Le CHT est constitué d'unités D-2-déoxy-2-acétylglucosamine et D-2-déoxy-glucosamine

lies par une liaison B (1-4) (Figure 21).

Figure 21. Structure chimique du chitosan.

L’extraction du CHT a partir de la chitine impligue un mécanisme de désacétylation qui
consiste a traiter la chitine avec la soude concentrée pour convertir les groupes acétamides en
fonctions amines (-NH) (105). De maniére conventionnelle, le degré de désacétylation (DD) du CHT
est supérieur a 60% (104).

Le CHT a un grand intérét dans le domaine biomédical, notamment pour la cicatrisation des
plaies, en raison de sa biodégradabilité et de sa biocompatibilité (106), de son caractere non toxique
(107) et surtout, grace a ses propriétés antimicrobiennes (106,108,109), hydratantes (106),
hémostatiques (110) et analgésiques (106—109). Ces propriétés sont liées directement a son
caractére cationique et a la taille de la chaine du polymeére (108). Grace a ces caractéristiques,
plusieurs pansements a base de CHT (et ses dérivés) ont été développés sous la forme de fibres,
d’hydrogels, de membranes, de scaffolds et d’éponges (106). De plus, deux pansements a base de
CHT sont disponibles sur le marché, sous le nom de KytoCel® (Aspen Medical) et Chitoderm®
(Trusetal).

e Propriété antimicrobienne

Le CHT a montré une activité antimicrobienne contre différentes bactéries (111), champignons
(112,113) et virus (114,115). L’activité antimicrobienne du CHT est décrite a partir de deux
mécanismes. La premiére repose sur l'interaction entre les groupes anioniques présents a la surface
des cellules et les groupes cationiques (groupes amines protonées formant des groupes ammonium)
présents dans la chaine polymére du CHT conduisant a une altération de la perméabilité de la
membrane bactérienne. Le deuxieme mécanisme consiste & la liaison du CHT a I'ADN cellulaire

(toujours via les groupes amines) provocant I'inhibition de la synthése de I'ARN microbien (108,109).
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L’activité antimicrobienne du CHT dépend généralement de son poids moléculaire, de son DD
et de sa concentration (108). Bano et al., ont évalué les propriétés antibactériennes du CHT de haut
poids moléculaire (220 000 g/mol) en solution a différentes concentrations (2%, 1%, 0.5%, et
0.25%). Ces solutions ont été testés sur Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, et Staphylococcus aureus. La concentration minimale inhibitrice (CMI) du CHT n’a pas été
détecté quelle que soit la concentration. Néanmoins, ils ont prouvé que le CHT stérilisé par
rayonnements gamma (25kGy, 50kGy et 75kGy) améliore son activité antibactérienne sur ces
mémes souches en raison de la diminution du poids moléculaire du CHT apres traitement (116).

En revanche, Aubert-Vial et al., ont étudié les propriétés antibactériennes d'un textile en
polyester greffé par le CHT en utilisant I'acide citrique comme agent réticulant (Figure 22). Les
résultats ont rapporté une faible diminution de la charge bactérienne, c’est a dire 1 Logio sur S.
aureus et de 2 Logio sur E. coli apres 24 heures d’évaluation (117). Ainsi, aprés greffage, I'activité
antibactérienne du CHT est fortement réduite de par, probablement, la consommation des fonctions

amines.

D’autre part, Xu et al., ont fonctionnalisé des textiles en coton avec le carboxyméthyl chitosan
dans le but d’obtenir des textiles antimicrobiens. Néanmoins, ils ont constaté une faible activité
antibactérienne (30% de réduction bactérienne) contre S. aureus et E. coli. En revanche, I'activité
antibactérienne est améliorée aprés l'incorporation d’agents antimicrobiens comme l'argent (99 %

de réduction bactérienne) sur ces souches (118).

Une stratégie pour améliorer les propriétés antibactériennes du CHT est de le fonctionnaliser
par une réaction de quaternisation. Le N,N,N-trymethyl chitosan (TMC) est un chitosan contenant
des fonctions ammoniums quaternaires le plus utilisé pour une activité antibactérienne. Le TMC a

montré une excellente activité antibactérienne contre Escherichia. coli et Listeria innocua (119).

e Activité cicatrisante

En tant qu'agent cicatrisant, le CHT est tres intéressant car lors de sa dégradation, il libére la
N-acétyle-B-D-glucosamine, laquelle intervient dans le processus de cicatrisation pour initier la
prolifération des fibroblastes, la formation du collagéne et la stimulation de I'acide hyaluronique
(106). Le CHT fourni une matrice propice pour la régénération de la peau et active les macrophages,
afin d’inhiber la croissance anormale des tissus. Ce phénomeéne aide a traiter plus rapidement la
plaie sans laisser aucune cicatrice (108). Les pansements a base de CHT présentent de bonnes
propriétés d’absorption qui pourraient améliorer le drainage des exsudats de la plaie et favoriser la

cicatrisation.
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e Activité hémostatique

L'hémostase est I'ensemble des mécanismes permettant d'interrompre un saignement pour
éviter I'némorragie. Ces mécanismes comprennent la vasoconstriction, I'agrégation plaquettaire
(hémostase primaire) et la coagulation (hémostase secondaire). Ces mécanismes ont pour but de
former le caillot sanguin qui va stimuler la prolifération des cellules fibroblastiques et musculaires
lisses au sein de la paroi vasculaire, pour entamer le processus de réparation résultant en la
dissolution du calillot (fibrinolyse). Les agents hémostatiques utilisant le CHT sont largement utilisés
pour contrbler les hémorragies des patients dans les blocs opératoires. Par exemple, le pansement
HemCon® Bandage (HemCon Medical Technologies Inc.) est un pansement a base de CHT qui a
montré une efficacité dans plus de 76% des cas pour le contrle des hémorragies externes dans les
services médicaux d'urgence aux Etats Unis (120). L’action rapide vient de la fonction amine du CHT
qui se protone en milieu physiologique et interagit avec les globules rouges chargés négativement
provoquant ainsi la cascade de la coagulation.

Les facteurs de coagulation ont montré leur efficacité lors qu’ils sont chargés dans des
bandages ou des pansements (Combat Gauze™) (121). Les facteurs de coagulation pourraient
alors étre incorporés dans des systemes polyelectrolytes multicouches (PEM) par des liaisons
hydrogéne et par des interactions électrostatiques. Schwinte et al., ont développé des assemblages
poly(hydrochlorure d'allylamine)/polystyréne sulfonat de sodium (PHA/PSS) dans le but d’incorporer
du fibrinogéne. lls ont constaté que les phénoménes d’adsorption et d’enrobage lors de la
construction des assemblages n’altérent pas la structure des molécules de fibrinogéne pouvant étre
préservé dans les systémes PEM (122). De plus, la thrombine, est un facteur de coagulation capable
d’accélérer la formation de caillots de fibrine et accélérer 'hémostase. En tant que protéine, la
thrombine a montré la possibilité de former des assemblages avec 'acide tannique sur une éponge
en gélatine pour une hémostase rapide. Ce type de pansement a été évalué sur un modele

hémorragique de rate chez le cochon (123).

D’autre part, afin de mettre au point des « héparines like », la modification du CHT par des
groupes sulfonates apporte aux CHT un caractere polyampholytique qui offre au CHT des propriétés
anticoagulantes. Des travaux de recherche dans cet objectif sont actuellement menés au sein de

nos laboratoires pour une application en chirurgie vasculaire (124).

Le CHT peut également étre utilisé pour le traitement de surface des textiles en coton (118),
en laine (125), en viscose (126), en polyéthyléne téréphtalate ou en polypropyléne (117), pour le
développement de textiles antimicrobiens. Pour cela, le CHT doit étre fixé sur le textile de fagon
covalente ou par enrobage physique en utilisant des agents réticulants comme [l'acide
butanetétracarboxylique (127), le glutaraldehyde, la polyéthyleneimine (128) ou la génipine (129)
(130).
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Néanmoins, il existe des agents réticulants qui présentent un caractére toxique pour
I'application biomédicale. L'acide citrique (CTR) est une alternative comme agent réticulant de la
cellulose et de ses dérivés car il est écologique et non toxique. Au sein du laboratoire, il a été
développé le greffage du CHT sur des textiles en polyester (PET) en utilisant le CTR ou la génipine
(Gnp) comme agents réticulants. La modification de surface des textiles par le CHT etle CTR ou la
Gnp se fait par un enrobage autour des fibres (figure 22). Cette réaction de réticulation permet
I'obtention de charges cationiques (fonctions amines (NH2)) ou anioniques (carboxyliques (COOH))
en fonction de la concentration de CTR utilisée (117). Par contre, avec l'utilisation de la Gnp comme

agent réticulant, seule une surface présentant des charges cationiques est obtenue (130).

P hndi Fibre
= textile

Figure 22. a) Structure chimique du CHT réticulé avec I'acide citrique. b) Modification de surface d’une fibre par
enrobage avec le CHT réticulé avec I'acide citrique (117).

1.2.2.5.2.2 Les cyclodextrines

Les cyclodextrines (CD) sont des oligosaccharides cycliques obtenus par la dégradation de
'amidon par I'enzyme Cyclodextrine GlycosylTransférase (CGTase) synthétisée par la souche
bactérienne Bacillus macerans. Les CDs sont constitués d’unités glucopyranoses, liées entre elles
par des liaisons glycosidiques a-1,4. Les CDs dites natives, se différencient entre elles par le nombre
d’unités glucopyranoses présentes dans leur structure. Les plus communes sont aCD, BCD et yCD

avec 6, 7 et 8 unités glucopyranoses respectivement (Figure 23 A) (131).

Gréace a la position des unités glucopyranoses, les CDs présentent une structure 3D en forme
de cbne tronqué ; cette structure est constituée par des groupes hydroxyles primaires du cbté étroit
et par des groupes hydroxyles secondaires du cété le plus large, ce qui rend les CDs hydrosolubles.
L’intérieur du macrocycle est cerné par les liaisons Cs-H, Cs-H et par les liaisons C1-O-Cj4 reliant les
unités glucosidiques, ce qui constitue une cavité de caractére hydrophobe (132). Cette cavité
confére aux CDs la propriété de former des complexes d’inclusion réversibles avec une grande
variété de molécules lipophiles, notamment des principes actifs (Figure 23 B) par interactions

hydrophobes et liaisons de type Van der Waals.
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Figure 23. A) Structure chimique de aCD, BCD et yCD. (132), B) représentation de la formation d’un complexe
d’inclusion (1 :1) entre une cyclodextrine et un principe actif (133).

e Les dérivés des CDs natives

La solubilité dans I'eau de la BCD est faible (18.5 g/L a 25°C), ce qui génere par conséquent
des limitations dans certaines applications en tant qu'agent complexant et solubilisant (131). En

revanche la solubilité des o et y-CD est respectivement de 145 et 232 g/L.

Les CDs peuvent subir certaines modifications au travers diverses réactions de substitution
des groupements hydroxyles afin de leur apporter de nouvelles propriétés physicochimiques et
biologiques, d’améliorer leurs propriétés solubilisantes et ceci afin délargir leur champ
d’applications. Parmi les CDs modifiées, on trouve les CDs hydroxypropylées (HPBCD et la HPyCD),
les CDs méthylées (MBCD), la sulfobuthylether BCD (SBEBCD), la maltosyl- BCD (G2 BCD) entre
autres (134).

o Applications dans le domaine pharmaceutique

Depuis leur découverte en 1891 par le chercheur frangais Villiers, les CDs ont toujours été
d’un grand intérét dans de nombreux domaines (alimentaire, chimique, environnemental, textile)
grace a leur faculté de former des complexes d’inclusion. Les CDs sont largement appliquées dans
le domaine pharmaceutique comme excipients, d0 a leur capacité a augmenter la solubilité,
'absorption et la stabilité d’'une grande variété de principes actifs. De plus, les CDs fonctionnent

comme des vecteurs pour la délivrance prolongée et localisée du principe actif. Ces propriétés
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permettent d’améliorer la biodisponibilité et I'activité thérapeutique mais aussi de diminuer les effets

indésirables, aprés I'administration du médicament (132).

Le premier produit pharmaceutigue commercialisé contenant des CDs a été le Prostarmon
E™ tablettes sublinguales (prostaglandine E2/ BCD) vendues au Japon. En Europe, apparait
Brexin® tablets (Piroxicam/BCD) et aux USA Sporanox® (itraconazole/2-hydroxypropyl-BCD).
Aujourd’hui de nombreux produits pharmaceutiques avec des principes actifs complexés avec des

CDs sont vendus en formulation solide ou en solution.

L’utilisation des CDs comme agents solubilisants peut étre une stratégie de remplacement des
solvants organiques comme I'éthanol ou le diméthylsulfoxyde d’'un point de vue toxicologique dans
des préparations pharmaceutiques (135). Selon Brewster et Loftsson, la formation de complexes
d’inclusion permet d’augmenter la solubilité du composé directement en fonction de sa
concentration. Cela signifie qu’au moment de I'administration du médicament, la concentration de
CD et du principe actif se réduit linéairement sans signe de précipitation. Au contraire des solvants
organiques, lorsqu’ils sont en contact avec la formulation, la solubilité est rapidement perdue et une

précipitation peut se produire (134).
1.2.2.5.2.3 Les polymeéres de cyclodextrines (PCD)

Les PCD apportent beaucoup d’avantages, ces macromolécules présentent une capacité
d’interactions améliorées grace a la proximité spatiale des cavités dans la structure du polymére

permettant une complexation coopérative des actifs.

Il est possible de synthétiser des polyélectrolytes cationiques (PE*) ou anioniques (PE’) a base
de CDs. Les PCD cationiques peuvent étre synthétisés a partir d'une CD, d’'un agent réticulant
comme I'epichlorohydrine et dun agent substituant comme le chlorure de
glycidyltriméthylammonium (cationique) (136) ou le chlorure de choline. Grace au réseau
tridimensionnel des PCD cationiques, ils peuvent étre appliqués comme des agents de délivrance

de principes actifs.

Le groupe de recherche UMET-ISP de I'Université de Lille a développé une méthode
innovante pour la production de PCD a caractére anionique. Cette méthode repose sur une réaction
de polyestérification entre les groupements hydroxyles de la CD native et les groupements
carboxyliques d’un acide polycarboxylique (PCA) comme le I'acide citrique (CTR), en présence d’un
catalyseur (Figure 24) (137,138).
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Figure 24. Réaction de polymérisation entre la BCD avec l'acide citrique par polyestérification.

Le greffage de CDs sur les textiles est d’'un grand intérét pour la conception de dispositifs
médicaux implantables et non implantables, dans le but d’incorporer des principes actifs et de
produire un systéme a libération prolongée. Le greffage physique de CDs sur des fibres
synthétiques, avec un acide polycarboxilique comme agent réticulant est une méthode brevetée par
I'équipe de recherche du Professeur Bernard Martel. La méthode consiste a réticuler les CDs avec
un PCA en présence d’un catalyseur sous I'action de la chaleur; cette réaction de polyestérification
permet 'enrobage physique des fibres par le polymére de cyclodextrine (Figure 25) (139). Le terme

d’«enrobage physique» signifie qu’il n’y a aucune liaison chimique entre le PCD et la fibre.

Fibre

textile Cyclodextrine

Exchangeur de

Agent .
ol cations

réticulant

Figure 25. Fibre en PET enrobé par le polymére de cyclodextrine par la méthode de pad-dry-cure. Adapté de Martin et
al., 2013 (85).
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Au sein du laboratoire, cette méthode de greffage a été appliquée sur différents textiles. a)
pour l'incorporation d’antibiotiques comme la ciprofloxacine, la rifampicine ou la vancomycine dans
des protheses vasculaires en PET tissées ou tricotées afin de diminuer les infections post-
opératoires (87,140,141), b) pour incorporer un agent analgésique local, la ropivacaine sur des
implants viscéraux, (142), c) pour la libération contr6lée de chlorhexidine pour application en
parodontologie (143,144) d) comme couche primaire pour la formation de systémes multicouches

pour l'incorporation de bleu de méthylene pour produire des textiles antimicrobiens (145).
1.2.3 Les systémes multicouches de polyélectrolytes (PEM)

Comme mentionné précédemment, le traitement de surface est une des stratégies utilisées
pour améliorer l'intégration des implants aux tissus et réduire les infections. Les complexes de
polyelectrolytes (CPE) peuvent étre utilisés pour I'élaboration de nano/microparticules ou de billes
et structures « core-shell », des hydrogels, des éponges, et des films multicouches en tant que
revétements de surfaces (59,146) (Figure 26). Les CPE sont également mis sous la forme de

nanofibres grace a la technique d’electrospining (93).

Nano/microparticules

+
'*'/\+/\+/ Billes et
N structures
+ + + + ‘ « core-shell »
Polyelectrolyte positif Comploxes
polyelectrolytes
Films
Systémes de multicouches
o libération de
substances actifs

Polyelectrolyte négatif Hydrogels et
eponges

Figure 26. Utilisation de CPE pour le développement de nombreuses formes de systemes a libération contrdlée de
substances actives. Adapté de Luo et Wang, 2014 (146)

De la méme maniére, les systemes multicouches polyélectrolytes (PEM) sont une autre
stratégie de traitement de surface de grand intérét dans le secteur biomédical, car c’est une
technique simple qui peut étre appliquée pour fabriquer des supports et développer des textiles a

libération prolongée de principes actifs dont les pansements.

Les systemes PEM reposent sur le principe d’assemblage de films minces, une méthode
introduite dans les années 1930 notamment par les travaux de Blodgett et Langmuir, sur le transfert
de monocouches de molécules amphiphiles a linterface eau/air sur un substrat solide.
L'inconvénient de cette méthode était I'instabilité des films formés (147). C’est a partir des années

1990 que Décher et al. introduisent la technique dite du layer-by-layer (148-150). Cette méthode
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est basée sur la déposition successive d’un polycation (PE+) et d’'un polyanion (PE-) sur un substrat
par des interactions de type électrostatiques (Figure 27). L’avantage de ces assemblages est leur

utilisation comme supports multifonctionnels pour l'incorporation de petites et grosses biomolécules.

Les supports utilisés dans la construction des systemes PEM peuvent présenter une surface
plane ou sphériqgue, comme des microcapsules ou des nanoparticules métalliques pour former des
structures «core-shells» (151). Le support de base peut étre aussi de nature variée, comme l'acier
inoxydable (152), le silicone (153), le verre (154), le quartz (155), des métaux comme le lithium (156)
ou encore des surfaces textiles en PET (85,117,145) ou en cellulose (157). Méme si la disposition
des substrats pour la construction des systemes PEM est trés variée, il est primordial qu'ils
présentent des charges soit intrinséques soit créés a partir d’'un traitement de surface en utilisant
des techniques comme le plasma ou par simple enrobage, offrant au support les groupes ioniques
utiles a l'adsorption de la premiére couche de polyélectrolyte auto-assemblée (technique décrite

précédemment).

o) 3 D
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#I2 2. Rincage D 4. Rincage
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1 20
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Figure 27. Procédé de construction du systeme PEM par adsorption consécutif de polyélectrolytes anioniques et
cationigues. Répétition du cycle 1-4 « n » fois. Adapté de Décher et al., (148).

1.2.3.1 Les polyélectrolytes (PE)

Une des applications les plus intéressantes des systemes PEM est la fabrication de dispositifs
a libération prolongée de principes actifs ou de biomolécules, pour les appliquer en ingénierie
tissulaire ou pour la fabrication de pansements techniques. La méthode dite du layer-by-layer permet
d’utiliser une grande variété de polyelectrolytes (PE) d'origine naturelle, synthétigue ou semi

synthétique, le bon choix est indispensable si une application biomédicale est envisagée.

Les PE d’origine naturelle possédent des charges intrinséques qui permettent une solubilité
ou une capacité d’absorption et de gonflement dans I'eau. De plus ils peuvent apporter des fonctions
biomimétiques au substrat. Par exemple, les fiims a base de polysaccharides comme l'acide

hyaluronique interagissent avec certains récepteurs tels que les CD44. Ce récepteur est une
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glycoprotéine impliquée dans certains mécanismes cellulaires comme I'adhésion et migration

cellulaire (158).

Les polyélectrolytes d’origine synthétique comme la polyéthyléneimine (PEI), le poly(acide

acryliqgue) (PAA) ou le polystyrene sulfonate de sodium (NaPSS) sont plus adaptables, puisqu’ils

peuvent étre modifiés chimiquement pour offrir une densité de charges variable (159).

Les polyelectrolytes semi-synthétiques, comme le chitosan, les alginates de sodium et de

calcium, les pectines amides, la carboxymethylcellulose, I'éthylcellulose entre autres sont aussi

utilisés dans le développement des assemblages pour le domaine biomédicale ainsi comme des

« nano-carriers » pour la libération contrélée de principes actifs (160).

Le Tableau 5 présente des exemples de polyélectrolytes (PE) cationiques et anioniques,

utilisés pour la construction de systemes PEM ainsi que le substrat utilisé pour le développement de

pansements techniques.

Tableau 5. Exemple de polyélectrolytes cationiques et anioniques, de substrats pour le développement de pansements

techniques.
PE* PE Substrat Principe actif Référence
. . Fibres de
Chitosan Alginate cellulose - (161)
Viscose Alginate Meshes en PET L!docglne et (162)
diclofénac
Poly(B-amino Dextrane sulfate Eponlge en \(ancqmycme/ (153,163)
ester) 2 gélatine diclofénac
PAH PAA Films en PDMS Chlorhexidine (61)
Lames en Ag et
PAH Dextrane sulfate ciprofloxacine / (164,165)
quartz : .
Moxifloxacine
: : Nanoparticules
Lysozyme Acide tanique en FesO, Ag (NP) (166)
Chitosan Phosvitine Fibres de i (167)
cellulose
Chitosan Alginate Gaze en coton Pepthles : (168)
antimicrobiens
Chitosan Acide _ Textile non tissé Ag (NP) (169)
hyaluronique en coton
Fibres de
Lysozyme Au (NP) cellulose - (170)
Chitosan PCD ;irse;élle PET non Bleu de méthyléne | (145)
Chitosan PCD pexie PET O | chiorhexidine (130)
Chitosan PCD ;Ii-s;é”e PET non Argent (130)
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1.23.1.1 Méthodes de construction des systemes PEM
Il existe différentes techniques pour développer un systeme PEM. Ces techniques sont
adaptées selon les substrats utilisés et aussi selon les équipements existants dans les laboratoires.
Ces techniques seront décrites ci-dessous.

e Trempage par « dip-coating »

Le trempage par « dip-coating » (Figure 28) est la technique la plus utilisée pour construire
les systemes PEM. Elle consiste a immerger le support dans les solutions de polyélectrolytes en
solution aqueuse, suivi par des étapes de ringage afin d’éliminer les PE non liés (171). Un systeme
PEM construit par la technique de trempage se base sur la surcompensation de charges qui peut

étre évaluée par zétamétrie.

Trempage

Couche 1 Couche 2

Support

Rincage

Répétition “n” fois

Figure 28. Construction d'un systeme PEM par la technique de trempage ou "dip-coating”. Adapté de Richardson et
al.(172)

Pour cette technique, le temps idéal d’immersion est d’environ 15 minutes (149,172) afin
d’obtenir un équilibre, ce qui en fait un processus assez long. Néanmoins il existe des stratégies
pour réduire le temps d'immersion, sans perdre I'efficacité du dépbt des couches sur le support. Par
exemple, Shim et al., ont travaillé avec le « dewetting phenomena» qui consiste a préparer les
polyélectrolytes dans des solvants organiques comme le N,N-diméthylformamide. Ceci permet
d’éliminer les étapes de ringage et séchage du support par évaporation rapide du solvant. Cette

stratégie a permis de réduire de 30 fois le temps de construction du systeme PEM (173).

e Enduction centrifuge ou “spin-coating”

La méthode du « spin-coating » consiste a déposer les polyélectrolytes sur un substrat, qui
est placé et fixé sur une platine tournante (Figure 29). Cette méthode permet d’obtenir des films
ultrafins et plus homogénes en comparaison avec la méthode de trempage. En effet, 'assemblage
se forme grace aux différentes forces comme les interactions électrostatiques et la force centrifuge
qui conduit a la désorption rapide des polyméres et a la déshydratation des films déposés (172). La

durée du dépbt d'une couche de polyélectrolytes (PE) est trés courte, elle prend environ 10 a 15
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secondes. La construction totale du systéeme PEM pourrait donc s’achever en quelques minutes,
sans avoir besoin des étapes de ringcage et de séchage. Néanmoins, cette méthode est parfaite pour
une approche fondamentale pour étudier la construction des assemblages sur de petites surfaces
planes, mais n’est pas applicable pour le traitement de dispositifs médicaux comme les textiles.
(174).

Spin-coating
Polycation Polyanion Polycation
3 B
Support l Couche 1 I\ l Couche 2 l
Rotation Rotation Rotation

W n

Répétition “n” fois

Figure 29. Construction d'un systéeme PEM par la technique du "spin-coating”. Adapté de Richardson et al.(172)

e Pulvérisation ou « spray-coating »

La méthode du « spray-coating » utilise des polyméres qui sont placés a l'intérieur d’'une
bombe aérosol pour étre ensuite pulvérisés sur le substrat. Il est placé verticalement pour éliminer
facilement les excédents avant I'étape de ringage (Figure 30). Le « spray-coating » est une
technique simple et plus rapide que les techniques décrites ci-dessus. Quelques secondes sont
nécessaires pour former une seule couche. La construction de systéemes PEM par pulvérisation est
trés appliquée en industrie car cela permet d’enrober des substrats en grande taille ainsi que des
structures 3D (172).

Spray-coating

Support Couche 1 Couche 2
Polycation ) Ringage \ Polyanion M\ Rincage
] — | = | = =

Reépetition “n” fois

Figure 30. Construction d'un systéme PEM par la technique du "spray-coating". Adapté de Richardson et al.(172).
1.2.3.2 Parameétres liés a la construction des systémes PEM

1.2.3.2.1 Mécanisme de la croissance des assemblages
Il existe deux types de mécanisme de croissance lors de la construction d’'un systéme PEM,
ces assemblages peuvent évoluer de maniére linéaire ou de maniére exponentielle. Cependant, il

existe des systémes PEM qui peuvent montrer une transition entre les deux types de mécanismes.
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La croissance linéaire (Figure 31 A) est reconnue quand I'épaisseur et la masse du substrat
augmentent proportionnellement au nombre des couches déposées (149). En effet, a chaque étape
de la construction, les PE interagissent de maniére électrostatique avec les PE de charges
opposées. Ce dépbt conduit a une surcompensation de charges aux niveau de linterface; les
assemblages s’accumulent progressivement avec une inversion de charges électriques (Figure 31

B) au moment de I'adsorption du PE de charge opposée (175,176) que I'on peut suivre par la mesure
du potentiel zéta.
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Figure 31. A) Croissance linéaire lors de la construction d’'un systeme PEM avec le fucoidane (PE-) et la poly-L-arginine
(PE+) sur du SiO2. B) Détermination du potentiel Zéta de chaque nouvelle couche déposée (176).

D’autre part, la croissance exponentielle est reconnue quand les assemblages multicouches
présentent une augmentation de leur masse et de leur épaisseur de maniére exponentielle (Figure
32). Les premiers exemples de ce type d’assemblages ont été rapportés avec le poly-L-lysine
(PLL)/alginate (177) et poly-L-lysine (PLL)/acide hyaluronique (178,179).

2000

Thickness, (A)

Number of Bilayers

Figure 32. Croissance exponentielle des systemes PEM avec PLL (PE*) et alginate( PE") (177)
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Ce type de croissance est d0 au fait que les PE diffusent trés rapidement a I'intérieur ou a
I'extérieur des assemblages et a une augmentation de la rugosité de la surface du film lors de sa
construction; cette derniére hypothése est encore en discussion (175,180). Richert et al., ont décrit
le mécanisme de croissance exponentielle, schématisée dans la Figure 33. Lors du dépbt de la
couche anionique (étape A), un excés de charges négatives est présent au niveau de la couche
externe du film, d0 a la surcompensation des charges. Ensuite, le dépét de la couche contenant le
PE* (étape B) conduit a une interaction avec les charges négatives externes en formant des
complexes, rendant positive la surface externe. Les chaines du PE* diffusent ensuite a travers la
premiére couche (étape C). Lors du ringage, ces chaines diffusent a travers les assemblages, mais
de maniére inverse (étape D). Lors du dépét du PE- (troisieme couche), une interaction PE/PE" a
lieu au niveau de la surface conduisant a la diffusion du polycation a I'extérieur du film (étape E).
Aprés, une couche plus épaisse de PE" est formée et suit une croissance exponentielle (étape F)
(181).
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Figure 33. Schéma du mécanisme de croissance exponentielle lors de la construction d’'un systeme PEM. Adapté de
Richert el al.(181)

1.2.3.2.2 Impact du poids moléculaire des polyélectrolytes
Le poids moléculaire des polyélectrolytes peut influencer le régime de croissance
(linéaire/exponentiel), la structure interne ou I'épaisseur des systémes PEM. Dans le cas des
assemblages construits avec des polysaccharides comme le CHT, leur haut poids moléculaire

conduit a une augmentation de I'épaisseur et a une croissance exponentielle (182).

Les travaux des Nestler et al., ont rapporté I'impact du poids moléculaire sur la construction
de systemes PEM avec [poly(diallyldimethylammonium chloride) / poly(styréne sulfonate)

(PDDA/PSS )] avec des tendances différentes en terme d’épaisseur. Pour un poids moléculaire du
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PDDA de 80 kDa, I'épaisseur du systeme PEM est importante (25 nm). A l'inverse, pour un poids
moléculaire plus faible de 25kDa, I'épaisseur du systtme PEM diminue (4,3 nm) (183). Les
polyméres avec de longues chaines forment des boucles conduisant a la formation de couches
épaisses. Au contraire, les polymeres avec de courtes chaines se déposent sur les supports a
« plat » donc I'épaisseur des couches est plus faible. De plus, les polycations de haut poids
moléculaire influent sur 'augmentation de la rugosité des assemblages tandis que les polyanions
de poids moléculaire contr6lé modulent les taux de gonflement et de désintégration des
assemblages en réponse au changement de pH (180).

1.2.3.2.3 Impact du pH et de la force ionique
Le pH permet de contréler la densité de charges qui influe sur I'adsorption des polymeéres,
couche par couche sur le substrat. Des réglages simples de pH permettent de contrdler la masse
des assemblages et de modifier I'épaisseur de la couche adsorbée. Elle peut étre trés fine (0,4 nm)
mais aussi épaisse (8 nm) comme dans le cas de systemes PEM construits avec le systéme acide

polyacrylique/poly(hydrochlorure d'allylamine) (PAA/PAH) (Figure 34) (184).

160~
1404
120+
1004
804
60~

Epaisseur (A)

Figure 34. Epaisseur moyenne obtenue apres le dépdt de 13 bicouches de PAA/PAH a pH différents sur des supports en
silicone mesurée par la méthode d’ellipsométrie. Cet histogramme montre que le dépdt de ces bicouches est
considérablement influencé par le pH des solutions des polyélectrolytes PAA et PAH. Modifié de Shiratori et Rubner
(184)

Les polyélectrolytes forts comme le polystyréne sulfonate, le poly (améthyle styrene
sulfonate, le poly (diallyle-diméthyle ammonium) entre autres, présentent des charges ioniques
indépendantes du pH. Au contraire, la charge des polyélectrolytes faibles comme le chitosan, le
polymeére de cyclodextrine ou le poly hydrochlorure d'allylamine va dépendre du pH. Ainsi pour ces
polyélectrolytes faibles, il est important de se situer dans une certaine gamme de pH afin d’obtenir
leur forme ionisée et de favoriser les interactions PE*/PE". Par exemple, pour les polyélectrolytes
faibles, la fonction amine sera largement protonnée a un pH < 6 tandis que la fonction acide
carboxylique, sera déprotonnée a un pH > 3-5. Par conséquent la gamme de pH idéale pour

'autoassemblage des deux espéces se situera entre ces deux valeurs de pH. Cette gamme de pH
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sera élargie dans le cas d’'un assemblage PE fort /PE faible, et sera encore plus étendue dans le

cas de deux PE forts.

La force ionique a également un impact lors de la construction du systeme PEM. La force
ionique met en évidence la compensation des charges intrinséques ou extrinséques des
polyélectrolytes dans les assemblages (Figure 35). Ladam et al., ont évalué l'influence de la
concentration du chlorure de sodium (NaCl) dans les solutions de polyélectrolytes (polystyrene
sulfonate/ poly(hydrochlorure d'allylamine) (PSS/PAH)) au moment de la construction des
assemblages. lls ont constaté qu’'une augmentation de la concentration de NaCl dans les solutions
conduisait a des quantités plus importantes de polyélectrolytes déposées sur le support et a des
assemblages plus épais grace aux contre-ions «intermédiaires» (185) qui exercent une

compensation de charge dite « extrinseque ».

Systeme + ‘& A

multicouche Compensation des
charges intrinséques

= Nat Nat "'

Na*
¢l cr
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Figure 35. Compensations des charges intrinseques et extrinseques dans des assemblages multicouches. Adapté de
Rydzek et al. (186)

1.2.3.24 Impact de la température
Un autre paramétre qui influe sur la stabilité, la rugosité, I'épaisseur, la structure interne, la
morphologie et |le type de croissance de systéemes PEM, est I'effet de la température. Il a été rapporté
gue les systemes PEM développés a haute température présentaient une épaisseur plus importante
gue ceux développés a température ambiante (Figure 36) (187). Ce comportement est di au fait
gue les températures élevées conduisent au gonflement des assemblages et a une interpénétration
plus importante entre les couches de polyélectrolytes qui forment une croissance de type

exponentielle (188).
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poly(diallyldimethylammonium chloride) (PSS/PDDA) a différentes températures sur des lames en quartz (188).
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Figure 36. Construction des assemblages multicouches composés de poly(styrene sulfonate)/

1.2.3.2.5

Impact du temps d’immersion

Le temps d'immersion et de ringage jouent un role trés important dans le type de croissance

des assemblages et dans I'épaisseur des assemblages. Des assemblages développés avec des

temps d’immersion différents n’entrainent pas de changements de croissance (linéaire). Cependant,

il est possible que le gain de masse soit plus élevé a des temps d’'immersion prolongés. Par exemple

les assemblages formés par polyethyleneimine branchée/laponite (BPEI/LAP) (Figure 37B) sur des

films en PET montrent un gain de masse constant mais dépendant du temps d’immersion (compris

entre 10 et 300 secondes); contrairement aux assemblages formés par polyethyleneimine

branché/montmorillonite (BPEI/MTM) sur le méme support, ou le gain de masse augmente assez

rapidement a un temps d’immersion de 5 minutes (Figure 37A). Il est possible que la structure et la

géométrie des polyélectrolytes utilisés influent sur les variations des gains de masse par rapport au
temps (189).
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Figure 37. Evolution du gain de masse des assemblages en fonction du différents temps d’immersion ((A) BPEI/MMT ;
(B) BPEI/LAP) mesurés par microbalance a quartz (189).
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Bellanger et al., ont évalué I'impact de la cinétique d’adsorption ainsi que le type de croissance
d'un systeme PEM composé de Poly (chlorure de diallyldimethylammonium) / Poly (styréne
sulfonate) (PDDA/PSS) en fonction du temps d’immersion. Le support immergé dans les solutions
de PE pendant 30 min et rincé durant 120 minutes, a montré une croissance linéaire des
assemblages ainsi qu'un revétement de surface plus épais et stable. Par contre, pour les
assemblages développés avec des temps assez courts, une diminution de leur croissance a été
démontrée (190).

1.2.3.3 Stabilisation des systemes PEM

L’effet du pH et de la force ionique peut interférer sur la stabilité des systemes PEM. Certains
types d’assemblages ne sont pas suffisamment stables aux changements d’environnement. En
effet, les milieux biologiques présentant des pH variés (ex : les exsudats de plaies) ou de force
ionique importante (ex : le plasma humain) peuvent conduire & une désintégration partielle ou totale
de ces assemblages. Il est donc important de développer des stratégies de traitements de
réticulation pour maintenir l'intégrité des systemes PEM lors de leur utilisation. De toutes ces
stratégies, les plus courantes sont : la photo-réticulation, la réticulation chimique et la réticulation
thermique.

e Photo-réticulation des PEM

Cette méthode consiste a incorporer un agent photo-sensible (rhodamines) dans les
assemblages pour étre ensuite irradiés afin de former des liaisons plus stables (liaisons covalentes).
L’intensité de la radiation est fonction de la distance, de I'espace et de lintensité de la lampe de

radiation utilisée (191).

e Reéticulation chimique des PEM

La réticulation chimique utilise des carbodiimides (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDC)), afin de faciliter la formation de liaisons covalentes (ester ou amides) entre les
groupes réactifs des polyélectrolytes (192). Parmi les agents réticulants, il existe également
I'éthylénediamine, la génipine ou le glutaraldehyde. Cependant I'ajout d’'un agent réticulant n’est pas
sans risque sur la cytocompatibilité du systéme a cause de leur réactivité chimique et leur toxicité,

une élimination compléte de leurs traces résiduelles est a prévoir.

e Réticulation thermigue des PEM

Afin d’assurer la réticulation, les systtmes PEM sont exposés a des hautes températures
pendant un temps déterminé. Cela permet aux polyélectrolytes de se réorganiser dans les
assemblages en renforgant les liaisons hydrogenes, ou de former des liaisons covalentes entre les
couches. Martin et al., ont rapporté que la dégradation des assemblages formés par le CHT et le

PCD était trés importante dans des milieux comme le tampon phosphate (PBS pH 7,4) alors que
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dans 'eau la dégradation était négligeable. Ce phénomeéne est di au fait que le PBS présente une
force ionique qui perturbe la stabilité des assemblages, par mécanisme de compétitions entre les
ions libres en exceés et les liaisons PE* et PE™ conduisant a la déstructuration du systeme PEM (145).

Dans le cadre de la thése de Jatupol Junthip, 'impact favorable d’un traitement thermique (140
°C) dans la stabilité des assemblages a été mise en évidence. En effet, la perte de masse des
supports aprées leur immersion dans le PBS pH 7,4 été fortement réduite (193). De la méme maniere,
un traitement thermique apres I'élaboration de nanofibres a base de CHT et du PCD a montré un
effet stabilisant de celles-ci en empéchant leur dissolution immédiate, notamment en milieu acide
(93) .

1.2.3.4 Applications biomédicales des systemes PEM

Grace a la multitude des assemblages multicouches et a leur facilité de développement, la
technique de layer-by-layer est appliquée dans le domaine biomédical, notamment pour la
conception des supports antimicrobiens, de pansements combinés ou pour la délivrance contrélée

de substances actives.

12341 Application antimicrobienne

Plusieurs dispositifs médicaux comme les implants, les pansements, les lentilles, les cathéters,
peuvent étre colonisés par divers microorganismes qui ensuite se multiplient et forment des biofilms.
Pour prévenir ceci, le développement de revétements antimicrobiens est en pleine expansion et a
la recherche de nouvelles stratégies. La stratégie de modification de surfaces par dépbts de
revétements multicouches PEM est une approche qui permet de couvrir 'ensemble des besoins
pour la prévention de la colonisation bactérienne de dispositifs médicaux. Trois types de systémes
PEM ont été mis au point pour limiter la colonisation microbienne sur les surfaces de dispositifs
médicaux: les systémes PEM anti-adhérence, de destruction bactérienne par contact et de

délivrance d'agents antimicrobiens (Figure 38) (194).

Systémes PEM antimicrobiens

a) Anti-adhérance b) Destruction c) Délivrance des agents
bactérienne bactérienne par contact antimicrobiens

) &£ 7 /,,“:E

™™ =57\l ™
s g

Figure 38. Représentation schématique des deux types de systemes PEM pour éviter 'adhésion bactérienne. Adapté de
Séon et al (194)
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e Les systemes PEM anti-adhérence

La premiére étape de la formation d’un biofilm sur les dispositifs médicaux est I'adhésion
bactérienne. Les systemes PEM anti-adhérence utilisent des polyméres hydrophiles car ils sont
capables d’empécher I'adhésion des bactéries sur les supports, en raison de la forte affinité des
polyméres pour les molécules d’eau (Figure 38A). Les polymeres hydrophiles comme I’héparine ou
I'acide hyaluronique (HA), ont été utilisés dans ce but. D’autre part, Richert et al., ont développé des
assemblages de CHT/HA dans le NaCl & 0,15 M. lls ont constaté que la force ionique apportée par

les ions intermédiaires améliorent les propriétés d’anti-adhérence sur E. coli (181)

e Destruction bactérienne par contact

La plupart des membranes bactériennes sont chargées négativement. Cela permet a certains
polymeres présentant une charge positive d’interagir avec la membrane conduisant & sa destruction
(Figure 38B). Cette stratégie a été développée pour la construction de systémes PEM ayant un
polycation comme derniére couche de I'assemblage. Par exemple, le composé phénolique comme
le poly (4-vinylphenol) a été utilisé comme un pseudo-polyelectrolyte anionique pour la formation
des assemblages avec le poly(hydrochlorure d'allylamine) (PAH) ou le poly(hydrochlorure
diallyldimethylammonium) (PDADMAC). Les deux systémes ont montré une réduction bactérienne
de 75% sur Staphylococcus epidermidis (195). D’autre part, les composés d’ammonium quaternaire
comme les dérives quaternaires du CHT ont été incorporés dans les systéemes assemblages
conduisant a l'inhibition de la croissance microbienne de bactéries Gram positifs, Gram négatifs et
du virus de linfluenza (H1N1) (196).

1.2.3.4.2 Application des PEM a la libération de principes actifs

La conception de dispositifs médicaux a libération contrdlée de principes actifs est d'une
grande importance pour obtenir un traitement plus efficace. Les principes actifs peuvent étre
incorporés dans les systémes PEM directement pendant ou suite a leur construction.

Les peptides antimicrobiens sont de grand intérét pour développer des systéemes PEM car a
l'inverse des antibiotiques il N’y a pas de résistances connues a ce jour. Parmi eux, la défensine, la
cateslytine ou la gramicidine A ont été incorporés dans des assemblages composés de poly-L-
lysine/poly-L-acide glutamic (PLL/PL(acide glutamique)) (197) ; HA/CHT (198) et PLL/CMP (199)
respectivement. Les effets antimicrobiens de ces systemes PEM ont été montrés sur E. coli, S.
aureus, E. faecallis et C. albicans respectivement.

Des principes actifs (PA) tels que les antimicrobiens comme la vancomycine (153,163), la
moxifloxacine et la ciprofloxacine (165,200), la chlorhexidine (201) et I'argent (166,169), des
anesthésies locales comme la lidocaine (162) et des anti-inflammatoires comme le diclofénac
(153,162), ont été incorporés dans différents types d’assemblages pour I'obtention de pansements

techniques présentant une libération contrélée (Figure 38C). Le systéme de libération dépend de la
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perméabilité et la stabilité des assemblages. Les mécanismes de libération peuvent étre de trois
types: i) la diffusion du principe actif a travers les assemblages (Figure 39A), ii) la dégradation des
assemblages entrainant la libération des PA (Figure 39B) et iii) les stimuli externes comme le
changement du pH, la température ou les enzymes trouvés dans les exsudats peuvent influencer la
libération des PA (Figure 39C) (171).

(¢}
a °* o .
Q O O
Diffusion
Dégradation
oo idonmonde g

Stimuli externe

onn?.
8 &

i

pH, temperature

asasss gy iN 3
Polvmére A

[ .
Polymere B
O Principes actifs

Figure 39. Mécanismes de libération de principes actifs a travers des assemblages multicouches.

L’activité antimicrobienne de l'argent a été déja démontrée par nombreux travaux. Cela a
motivé les chercheurs a développer des assemblages avec I'argent incorporé dans leur structure.
Des assemblages comme poly-L-lysine/acide hyaluronique (PLL/HA) (202); polyethyleneimine
d’Ag/acide polyacrylique(PEI/PAA) (203); acide polyacrylique/poly(hydrochlorure d'allylamine)
(PAA/PAH) (201) ont montré une libération contrélée de I'Ag a travers les assemblages et une

réduction de la charge bactérienne d’E. coli, S. aureus, S. epidermidis et P. aeruginosa.
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1.2.4 Conclusion

Il existe une grande diversité de pansements a base de fibres textiles. Parmi celles-ci, on
trouve des fibres de polyméres naturels qui ont la faculté de stimuler la cicatrisation et de fournir un
bon environnement au niveau de la plaie afin de favoriser les conditions de guérison. De plus, les
fibres obtenues a partir des polymeres synthétiques sont les plus utilisées, en raison de leur colt
faible et de leur facilité a étre fonctionnalisées en fonction des besoins exigés pour des applications
biomédicales. Les techniques de fonctionnalisation de surface permettent l'incorporation de

principes actifs dans leur structure, afin de fournir une fonction thérapeutique.

Les pansements a base de textiles peuvent étre fonctionnalisés de différentes manieres. Parmi
les méthodes de fonctionnalisation décrites, le greffage des textiles par des polyméres comme le
chitosan ou le polymére de cyclodextrine est avantageux pour la conception de nouveaux
pansements, car il serait possible de bénéficier de certaines propriétés intrinséques du chitosan et
des propriétés de formation de complexes d’inclusion des cyclodextrines avec les principes actifs.
D’autre part, la méthode de layer-by-layer est simple et polyvalente, ce qui la rend intéressante pour
lappliqguer a la conception de pansements innovants a libération contrélée des substances
bioactives. De plus, le chitosan est un polyélectrolyte positif et le polymére de cyclodextrine est un
polyélectrolyte négatif (204,205), I'utilisation de ces deux polyméres semble donc intéressante pour

développer des systemes PEM ayant plusieurs réles i) barriere pour limiter le diffusion de agents

antimicrobiens, ii) gonflement pour assurer une hydratation de la plaie, iii) libération d’'un second

principe actif grace aux cyclodextrines présentes dans le systéme.

Les systémes PEM a base de CHT et PCD développés au sein de notre laboratoire, subissent
une réticulation thermique dans le but de former de liaisons covalentes de type amide entre le CHT
et la PCD. Le choix s’est orienté sur cette stratégie car les polyméres ne sont pas sensibles a cette
température et aucun additif n’est ajouté dans le systéme. Cela permet une stabilité améliorée, une

délivrance contrélée des antimicrobiens ainsi qu’'une meilleur cytocompatibilité. (130)(206).
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1.3 Evaluation « in vivo » des pansements
1.3.1 Evaluation clinique
1.3.1.1 Recommandations de I’Haute Autorité de la Santé (HAS)

La CNEDIMTS est la commission de I'HAS qui analyse et évalue le bon usage des dispositifs
médicaux et des technologies de la santé, afin de justifier leur remboursement par I’Assurance
Maladie. Pour I'évaluation des pansements primaires et secondaires, cette commission a établi un
guide méthodologique destiné au fabriquant, dans lequel des recommandations ont été établies pour
mettre au point I'évaluation clinique de la qualité de leurs produits. Le Tableau 6 décrit les
recommandations signalées dans ce guide (Donnés de 'HAS, 2013).

Tableau 6. Recommandations de I'HAS pour développer /'évaluation clinique des pansements (207).

Les Recommandations Caractéristiques (les plus importantes)

1) Considération générale — e Etudes contrblées randomisées menées par des
scientifiques en intégrant un méthodologiste dans I'équipe.

Type d’étude - . , : :
yp " ¢ Randomisation centralisée par méthode informatique.

2) Population de plaies e Des patients ayant une seule étiologie de plaie chronique.

chroniques ) Des_ critéres diagnostiques de I'étiologie précisés et
pertinents.

3) Aveugle e Respecter 'aveugle de l'investigateur et du patient.

e Cicatrisation de la plaie : cicatrisation compléte de la
plaie évaluée a un temps T défini en fonction de I'étiologie
et du stade de la plaie. Ou délai jusqu’a cicatrisation
complete : 100% d’épidémisation de la perte de

4 et 5) Critéres de jugement substance.

e Amélioration des soins : démontrer que le traitement
choisi n’entrave pas la cicatrisation.

Bénéfices sur la douleur, I'infection, 'odeur, la réduction
des exsudats, la capacité hémostatique, la facilité du
changement du pansement et la qualité de vie du patient

6) Comparateur e Le pansement de référence sans le composant ou la
substance bioactive ajoutée.

e Les plaies doivent également subir des soins standards

7) Soins standard comme le nettoyage de la plaie, la détersion mécaniques
des tissus et la nutrition du patient.
8) Traitements associés e Rapporter les traitements associés ou en préciser les

interdits pendant tout I'étude.

1.3.1.2 Types d’études

En 2007, 'HAS a rédigé un document sur I'évaluation des pansements primaires et
secondaires. Ce dossier décrit les analyses de données trouvées dans la littérature scientifique sur
I'évaluation des différents types des pansements appliqués sur des plaies aiglies et chroniques. Le
type d’études concerne : les études randomisées, les méta-analyses, les études médico -

économiques, les recommandations pour la pratique médicale, les conférences de consensus, et
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les synthéses d’études randomisées et méta-analyses de la littérature, c’est a dire, les revues. Les
études sélectionnées doivent répondre aux objectifs décrits dans les recommandations 4 et 5 du

Tableau 6 ainsi qu’a une évaluation du co(t économique.

Dans le cas des pansements a l'argent, six études de ce type ont été sélectionnées, afin
d’évaluer leur efficacité sur des plaies chroniqgues comme les escarres et les ulceres de jambe.
Malheureusement, I'étude de 'HAS a conclu que le niveau des études cliniques réalisées était
insuffisant pour indiquer les pansements a I'argent comme traitement pour les plaies chroniques

infectées ou présentant un risque d’infection.

Dans ce travail de thése, I'évaluation clinique du pansement ne sera pas traitée. C’est la phase
finale dans la conception d’'un dispositif médical qui doit étre réalisée dans plusieurs centres
hospitaliers sur des dispositifs fabriqués en industrie aprés validation préclinique. Ainsi, dans ce

travail, une étude préclinique préliminaire a été réalisée chez la souris.
1.3.2 Evaluation préclinique

L’étude précliniqgue consiste a évaluer in vivo, dans des systémes vivants non humains, la
performance d’un dispositif médical. L’expérimentation animale est une étape indispensable avant
de commencer les études cliniques. Les études in vivo se font de maniére rationnelle aprés
I'approbation d’un protocole d’expérimentation octroyé par le Ministere de I'Enseignement supérieur

et de la Recherche afin de garantir un traitement éthique de I'animal.
1.3.2.1 Les modéles animaux

Les études précliniques de cicatrisation des plaies impliquent des expériences in vitro et in
vivo. Néanmoins, les études in vitro ne permettent pas de préciser les phases de la cicatrisation
ainsi que la vascularisation du site de la plaie, I'inflammation, les réponses immunitaires et les
infections (208). Plusieurs especes ont été utilisées comme modéles animaux pour évaluer la

cicatrisation dont la grande majorité est réalisée sur des rongeurs.

Les rongeurs sont fréquemment sélectionnés comme étant le premier choix dans la plupart
des travaux de recherche en raison de toutes les données connues a propos de leur systeme
corporel, leur petite taille et leur capacité a manipuler certaines variables génétiques, alimentaires
et environnementales (208). Néanmoins, certains chercheurs utilisent d’autres animaux comme les

cochons ou les lapins pour évaluer la cicatrisation des brilures ou des plaies aigues et chroniques.

1.3.2.1.1 Les modeéles animaux avec des plaies saines
Les plaies saines réalisées sur les animaux, sont des excisions, c’est-a-dire que I'acte consiste
a retirer le derme ou I'épiderme. Mais, si les deux couches cutanées sont retirées entierement, le

processus s’appellera donc excision chirurgicale d'épaisseur partielle ou totale (Figure 40)
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(209,210). Ce type de plaies est généralement réalisé avec des instruments de biopsie de diamétre
variable (211).

Figure 40. Photographies macroscopiques des plaies saines réalisées par excision chez le cochon (a) (208), le lapin
(b)(211) et (c) le rat (210).

Les études in vivo des plaies saines se concentrent sur I'évolution du taux de fermeture de la
plaie en un temps déterminé (14 a 21 jours environ). Des observations histologiques sont également
menées afin d’évaluer le développement de tissus comme I'épiderme et le derme. Oryan et al., ont
développé une pommade a base de CHT contenant des AgNP pour le traitement des brllures chez
le rat. Le modéle de plaie a consisté en une brllure de 10 mm de diamétre qui a été réalisée avec
une barre d'aluminium bouillie dans I'eau a 100°C pendant 30 secondes. Ensuite, la barre a été mise
en contact avec la région dorsale des rats pendant 10 secondes sans exercer de pression. Les
résultats ont montré que la pommade de CHT avec AgNP a été plus efficace en comparaison avec
la SSD et au groupe témoin aprés 14 jours de traitement (Figure 41). La fermeture de la plaie a été
plus rapide sur les plaies qui ont été traités avec la pommade de CHT avec AgNP. De plus, les plaies
traitées avec la SSD et les témoins non-traités ont montré des signes de rougeur, d'hyperhémie et

d'inflammation aprés 28 jours d’évaluation (212).
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Figure 41. Observation macroscopique de plaies traitées avec les deux pommades différentes : LMW-CHT/ AgNP et
HMWCHT/AgNP, la SSD et le contréle a 0, 7, 14 et 28 jours de traitement (212)
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1.3.2.1.2 Modéles animaux avec des plaies infectées
Les plaies infectées appartiennent aux types de plaies chroniques dont la cicatrisation est
retardée a cause de l'inflammation générée par l'infection. Les travaux sur I'évaluation in vivo des
pansements sur un modéle animal ayant une plaie infectte commencent a étre nombreux. Par
contre, il n'existe pas encore de modéle déja établi. La méthodologie utilisée est de former la plaie,
soit par excision ou soit par brilure et puis l'inoculer avec une souche microbienne définie. Parmi
les microorganismes reportés, on retrouve le Staphylococcus aureus (213,214), Candida albicans

(213) et Pseudomonas aeruginosa (215).

Par exemple, Agarwal et al., ont évalué un pansement a base d’un systeme PEM composé de
PAH/PAA sur des films Biobrane. La chlorhexidine a été incorporée comme principe actif dans les
assemblages afin de traiter les infections. Ces pansements ont été évalués in vivo chez la souris.
D’abord, des anneaux en silicone ont été placés sur la région dorsale des souris. Aprés, les plaies
ont été faites avec un poingon chirurgical de 6 mm de diameétre et ensuite infectés avec 10 uL d’une
suspension bactérienne de Staphylococcus aureus. Les pansements PEM ont ensuite été déposés
et couverts avec un pansement secondaire. Les résultats ont montré que les taux de fermeture des
plaies traitées avec un substitut cutané temporaire dénommé Biobrane™ (Smith§Nephew) non
modifié (Figure 42 A, B, C) ou Biobrane™ portant le systéme PEM et la chlorhexidine, n'étaient pas
significativement différents aprés 14 jours de traitement. En revanche, le pansement
PEM/Chlorhexidine (Figure 42D, E, F) n'a pas altéré la capacité du collagéne de Biobrane™ sur
l'intégration des bordures de la plaie ni sur le processus de cicatrisation. De plus le pansement
PEM/Chlorhexidine a montré une réduction bactérienne de 3 Logi aprés 3 jours de traitement
(Figure 42G) (61).

Log10 CFU/em?2

- Biobrane Biobrane/ PEM-Clothexidine
Jour 0 Jour 7 Jour 14

Figure 42. Plaies infectées avec S. aureus portant le pansement Biobrane™ non modifié (A, B, C) et Biobrane™ enrobé

par le systeme PEM : PAH/PAA et la chlorhexidine (D, E, F) pendant différents temps de traitement. (G) Réduction
bactérienne montrée par le pansement Biobrane™ non modifié et par le pansement Biobrane™/PEM-chlorhexidine (61).

1.3.2.1.3 Modéle animal développé par notre équipe
Au sein du laboratoire, un premier modéle animal pour I'évaluation des prothéses vasculaires

antibactériennes a été développé chez la souris. Le modéle consistait a réaliser une incision de 2
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cm selon des techniques chirurgicales standard au niveau de la région inter scapulaire (dorsale) de
la souris. Puis, la réalisation d’'un tunnel sous cutané a été réalisé en effondrant le panniculus
carnosus au long de la colonne vertébrale. Ces tunnels étaient dimensionnés pour recevoir des
pastilles de 6mm de diameétre qui ont été ensemencés peu aprés leur implantation par 30uL d’'un
inoculum bactérien approprié de concentration connue (7-8 logio UFC/mI), réalisant ainsi un modéle
de contamination prothétique intense (Figure 43). La plaie chirurgicale a été finalement refermée

sur I'échantillon contaminé a 'aide d’'une agrafeuse automatique (216).

Figure 43. Implantation d’une prothése, en sous-cutanée, chez la souris C3H/HeN.
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1.3.3 Conclusion

Les études précliniques des dispositifs médicaux implantables combinés correspondent aux
évaluations in vivo chez I'animal. Les rongeurs, les lagomorphes et les porcins sont les animaux les
plus utilisés pour I'évaluation des pansements. De plus, plusieurs chercheurs confirment que le
model porcin est a 78% comparable aux humains. Cependant, des facteurs divers tels que le type
d’animal, la méthode de la création des plaies, le taux d’infection et le type de traitement ne

permettent pas de faire de vraies comparaisons entre les différentes études rapportées.

De toutes les facons, une évaluation préclinique chez I'animal est indispensable avant de
commencer une évaluation clinique du dispositif. La plupart des études précliniques des nouveaux
pansements sont réalisés chez les souris ou les rats. Cependant, il est difficile de trouver des études
qui identifient vraiment 'efficacité des pansements antimicrobiens. Une étude similaire a été réalisé
au sein du laboratoire, les résultats obtenus ont confirmé la faisabilité de la procédure (216). Dans
ce travaille de thése, un model murin a été choisi pour I'évaluation préclinique du pansement congu.

La souche murine élue est C3H/He car selon la littérature, c’est une souche que développe

facilement une infection persistante. Dans cette étude le contrble choisi a été le pansement

commercial UrgoTul®-Ag.

Finalement, I'évaluation clinique des pansements (non réalisée dans le cadre de cette these),
doit étre réalisée comme c’est le cas de tous les dispositifs médicaux. Les objectifs principaux son :
la vérification de la performance du dispositif, conforme a celui assigné pendant I'évaluation, et la
détermination des effets secondaires indésirables aux cours de son utilisation. C’est pour cela que
I'HAS, a travers la CNEDIMTS, a établi des guides méthodologiques destinés aux fabricants pour
gu’ils ménent correctement les évaluations cliniques, en respectant bien sir, les recommandations
désignées. L’évaluation clinique du pansement congu, pourrait étre réalisé a long terme. Dans ce
cas, les critéres de jugement seraient : une cicatrisation compléte de la plaie a un temps T défini en
fonction de son étiologie et 'amélioration de leurs soins. Le comparateur a utiliser dans cette étude
serait le pansement sans principe actif ; c’est a dire, un pansement multicouche sans argent et sans

ibuprofene.
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1.4 Synthese bibliographique, objectifs de la these et cahier de charges

L’étude bibliographique a permis de comprendre la peau et plus particulierement la
physiologie, son renouvellement et les pathologies conduisant & un retard de cicatrisation. La peau
est la premiére barriére de protection de I'organisme contre le milieu extérieur, dont le maintien de
son intégrité est vital. Dés qu’une plaie est formée, I'organisme déclenche immédiatement plusieurs
voies cellulaires coordonnées qui conforment le processus de cicatrisation. La cicatrisation se
déroule en quatre phases : I’'hémostase, I'inflammation, la prolifération et finalement le remodelage.

Dans le cas des plaies aigues, la cicatrisation prendra environ 14 jours.

Cependant il existe différents facteurs (étiologie, taille et profondeur de la plaie, localisation
anatomique, age du patient) pouvant compliquer la cicatrisation, conduisant & une plaie chronique.
La colonisation bactérienne est par exemple I'un des facteurs qui conduit a la chronicité de plaies.
Lorsqu’une plaie présente une infection, le processus de cicatrisation reste bloqué dans la phase
inflammatoire car 'organisme produit en abondance des macrophages et des neutrophiles comme
mécanisme de défense, conduisant a une réponse inflammatoire chronique. Les pansements

combinés (avec un principe actif) ont donc tout leur intérét.

De nombreux pansements pour traiter les infections de plaies ont été décrits ; parmi eux, les
pansements a I'argent sont les plus utilisés afin de traiter ou de prévenir l'infection. La problématique
majeure reste la diffusion excessive de l'argent vers les tissus endommagés conduisant a une
cytotoxicité vis-a-vis des fibroblastes et des kératinocytes (ce qui retarde la cicatrisation). En France
il existe deux types de pansements a I'argent qui ont un service attendu suffisant (qui ont prouvé
leur efficacité) et donc sont remboursés par la sécurité sociale : UrgoTul®-Ag (Laboratoires Urgo)
pour le traitement des ulcéres de jambe et Release-Ag® (Johnson and Johnson) pour le traitement
des brulures, des escarres et des ulceres. Néanmoins, la toxicité de l'argent par sa diffusion

incontrblée dans les plaies reste un probléme majeur qui limite son utilisation.

Les plaies chroniques infectées, engendre en méme temps une douleur constante a cause de
linflammation produite en réponse a l'infection. Actuellement sur le marché, il existe une vaste
gamme des pansements pour traiter ou empécher les infections (pansements au miel, pansements
avec des antiseptiques comme la chlorhexidine et I'argent) ou pour traiter la douleur (pansement a
libuproféne, BIATAIN® IBU) avec plus ou moins d’efficacité. Cependant, des pansements ayant une

double action, c’est a dire, une action antimicrobienne et antalgique n’existe pas.

Afin d’apporter la double activité thérapeutique, une nouvelle stratégie de modification de
surface de textiles avec des polymeéres, pour le développement des pansements antimicrobiens (en
prévenant la diffusion de I'argent) avec une libération prolongée de principes actifs limitant la douleur
est attendue. L’étude bibliographique a permis de recenser de nombreuses stratégies pour modifier

la surface d’un textile et la rendre ‘fonctionnelle’. Ainsi I'apport de fonction anioniques a la surface
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par des cyclodextrines ou du chitosan (tous deux réticulés avec l'acide citrique) semble étre une
voie intéressante. Afin de créer une barriére a la diffusion, hydrater la plaie et libérer un second
principe actif, un systéme Polyélectrolyte Multicouche (PEM) a base de Chitosan et de Polymeére de
cyclodextrines semble trés intéressant. L’originalité du projet de thése réside dans I'association de
ces deux stratégies pour i) Former une barriére pour ralentir la diffusion de I'argent dans la plaie et
ainsi, réduire le risque de toxicité vers les cellules saines, ii) Obtenir une activité antibactérienne, iii)
maintenir un environnement humide, iv) Libérer de maniére contrélée I'ibuproféne afin de traiter la

douleur.

Ce projet de thése vise donc a développer un pansement a double activité thérapeutique :
antibactérien et antalgique pour le traitement de plaies chroniques. Le sulfate d’argent a été choisi
comme l'agent antibactérien, tandis que libuproféne a été sélectionné comme l'antalgique. Le
pansement est recouvert avec un systtme PEM composé de chitosan comme polyelectrolyte

cationique et de polymére de -cyclodextrine comme polyelectrolyte anionique (Figure 44).

© N o M o N o

Fonctionnalisation du Activation des supports Construction du systéeme Incorporation de 'buproféne

suppart textile par le textiles par l'argent multicouche polyelectralyte
CHT+CTRoula CD+ CTR

++++++++

TS

PET (PET)-CHT-CTR CHT-CTR-AgTT CHT-CTR-AgTT-PEM CHT-CTR-AgTT-PEM-IBU
ou ou ou ou
(PET)-CD-CTR CD-CTR-AgTT CD-CTR-AgTT-PEM CD-CTR-AgTT-PEM-IBU

Figure 44. Représentation des étapes de conception du pansement fonctionnalisé chargé avec l'argent et recouvert du
systeme PEM avec l'ibuproféne.

1.4.1 Objectifs de la these

Dans ce projet de thése, un pansement a double libération de principes actifs a été congu,
caractérisé et évalué en conditions in vitro et in vivo. Le pansement développé dans ce travail de
thése (Figure 43) aura une application pour la phase de détersion de la plaie. Le systeme PEM
permettrait I'absorption et drainage des exsudats ; 'argent exercerait son activité antibactérienne a
l'interface pansement — plaie, le systtme PEM ralentirait sa diffusion vers les tissus sains et grace
a la présence du polymére de B-cyclodextrine permettre la formation de complexes d’inclusion avec

libuproféne afin de limiter la douleur.

Dans un premier temps, la surface du textile sera modifiée via un procédé de
foulardage/exprimage/thermo-fixation ou « pad-dry-cure » a partir de solutions de chitosan ou de
BCD, mélangés a 'acide citrique qui joue le réle d’agent réticulant (systémes nommés CHT-CTR ou
CD-CTR respectivement), afin de former une couche anionique riche en groupes carboxylates pour

charger ensuite le textile avec le sulfate d’argent par échange ionique (premier principe actif).
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L’enrobage du pansement avec le systéeme PEM sera ensuite effectuée selon I'approche Layer-by-
Layer (L-b-L) sur les textiles chargés par l'argent. Les caractérisations physicochimiques,

biologiques et microbiologiques seront ensuite réalisées.

Dans un second temps, les propriétés analgésiques du pansement seront apportées par
l'incorporation de l'ibuproféne (IBU, second principe actif). L'ibuproféne (IBU) a été choisi comme
agent actif pour son activité anti-inflammatoire et antalgique, et pour sa capacité a former des
complexes d’inclusion avec la cyclodextrine présente dans le revétement PEM. Une caractérisation
plus fondamentale des complexes d’inclusion CD/IBU sera réalisée avant d’étudier les phénomenes
de sorption de I'IBU sur les différents pansements. L’évaluation des profils de libération sera réalisée
dans un milieu physiologique et I'activité antibactérienne du pansement a été réévaluée en présence
d’'IBU.

Finalement, une évaluation in vivo des pansements sera effectuée avec un modéle murin mis
au point spécifiquement pour cette étude. Préalablement, une premiére étude sera réalisée pour

apprécier 'impact de la stérilisation sur les propriétés du pansement tant sur le point morphologique

/ Textile activé avec I’Ag

que microbiologique.

Plaie
infectée

—  Bacteries

Figure 45. Schéma de la stratégie de fonctionnalisation du pansement.
1.4.2 Cahier des charges

Le pansement sera un dispositif médical de classe 3 au regard du réglement européen
(MDR2017/745) car méme ¢s’il est en contact avec la peau, il contient des molécules
pharmacologiques qui utilisées seule ont une action. Un cahier des charges précis a donc été établi

afin de valider I'innocuité et la performance de ce pansement.
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Propriétés

Etre non toxique

(innocuité)

Etre stérilisable

Maintenir un

environnement humide

Avoir une activité

antibactérienne

Ralentir la diffusion de

I’'argent vers la plaie

Eviter la dégradation du

systeme PEM

Avoir une seconde

activité antalgique

Tableau 7. Cahier de charges du pansement.

Objectif

Ne pas induire de toxicité

cellulaire.

Absence de microorganismes.
Les propriétés du pansement
ne doivent pas étre affectées.

Le PEM permettrait de
maintenir un environnement

humide.

Incorporation de I'argent sur la
couche thermo-fixée (couche
#1).

Le systéme PEM limiterait la
diffusion de I'argent vers la

plaie.

Traitement thermique des

assemblages PEM.

Incorporation de l'ibuproféne
dans le systeme PEM du

pansement.

Méthode d’évaluation

Etude de la cytocompatibilité
Norme ISO/EN 10993-5

Stérilisation par rayons gamma
Norme ISO 11137.
Evaluation de la biocharge et

propriétés

Mesure de 'absorption des
exsudats simulés. Norme NF EN
13726-1

Cinétique de la réduction

bactérienne (kill time)

Test de diffusion (Kirby Bauer).

Profil de libération de I'argent.

Etude de la dégradation du
systéme dans le PBS pH 7,4 par

gravimétrie

Etude de I'adsorption de
l'ibuproféne.
Profil de libération de

libuproféne.
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Schéma récapitulatif de voies stratégie pour la conception des pansements

Fonctionnalisation par le CHT-CTR ou laCD-CTR

= P BRSSO
(PET)-CHT-CTR (PET)-CD-CTR
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Construction du systéeme PEM

Systeme PEM

Chitosan (PE+)
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2 Matériels et Méthodes

2.1 Matériels
2.1.1 Support du pansement

Un textile en polyester non-tissé a été sélectionné comme support du pansement en raison de
plusieurs critéres tels que sa stabilité chimique, sa résistance a la température, sa biocompatibilité,
ses propriétés mécaniques et son prix accessible. Dans le domaine de la santé, ce polymére est
largement utilisé pour la fabrication de prothéses vasculaires (Dacron®), d'implants péritonéaux,

mais surtout de pansements (Urgotul®-Ag, Acticoat™, Atrauman®, ...) (217).

Un textile en polyéthyléne téréphtalate non-tissé (PET, référence NSN 365, poids : 65g/m?,
épaisseur : 0,24 mm) fourni par la société PGI-Nordlys (Bailleul, France) a été utilisé. Ce textile se
présente sous une forme de réseau tridimensionnel (Figure 46) obtenu par calandrage des fibres
textiles a chaud.

Figure 46. Image par microscopie électronique a balayage (x100) du textile PET non-tissé. Les fibres présentent un
diametre de 24 + 0,8 ym.

2.1.2 Polymeéres
2.1.21 Le chitosan

Dans ce travail, le CHT a été utilisé comme le polyelectrolyte cationique (PE*) pour la
construction du systéme Poly Electrolyte Multicouche (PEM). Le CHT (CssH10sN9Os39) provient de
Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) (N° Lot STBF 8219V). Il possede un poids
moléculaire moyen de 140 Kg.mol?! (mesuré par viscosimétrie capillaire), une viscosité de 146 Cp
(solution & 1%my préparée dans l'acide acétique 1%ww) et un degré de désacétylation de 77%

(donnée fabricant).
2.1.2.2 Le polymére de cyclodextrine

La B-cyclodextrine (BCD) a été fournie par Roquette (Kleptose®, Lestrem France), elle
présente un poids moléculaire de 1135 g.mol? et une solubilité de 18.5 g/L dans I'eau a 25°C. La
BCD a été utilisée pour la synthése du polymére de cyclodextrine (PCD) avec I'acide citrique (CTR,

Saint-Quentin Fallavier, France) comme agent réticulant et I’hypophosphite de sodium (NaH2PO,,
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Saint-Quentin Fallavier, France) comme catalyseur, selon la méthode décrite par Martel et al. (218).

Cette synthése consiste en une réaction de polyestérification entre la CD et le CTR.

Brievement, une solution aqueuse contenant du CTR (10% ), de I'hypophosphite de sodium
(3% mn) et de la BCD (10% mw) est préparée dans un ballon et transférée dans un évaporateur rotatif
(Rotavapor RII®) sous-vide a 80°C afin d'éliminer I'eau. Une fois refroidi, le ballon est placé dans un
bain d'huile & 140°C, lui aussi sous-vide, pendant 30 minutes. Le polymere formé est repris dans
200 mL d'eau distillée, sous agitation pendant 30 minutes. La solution est ensuite filtrée avec un
entonnoir en verre fritté avec une porosité de 100 um afin de séparer la fraction insoluble (PCDi),
puis elle est rincée avec de I'eau distillée jusqu'a I'obtention d’un filtrat limpide. Ensuite, ce filtrat est
récupéré et concentré dans I'évaporateur rotatif pour étre purifié par dialyse (membrane de dialyse
MWCO 6-8000, 50 mm de @ de cellulose) avec de I'eau distillée pendant 3 jours. Finalement, le
polymeére soluble (PCDs) est lyophilisé et récupéré sous la forme d'une poudre blanche.

Dans ce travail, le PCD (Figure 47A) a été utilisé comme le polyelectrolyte anionique (PE)
pour la construction du systeme PEM. Le PCD contient 50% de BCD (mesuré par *H RMN, 4 mmol/g
de groupes COOH (mesurée par la capacité d’échange ionique), une solubilité de 1 g/mL dans I'eau,
un poids moléculaire de 20 000 g.mol?, mesuré par chromatographie d'exclusion stérique combiné
avec un détecteur par diffusion de la lumiére (SEC-MALS) a l'université de Montpellier. Le PCD
soluble présente une structure « hyperbranchée » et une conformation de type globulaire de 50 nm
de diamétre environ (Figure 47B) (219).
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Figure 47. Structure du polymeére de cyclodextrine réticulé par I'acide citrique (a). Image TEM du polyCTR-ACD soluble
(PCDs) chargé de nanoparticules de ruthénium comme agent de contraste (b) (219)
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2.1.3 Les principes actifs
2.1.3.1  Le sulfate d’argent

L’argent se trouve sous différentes formes dans les pansements, soit sous la forme ionique
(sels d’Ag+), soit sous forme colloidale (nanocristaux d’Ag°). Dans ce travail, le sulfate d’argent
(Ag2S04) a été choisi comme agent antibactérien pour le développement du pansement. Le sulfate
d’argent provient de Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), il présente une pureté de
99,9% et une masse molaire de 311,80 g.mol’. Le pansement commercial UrgoTul-Ag®
(Laboratoires Urgo, Chevigny-Saint-Sauveur, France) a été utilisé comme le témoin positif car il

utilise la méme forme d’argent (Ag2SOa).
2.1.3.2 L’ibuproféne

L’ibuproféne (acide alpha-méthyl-[4-(2-méthylpropyl) phényl] propanoique), est un principe
actif appartenant au groupe des anti-inflammatoires non stéroides (AINS). L’ibuproféne est indiqué
pour le traitement de larthrite et il est utilisé comme analgésique, notamment dans les cas

d’inflammation.

L’ibuproféne a été utilisé comme second principe actif incorporé dans le pansement, afin de
soulager la douleur causée par l'inflammation en réponse a l'infection. Deux formes d’ibuproféne ont
été utilisées. L'ibuproféne (IBU) (Figure 48A) a été fourni par INRESA (Bartenheim, France) (réf
15687-100). Il présente un poids moléculaire de 206,28 g.mol"' et une solubilité de 21 mg/L dans
'eau a 25 °C. Le lysinate d’ibuprofene (IBU-L) (Figure 48B) est une substance formée par les formes
racémiques de l'ibuproféne et de la lysine. L’IBU-L s’absorbe plus vite que I'lBU base dans le tractus
intestinal, il atteint un haut niveau plasmatique et un Tmax trés rapidement. L’IBU-L a été fourni par
la société BASF France (Levallois-Perret France), il présente un poids moléculaire de 352,48 g.mol

! et une solubilité de 35 g/L dans I'eau.

a) b)
CH,
H,C CH, CO0-
| | COO-
HC—CH, CH—COOH
] H N NH,+
H,C

Figure 48. Structure de I'IBU (A) et de I'lBU-L (B) (source : société BASF).
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2.2 Méthodes
2.2.1 Conception du pansement antibactérien
2.2.1.1  Fonctionnalisation du PET avec le CHT ou la CD

La premiére étape de fonctionnalisation du textile PET a pour but de lui conférer un caractére
anionique via les fonctions carboxylates afin d’'une part, de le charger en ions argent et d’autre part
de permettre 'auto-assemblage du systéeme PEM qui servira de couche réduisant la diffusion de I'Ag
et encapsulant l'ibuproféne. La fonctionnalisation du PET a été réalisée par la technique du
foulardage/exprimage/thermo-fixation ou « pad-dry-cure ». Cette méthode a été brevetée par
I'équipe d’Ingénierie des Systémes Polyméres (ISP) de I'Unité Matériaux et Transformation (UMET)
de I'Université de Lille (139,220,221) et décrit dans de nombreux travaux du laboratoire
(117,142,145,205,222).

Brievement, une solution aqueuse de CTR (10%mn) avec de I'hypophosphite de sodium
(NaH2PO4, 3% mn) a été préparée. Le CHT (2.5%mnw) ou la BCD (10%mnv) ont été dissous dans cette
solution fraichement préparée. Les textiles (25 cm x 25 cm) ont été imprégnés dans la solution de
CHT-CTR ou de CD-CTR puis exprimés par passage entre les rouleaux du foulard (ROACHES,
Birstall, England) (8 passages, 1 m/min, 2 bars). Les textiles ont ensuite été séchés a 90°C pendant
15 minutes puis ont subi un traitement thermique dans un four ventilé (Minithermo, ROACHES,
Birstall, England) a 140°C pendant 15 minutes et 30 minutes dans le cas du CHT ou de la BCD
respectivement. Ce traitement thermique permet la réaction de réticulation du CHT ou la BCD avec

le CTR, ce qui conduit a I'enrobage des fibres du PET.

Impréanation Foulardage Séchage 90°C Traitement thermique [gmge
{140 'C, 105 mm}
CTR+
CHT ou CD & A}‘J
L]
>

Figure 49. Technique dite du « Pad-dry-cure » pour la formation de la premiére couche anionique.

Finalement, les textiles fonctionnalisés avec le CHT ont été lavés dans une solution d’acide
acétique 1% v et deux fois dans I'eau ultrapure pendant 20 minutes sous ultrasons. Les textiles
fonctionnalisés avec la CD ont été lavés 3 fois dans I'eau ultrapure sous ultrasons pendant 20 min
(Figure 49). Les textiles ont finalement été séchés a 90° pendant 15 minutes et pesés afin de

mesurer leur gain de masse apres la fonctionnalisation, selon la formule :
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GM,% =

my —m;
uxloo

ml
Ou m; et m¢ correspondent & la masse du PET avant et apres la fonctionnalisation
respectivement. L’étape de fonctionnalisation correspond a la premiére couche (#1) déposé sur le
support en PET. Les textiles ont été dénommés (PET)-CHT-CTR et (PET)-CD-CTR.

2.2.1.2 Chargement du sulfate d’argent

Aprés I'étape de fonctionnalisation, les textiles (PET)-CHT-CTR et (PET)-CD-CTR (5¢cm x 5
cm) ont été traités avec une solution de carbonate de sodium (4 g/L) pendant 15 minutes. Cette
étape est nécessaire pour neutraliser les fonctions carboxyliques du CTR qui seront sur la forme
carboxylate (COO") pour ensuite charger le sulfate d’argent (10 g/L). Le sulfate d’argent a été
préparé a 70°C sous agitation pendant 45 minutes pour assurer une parfaite solubilisation et filtré

avec un filtre 0.22 pum en polyetersulfone (Millex®GP, Millipore).

Les textiles (5 cm x 5 cm) ont été imprégnés dans une solution de sulfate d’argent (10 g/L) en
respectant un rapport de bain de 2,5 mL/cm?, pendant une nuit sous agitation (80 rpm) a 37°C et a
l'abri de la lumiére. Le lendemain, les textiles ont été rincés sous ultrasons avec I'eau ultrapure
pendant 1 minute, mis sous agitation (80 rpm) a 37°C pendant 4 min a trois reprises et séchés a
90°C. Les textiles sont dénommés CHT-CTR-Ag et CD-CTR-Ag. Finalement, ces textiles ont recu
un traitement thermique (TT) a 140°C pendant 105 minutes sous étuve ventilée (Memmert UFP600)
pour stabiliser I'argent sur le textile. Les textiles ayant subi le traitement thermique ont été nommés
CHT-CTR-AQTT et CD-CTR-AQTT. L’étape de chargement de I'argent dans les textiles correspond
a la couche #2.

2.2.1.3  Construction du systéeme multicouche polyelectrolyte (PEM)

Le systéme PEM a été construit selon la méthode du « layer-by-layer » rapporté par Décher
(148,150) en utilisant la technique de « dip-coating » (Figure 50A) et précédemment décrite par notre
équipe (145,205). Tous les supports : (PET)-CHT-CTR, (PET)-CD-CTR, CHT-CTR-Ag, CD-CTR-
Ag, CHT-CTR-AQTT et CD-CTR-AgTT ont été imprégnés pendant 1, 5 ou 15 minutes dans une
solution de CHT (0.5% mn, PEY) préparée dans I'acide acétique (1% wv), puis rincés dans l'acide
acetique (0,3% ) afin d’enlever le CHT non adsorbé et finalement séchés a 90°C pendant 15
minutes. Les textiles ont été ensuite imprégnés dans une solution aqueuse de PCD (0,3% mn, PEY)
pendant 1, 5 ou 15 minutes, puis rincés dans I'eau ultrapure et finalement séchés a 90°C pendant
15 minutes. Les couches suivantes ont été déposées selon la méme méthode jusqu’a atteindre #21

couches.

En somme, la premiére couche (#1) et deuxieme couche (#2) des assemblages correspondent

a la couche thermo-fixée et au chargement des textiles par I'argent respectivement. Ensuite, le
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systeme PEM, a proprement dit, est 'ensemble d’un total de 21 couches (soit 10,5 bicouches). La
derniére couche du systéme PEM étant celle du CHT.

La construction du systeme PEM a été suivie par gravimétrie, les textiles ont été pesés avec
une balance analytique (KERN ALJ 310-4N, précision de 10*) aprés chaque dép6t d’'une bicouche
CHT/PCD. Le gain de masse est calculé de la fagon suivante :

masse du textile apres imprégnation — m;
GM,%=( pm Preg ‘)><100
i

Aprés la construction des 21 couches, les textiles ont regu un traitement thermique
(réticulation) a 140°C pendant 105 min sous étuve ventilée (Memmert UFP600) afin d’améliorer la
stabilité du systéme PEM (Figure 50B) en formant des liaisons covalentes de type amide entre les
fonctions amines du CHT et les fonctions carboxyliques du PCD. Les textiles sont nommés : CHT-
CTR-PEM, CD-CTR-PEM, CHT-CTR-Ag-PEM, CD-CTR-Ag-PEM, CHT-CTR-AgTT-PEM et CD-
CTR-AgTT-PEM.

a)
3) PCD 0.3% miv
1) CHT 0.5% miv "*—
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Figure 50. a) Procédé de construction du systeme PEM ; b) Formation des liaisons amides au moment du traitement
thermique a 140°C pendant 105 minutes (130).
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2.2.1.4 Evaluation de la dégradation du systéme PEM

L'évolution de la dégradation des supports a été réalisée afin d'évaluer la stabilité du systéme
PEM. Pour cela, les échantillons de 11 mm de diamétre (n=3) sont pesés (mi), immergés dans 10
mL de PBS pH 7,4 sous agitation (80 rpm) a 37°C. Aprés différents temps de dégradation, (1, 2, 3
et 7 jours) les échantillons sont rincés avec 2 mL d’eau ultrapure a deux reprises afin d’éliminer les
sels absorbés sur les textiles. Les textiles sont séchés a 90°C pendant 15 minutes, pesés (md) et
replacés a nouveau dans la solution de PBS qui est renouvelée en totalité. Les résultats (n=3) sont

exprimés en pourcentage de la masse restante en fonction du temps selon la formule suivante :

mi —md
masse restante, % = % X 100

2.2.2 Caractérisations physico-chimiques
2.2.2.1 Quantification des groupes carboxyliques

La quantification des groupes carboxyliques présent a la surface du textile PET a été réalisée
par une méthode de dosage avec le bleu d’ortho-toluidine (TBO, Mw: 305, 83 g/mol) (Figure 51A)
selon le protocole décrit par notre équipe (117,223). La méthode est basée sur l'interaction ionique
entre le TBO chargé positivement et les fonctions carboxyliques, sous la forme carboxylate, chargés

négativement (COO") a pH basique (Figure 51B).

a
b0
.CHs
HoN S = I‘I\l
CHj
b
1) Complexation TBO/COOH 2) Lavage de TBO non complexé 3) Désorptionavec acide 4) Lecture de " absorbance
avecNaOH 0,1 M acétique 50% viv a4 634nm
TBO*
TBO*  TBO* TBO/AC TBO/Ac TBOJ/Ac
TBOJAC
7 2 % 2 2 A TBO/AC TB0/As
%o, %o, %o, 4. So. %
o o o o o S * & &
TBO" © & © o & O o < &
AcOH
| | | | | | D | | |
50% viv ;
| PET | == | PET | = | PET | == ¢
pH 10 pH 10 pH2

Figure 51. (a) Structure chimique de la TBO (224). (b) Procédure de la méthode de quantification des groupes —COOH
dans la surface des textiles (PET)-CHT-CTR et (PET)-CD-CTR.

Les échantillons (11 mm de diamétre) ont été découpés dans les textiles fonctionnalisés
(PET)-CHT-CTR et (PET)-CD-CTR. lIs ont été ensuite immergés dans 20 mL d’une solution de TBO

(5 x 10* M) a pH 10, sous agitation a 240 rpm a l'abri de la lumiére, pendant 4 heures. Les
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échantillons sont ensuite rincés avec 20 mL d’'une solution de NaOH (0,1M) pendant 15 minutes a
deux reprises afin de retirer le TBO non complexé. Le TBO complexé avec les fonctions COO" des
textiles fonctionnalisés est désorbé dans 10 mL d’une solution d’acide acétique (AcOH 50%.)
pendant 20 minutes a température ambiante et a I'abri de la lumiére. Finalement, le TBO désorbé
dans '’AcOH 50% v est dosé par spectrophotométrie visible (UV-1800, Shimadzu, A = 634 nm) apres

avoir tracé la courbe d’étalonnage.
La quantité totale de fonctions COOH a été calculée selon la formule suivante :

mmol Absorbance x Volume, L
Fonctions — COOH, =

= — — - masse,
Coefficient d'extincion molaire, L. mM‘l/ g

2.2.2.2  Microscopie électronique a balayage (MEB)

La surface des supports textiles a été analysée par microscopie électronique a balayage (MEB,
HITACHI -4700 SEM Field Emission Gun) afin de connaitre leur morphologie, la distribution de
'argent sur le support et 'enrobage des fibres par le systeme PEM. L’analyse a été réalisée avec
une tension de 5kV. D’autre part, les spectres d’énergie dispersive de rayons X (EDX) ont été

réalisés a différents endroits des textiles pour obtenir la composition élémentaire de leur surface.

2.2.2.3 Capacité d’absorption des exsudats simulés

La capacité d’absorption des textiles a été évaluée selon la procédure de la norme AFNOR
NF EN 13726-1 (225). Les textiles (5 cm x 5 cm) ont été pesés et placés dans des boites de Pétri
(92x16 mm). Parallelement, une solution aqueuse de NaCl a 142 mM et de CaCl, & 2.5 mM a été
préparée a 37°C et ajoutée aux textiles (rapport de bain de 40 fois le poids du textile). Les boites de
Pétri ont ensuite été introduites dans un four ventilé (Memmert UFP600) a 37°C pendant 30 minutes.
Les échantillons sont finalement suspendus par un coin a 'aide d’'une pince métallique pendant 30
secondes et pesés. Les résultats sont exprimés par la masse moyenne de solution retenue par 100

cm? (n=6).
2.2.3 Caractérisation, quantification et libération de I’argent
2.2.3.1 Caractérisation des nanoparticules d’argent (AgNP)

Aprés avoir réalisé le traitement thermique (140°C, 105 min) sur les textiles CHT-CTR-Ag et
CD-CTR-Ag, une coloration brune a été observée. Ceci indique que les ions d’argent (Ag*) ont été
réduits sous la forme de nanoparticules (Ag°®). La caractérisation de la formation de nanoparticules
d’argent (AgNP) aprés le traitement thermique a été réalisée par spectrophotométrie UV-Visible.
Pour cela, deux méthodes ont été développées, la premiére consistent a étudier la réduction des

ions Ag* en nanoparticules (AgNP) en solution, la seconde directement sur les textiles.
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e Premiéere méthode : Des solutions de CHT (0,5% mx), de PCD (0,3% my) et de sulfate d’argent
(10 g/L) ont été préalablement préparées. 1 mL de la solution du sulfate d’argent est ajouté dans
9 ml de la solution de CHT ou de PCD. Ces solutions ont été agitées (80rpm) a 37°C pendant
24, 48, 72, 96 et 168 heures. Aprés chaque temps d’évaluation, toutes les solutions ont été
analysées par spectrophotométrie UV-visible (UV-1800, Shimadzu) sur une gamme de longueur

d’onde entre 220 et 700 nm. Les AgNP absorbent a une longueur d’onde de 400 nm.

e Deuxiéme méthode : Des supports textiles (& 11 mm) chargés par le sulfate I'argent, ayant ou
non subi le traitement thermique ont été immergés dans 5 mL d’une solution de NaOH 0,5 M,
passés a l'ultrason pendant 45 minutes, et mises sous agitation (300 rpm) toute la nuit a
température ambiante. Cette procédure a été réalisée pour extraire I'argent des supports textiles.
La moitié de la solution (2,5 mL) est conservée et 10 mL de solution de polymére de -
cyclodextrine a 6 mg/mL ont été ajoutés afin de stabiliser les ions argent en solution. Finalement,
toutes les solutions sont analysées par spectrophotométrie UV-visible (UV-1800, Shimadzu) sur

une gamme de longueur d’onde entre 220 et 700 nm.
2.2.3.2  Quantification et cinétique de libération de I'argent

Le dosage et le profil de la cinétique de libération de I'argent ont été réalisés par spectroscopie
d’absorption atomique de flamme (AAS, ThermoFisher®). En AAS, les métaux sont atomisés par
une flamme d’acétyléne permettant de quantifier une grande variété de métaux a I'échelle du mg/L
(226).

Afin d’évaluer la quantité d’argent sur les textiles, la premiére étape consiste en une extraction.
Pour cela, des échantillons (& 6 mm (n=6)) ont été immergés dans 10 mL d’une solution composée
d’acide nitrique et d’eau ultrapure (ratio 1:1), pendant une nuit a température ambiante. Les solutions
obtenues sont mesurées par AAS suivant une gamme d’étalonnage préalablement établie
(y=0,0353X - 0,0049, r2= 0,9993, [2,5 mg/l — 25 mg/L].

Afin d’évaluer le profil de libération de I'argent, 3 milieux de libération ont été choisis: I'eau
ultrapure, le PBS a pH 7,4 et une solution des exsudats simulés (solution agueuse de NaCl a 142
mM et de CaCl, 4 2.5 mM) selon la norme NF EN 13726-1 (225). Les échantillons (& 11 mm (n=6))
ont été placés dans des plaques de 24 puits (CytoOne®), 2 mL du milieu de libération ont été ajoutés
a chaque puit et les plagues sont mises sous agitation (80 rpm) a 37°C a I'abri de la lumiére. A
chaque temps d’évaluation, le milieu a été prélevé, conservé dans des microtubes (Eppendorfs®) et
remplacé par du milieu frais. Finalement, 2 mL d’ammoniac (28%., Sigma Aldrich) sont ajoutés aux

prélévements afin d’éviter la précipitation de I'Ag et ainsi permettre le dosage.

Tous les échantillons ont été analysés a I'Ecole Nationale de Chimie de Lille avec un
spectrophotometre atomique de flamme (AAS flamme, iCE 3300 ThermoFisher®) équipé avec une

lampe spécifique a I'argent (ThermoFisher®) a une longueur d’onde de 328.1 nm. Une gamme
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d’étalonnage de 0,5 ppm a 25 ppm a été réalisée a partir d’'une solution standard d’argent (1000

ppm, ThermoFisher®). Le dosage de I'argent a été calculé selon la formule suivante :

Quantité d'Ag (ug/cm?) = Absorbance < Vol (mL)
uantite g £g kg/ems) = Coef ficiente lineaire (ppm) ocumen tm

2.2.4 Incorporation de I'ibuproféne dans le pansement
2.2.4.1  Caractérisation du complexe IBU-CD

2.2.4.1.1 Diagramme de solubilité

Les CD sont utilisés dans plusieurs domaines notamment dans l'industrie pharmaceutique
comme des agents solubilisants de nombreux principes actifs. L'étude de la solubilité permet de
déterminer la valeur de la constante de dissociation ainsi que la stoechiométrie des complexes
formés. La méthode d’évaluation de la solubilité a été introduite par Higuchi et Connors dans les
années 1965. Lors de leurs travaux, ils ont établi 2 types de diagramme de phases de solubilité,
nommeés A et B tels que représentés dans la Figure 52. Dans les diagrammes de type A (Ap, AL
et An), les complexes formés sont solubles, c’est-a-dire que la solubilité des principes actifs
augmente en fonction de la concentration en CD. Au contraire des diagrammes de type B (Bs et

Bi) qui montrent une solubilité limitée.

Concentration du principe actif
W
w

Concentration de CD

Figure 52. Représentation graphique des types de diagramme de solubilité A et B avec leurs sous-types (Ap, AL, An, Bs
et B)) proposés par Higuchi et Connors (135)

L’influence de la BCD et du PCD dans la solubilisation de I'lBU base a été évaluée. Pour cela,
une solution tampon (KCI 0,2 M et HCI 0,1 M) a pH 2,5 a été préparée et utilisée pour la préparation
des solutions de BCD et du PCD a différentes concentrations (2 mM a 10 mM et de 2 mM a 44
mM respectivement). 5 mL de ces solutions ont été ajoutés dans des flacons contenant 100 + 5
mg d’IBU base afin d’obtenir une concentration en excés de 20 g/L. Les flacons ont ensuite été
placés sous agitation a 210 rpm a température ambiante pendant 24 heures. Chaque solution a

été filtrée avec un filtre en cellulose de 0,45 uym avant d’étre transférée dans des vials pour analyse
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par chromatographie liquide d’haute performance (HPLC-UV/Vis, Shimadzu LC-2010A-HT). La
phase mobile est composée d’'un mélange acetonitrile/ acide ortophosphorique pH 2.25 (65 :35)
introduite & 1 mL/min dans une colonne C18 (3 * 150 mm) maintenue a 40°C. Le volume d'injection
est fixé a 20 L et les lectures sont réalisées a 225 nm avec un temps de rétention de 6,5 minutes.
La quantité d’IBU base dissout dans les différentes concentrations de BCD et PCD est calculée

selon la formule suivante :

Aire du pic

Concentration d’ibuprofene (mM) = X Volume (mL)

Pente (mg.mL™1)

22412 Résonance magnétique nucléaire du proton 1H (RMN 1H)

La RMN du proton 1H a été réalisée afin de mettre en évidence la complexation entre
l'ibuproféne, la BCD et le PCD. Pour cela, les complexes d’'IBU- BCD et d’'IBU-PCD ont été préparés.
Les mélanges d’'IBU et de BCD ou de PCD ont été préparés dans I'eau ultrapure en guantité
éguimolaire (25mM : 25mM). Les complexes ont été mis sous agitation (100 tr/min) a 37°C pendant
72 heures pour I'obtention de I'équilibre. Les solutions ont été filtrées (0.45um, Nylon®), congelées
et puis lyophilisées. Finalement, un poudre blanche a été obtenue, dissoute (10 mg de produit dans
1 mL de D,0O) pour étre analysée par RMN du proton sur un appareil Haute Résolution 300MHz
(Bruker AC300).

2.2.4.2  Etude d’adsorption et de la libération de Iibuproféne

Les études de cinétiques et d’isothermes d’adsorption ainsi que de la libération de
l'ibuproféne sur des pansements, ont été effectuées a partir de textiles sous la forme de disques de
11 mm de diameétre. D’autre part, les solutions d’'ibuproféne, IBU et IBU-L ont été préparées a
différentes concentrations dans du PBS a pH 7,4. La technique analytique utilisée a été la
chromatographie liquide d’haute performance (HPLC-UV/Vis) dont les paramétres ont été les

mémes décrits dans la partie de I'étude de la solubilité (paragraphe 2.2.4.1.1).

22421 Cinétique d’adsorption de I'ibuproféne
Les échantillons (n=3) ont été imprégnés dans des solutions de IBU ou de IBU-L de
concentration fixe pendant un temps déterminé, compris entre 5 min et 24 heures. Le rapport de
bain a été de 5 mL par échantillon. Les échantillons ont ensuite été rincés dans le PBS pH 7,4
pendant 1 min et placés individuellement dans une solution d’éthanol absolu (IBU) ou dans le PBS
pH 7,4 (IBU-L) afin d’extraire I'ibuproféne. Un dosage par HPLC-UV/Vis (Shimadzu LC-2010A-HT)
a ensuite été réalisé pour déterminer la concentration d’ibuproféne, exprimé en pg/cm? de la fagon

suivante :

Aire du pic

Concentration d’ibuprofene (ug/cm2) = X Volume (ml)

Pente (mg.mL™1)
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2.2.4.2.2 Isothermes d’adsorption

L’isotherme d’adsorption permet de comprendre les mécanismes d’adsorption des principes
actifs sur les supports. Ce phénoméne d’adsorption repose sur un équilibre entre les formes solubles
et adsorbées, indiquant les interactions solide-molécules. Pour cela, des échantillons (n=3), 11 mm
de diamétre soit une surface de 0,95 cm?, ont été imprégnés dans des solutions d’'IBU ou d'IBU-L a
différentes concentrations, suivant un rapport de bain de 5 mL par échantillon pendant 24 heures
sous agitation (240 rpm) a 25°C. Les échantillons ont ensuite été rincés dans le PBS pH 7,4 pendant
1 min et placés individuellement dans une solution d’éthanol absolu (IBU) (pendant 4 heures) ou
dans le PBS pH 7,4 (IBU-L) pendant 24 heures afin d’extraire l'ibuproféne chargé sur les
pansements. La quantité d’ibuproféne adsorbée sur les textiles a été dosée par HPLC-UV/Vis
(Shimadzu LC-2010A-HT).

D’aprés cette théorie, deux modéles d’adsorption ont été proposés pour comprendre le

mécanisme d’adsorption : l'isotherme de Langmuir et l'isotherme de Freundlich.

a) L’isotherme de Langmuir : Ce modéle fait référence a 'adsorption de I'ibuproféne par
des interactions spécifiques sur un seul site d’adsorption et sans interactions entre les
molécules d’ibuproféne entre elles. L’adsorption de l'ibuproféne se réalise donc en

monocouche (Figure 53).

@ @ Soluteen
@ solution
Monocouche @

" Pansement

Figure 53. Représentation schématique de I'adsorption selon le modéle de Langmuir(227).
Le mécanisme est décrit par 'équation suivante :

qgm.b.Ce
“=1%b.ce
*= ge : quantité d’'ibuproféne adsorbée a I'équilibre par surface du pansement en cm?,
= Ce : concentration en ibuproféne a I'équilibre de la solution d'imprégnation (mg/L).
» gm : capacité d’adsorption a saturation (formation d’'une monocouche)
= b : constante d’énergie d’adsorption.

= K. =gm. b constante d’équilibre de Langmuir, liée a I'enthalpie d’adsorption.
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L . o s . C 1 C . .
La linéarisation conduit a I'’équation : q—: = b + q—;, et on représente graphiquement Ce/Qe en

fonction du Ce (mg/L)

b) L’isotherme de Freundlich : Ce modéle fait référence a I'adsorption de l'ibuproféne sur
plusieurs sites d’adsorption d’énergies et la possibilité d’interactions entre les molécules

d’ibuproféne adsorbées formant ainsi plusieurs couches (Figure 54).

@@ @@% oy
X .

Agregation de
plusieurs couches

Figure 54. Représentation schématique de I'adsorption selon le modéle de Freundlich (227).

Le mécanisme est décrit par 'équation suivante :
qge = Kf.Ce'/™

= ge : quantité d’'ibuproféne adsorbée a I'équilibre par surface du pansement en cm?.
= Ce : concentration en ibuproféne a I'’équilibre de la solution d’imprégnation (mg/L).
» K:: constante de Freundlich, liée a la capacité d’adsorption relative.

= 1/n: constante indiquant I'intensité de la réaction.

La linéarisation conduit a I'équation : Log ge = logKf + %log Ce et on représente graphiquement
Log (ge) en fonction de Log (Ce)

2.2.4.2.3 Cinétique de libération de I'ibuproféne

La cinétique de libération de libuproféne a été évaluée en mode statique. Le milieu de
libération utilisé a été le PBS pH 7,4. Les pansements (n=6), 11 mm de diamétre soit une surface
de 0,95 cm?, ont été préalablement imprégnés dans I'IBU (1g/L) ou dans I'IBU-L (1 a 10 g/L)
solubilisé dans le PBS pH7.4, rincés et séchés a 37°C pendant une journée. Les échantillons ont
ensuite été placés dans une plaque de 24 puits (CytoOne®) et 2 mL de PBS pH 7,4 ont été ajoutés
a chaque puit. La plaque a été ensuite mise sous agitation (80rpm) a 37°C et les préléevements ont
éteé réalisés a 30 min, 2, 4, 6, 24, 48 et 72 heures puis analysées par HPLC-UV/Vis (Shimadzu LC-

2010A-HT). A chaque prélévement, le milieu de libération a été remplacé par 2 mL de PBS frais.
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2.2.5 Cytotoxicité

La cytotoxicité des différents supports a été évaluée par le test de viabilité cellulaire en
employant la méthode de I'extrait (Figure 55), selon la norme ISO/EN 10993-5. Ce test a été effectué
avec des cellules épithéliales embryonnaires de poumon humain : lignée L132 (ATCC-CCL5)
présentant une bonne reproductibilité. Les cellules L132 ont été cultivées dans le milieu essentiel
minimum modifié (MEM, Gibco®, Life Technologie) supplémenté avec 10%., de sérum de veau feetal
(SVF, Gibco®, Life Technologie). Les cellules ont été préalablement repiquées dans une plaque de
culture cellulaire a 96 puits (Falcon®) a une densité de 4.0 x 10° de cellules par puits et placées dans
un incubateur (Binder, 37°C, 5% CO:2 et 100% d’humidité relative) afin d’établir une monocouche de

cellules recouvrant 60-70% de la surface de chaque puit.

KNG
(NQ_, L

=]

Echantillon textile mise Filtration du milieu Ligne cellulaire L132 mise en Testd' AlamarBlue®

en contact avec le milieu d’extraction (filtre de contact avec 100 uL de MEM filtré. et quantification avec
d'extraction (MEM) 0,22 um) 37°C, 5% CQOz2, pendant 24 heures. fluorométre
pendant 24 heures &
37°C, 80 rpm.

Figure 55. Procédure du test de viabilité cellulaire par la méthode d'extraction selon la norme ISO EN 10993-5

Les textiles (6 cm? / mL) ont été placés dans des flacons en polypropyléne dans le milieu de
culture (MEM). Les échantillons et le contréle (milieu sans textile) ont été placés dans un agitateur
thermostaté (37°C, 80 rpm) pendant 24 heures. Le lendemain, le milieu d’extraction a été collecté
et filtré (0,22 um LPB Acrodisc®, PALL, France) pour le stériliser. Le milieu de culture a été retiré de

monocouche de cellules et 100 pL du milieu d’extraction correspondant a été ajouté a chaque puit.

Aprés 24 heures d’incubation, la viabilité cellulaire a été mesurée par le test de AlamarBlue®
(ThermoFisher Scientific, France). Brievement, le milieu d’extraction a été retiré des cellules, 200 pL
de AlamarBlue® (dilué a 10% dans le milieu de culture) a été ajouté a chaque puit et la plaque a été
mise sous incubation pendant 2 heures. Finalement, 150 pyL du surnageant de chaque puit a été
transféré dans une plaque de 96 puit noir (Fluoro-LumoNuncTM, Polylabo, Strasbourg, France).
L’intensité de la fluorescence a été mesurée a l'aide d’un fluorométre (Berthold Technology GmbH
& Co, KG, Bas Wildbad, Germany) a une longueur d’onde d’excitation de 560 nm et une longueur
d’'onde d’émission de 590 nm. La viabilité cellulaire est exprimée en terme de pourcentage des

cellules viables par rapport au groupe control (n=8).
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2.2.6 Evaluation microbiologique in vitro

L'évaluation microbiologique des pansements a été réalisée sur deux souches bactériennes :
Staphylococcus aureus (CIP224) et Escherichia coli (K12). La culture bactérienne correspondante
a été obtenue par ensemencement d'une gélose en pente Mueller-Hinton Agar (MHA)
(ThermoScientific®, Oxoid Microbiological Products) pendant une journée sous incubation & 37°C.
Un volume de 10 mL de milieu de Ringer cysteiné (MerckMillipore®) a été ensuite ajouté sur la
culture bactérienne. La suspension bactérienne obtenue est de 1 x 108 UFC (unité formant une
colonie).

2.2.6.1  Evaluation du sulfate d’argent sur les souches bactériennes

2.26.1.1 Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI a été réalisée pour évaluer l'efficacité antibactérienne du sulfate d’argent dans une
plaque 96 puits (CytoOne®). Tout d’abord, 100 yL de milieu Mueller Hinton a été ajouté a chaque
puit, 100 pL de sulfate d’argent & 800 mg/L a ensuite été placé dans le premier puit pour réaliser
des dilutions successives jusqu’au atteindre une concentration finale en sulfate d’argent de 0,06
hg/L. Un volume de 100 uL de suspension bactérienne a 1 x 10* UFC/mL est finalement ajouté a
chaque puits. La plaque a été mise en incubation a 37°C pendant 24 heures et 48 heures. La CMI
est définie par la concentration la plus basse ou aucune turbidité ne peut étre visualisée. Ce test a
été réalisé en triplicata.

2.2.6.1.2 Courbe de croissance bactérienne
L’évaluation de la croissance bactérienne en présence de différentes concentrations de sulfate
d’argent a été réalisée. Des tubes (10 ml) contenant du milieu Muller-Hinton, du sulfate d’argent et
la suspension bactérienne (10° UFC/mL) ont été incubés pendant 2, 4, 6, 8, 24 et 48 heures a 37°C.
Différentes concentrations d’argent (13, 25, 50, 100 mg/L pour S. aureus et 6, 13, 25, 50 mg/L pour

E. coli) ont ainsi été préparées.

A chaque intervalle de temps, des dilutions successives au dixieme (101 a 104) dans une
solution de Ringer-cystéine ont été ensuite réalisées. Finalement, 100 uL de chaque dilution ont été
ensemencés sur des géloses MHA, lesquelles ont été incubées pendant 24h a 37°C. Un
dénombrement bactérien a ensuite été effectué. Les résultats sont exprimés en Logio UFC/mL en

fonction du temps. Ce test a été réalisé en triplicata.
2.2.6.2  Evaluation du pansement a I’'argent
2.26.21 Kirby Bauer (Test de Diffusion)
Le test de diffusion (Figure 56) a été réalisé a différents temps pour évaluer I'activité

antibactérienne des pansements et mettre en évidence la capacité du systeme PEM a ralentir la

diffusion de l'argent. Pour cela, les supports (11 mm de diamétre) ont été décontaminés par

101



PARTIE 2 : Matériels et Méthodes

rayonnement UV (lampe germicide, 15 watt, 290 nm) pendant 15 minutes, placés dans une boite 24
puits (CytoOne®) et 1 mL de PBS pH 7.4 a été ajouté a chaque puits. Les plaques ont été mises
sous agitation (80 rpm) a 37°C pendant 24, 48 et 72 heures avec un changement quotidien du PBS.
Les textiles ont été récupérés et déposés sur des géloses MHA ensemencées par S. aureus ou par
E. colia 1 x 10* UFC/mL. Aprés 24h d’incubation a 37°C, les rayons d’inhibition ont été mesurés.

Les résultats sont présentés sur une moyenne de 6 manipulations.

q;._ —
.| Dilution10*
gf;_i Ensemencement Dépot des
\\J/ J de 100 pL sur MHA échantillons
Souche
bactérienne: 108 P
f’f ® B
{ \Y
\\-i::%/
Mesure du diamétre @ 5
d’inhibition bactérienne. 3;':8“::::,0;41_
Figure 56. Procédure du test de de diffusion Kirby Bauer.
2.2.6.2.2 Cinétique de la réduction bactérienne (Kill Time)

Le test de Kill time a été réalisé pour évaluer la cinétique de réduction bactérienne, dans le but
de déterminer l'activité antibactérienne des pansements développés. Les textiles (11 mm de
diamétre) ont été décontaminés par rayonnement UV (lampe germicide, 15 watt, 290 nm) pendant
15 minutes et déposés dans une boite 24 puits (CytoOne®). Ensuite, 200 pL d'une suspension
bactérienne de S. aureus ou E. coli (1 x 108 UFC) ont été ajoutées a chaque puits. Les plaques ont
ensuite été incubées a 37°C et a chaque intervalle de temps (30 min, 2h, 4h, 6h et 24 heures), les
textiles ont été récupérés et placés dans 2 mL d’une solution de PBS pH 7,4. La solution obtenue
est passée aux ultrasons (60 sec) puis agitée au vortex (30 sec). Des dilutions successives au
dixieme (10" a 10*) dans une solution de Ringer-cystéine ont été ensuite réalisées. Finalement, 100
ML de chaque dilution ont été ensemencés sur des géloses MHA, lesquelles ont été incubées
pendant 24h a 37°C. Un dénombrement bactérien a ensuite été effectué (Figure 57). Les résultats

sont présentés sur une moyenne de 6 manipulations.
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Figure 57. Procédure du test du « Kill time ».
2.2.7 Etude in vivo du pansement
2.2.7.1  Stérilisation des pansements par rayons gamma

Avant d’effectuer I'évaluation in vivo des pansements, ceux-ci ont été préalablement
stérilisés par rayonnements gamma. Ce procédé de stérilisation utilise la radiation du Cobalt 60
(radio-isotope) dans le but d’éliminer les microorganismes. L'unité de dose absorbée s’exprime en
KiloGray (Kgy) et elle est déterminée par rapport a la densité du produit a stériliser. Les rayons
gamma ont une capacité élevée de pénétration, ce qui permet de stériliser des produits déja
emballés. La stérilisation des pansements a été réalisée chez Sterigenics® (Rantigny, France) via
I'entreprise Cousin Biotech (Wervicq Sud). Les pansements ont été conditionnés dans un double
emballage et stérilisés par rayons gamma avec une dose entre 25 a 40 Kgy, entre 2 et 4 heures.
(Norme 1SO 11137).

Dans le but d’évaluer le maintien des performances des pansements aprés la stérilisation
par rayonnements gamma ; des analyses de dégradation, d’observation par MEB, de cinétique de
libération de l'ibuproféne et du kill time ont été réalisés et comparés avec les résultats obtenus avant

la stérilisation gamma.
2.2.7.2  Evaluation in vivo des pansements sur un modéle murin infecté

Pour I'étude in vivo des pansements, des souris males C3H/HeN agées de 8 semaines ont été
achetées chez Charles River Laboratories (L'Abresle, France). Les souris ont été hébergées a
I'animalerie High-Tech de la faculté de Médecine de I'Université de Lille, sous un statut sanitaire
E.O.P.S. (Exempt d’'organismes Pathogénes Spécifiques) dans des conditions optimales de
température (21,5 £ 1° C) et d'humidité (45% a 65%). Avant de commencer les expériences,
l'acclimatation des souris a été réalisée dans des cages filtrantes a usage unique pendant 7 jours.
Les souris ont regu de I'eau et de la nourriture a volonté. Toutes les procédures expérimentales ont
été effectuées conformément aux exigences du C2EA - 75 : Comité d’Ethique en Expérimentation
Animale des Hauts de France (dossier de référence 2017051910183697)

Le jour de la manipulation, les souris (n=3, par groupe) ont été anesthésiées sous isoflurane,
un agent anesthésique volatil. Puis, la zone dorsale a été rasée a I'aide d’'une tondeuse et a la créme

épilatoire Veet®. La zone a été nettoyée avec une solution stérile de sérum physiologique et une
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abrasion a été réalisée sur la zone rasée a 'aide d’un scalpel. 20 uL d’une suspension d’E. coli K12
(7 Logl0o UFC/MI) a été déposée sur la plaie. Les pansements (11 mm de diametre) ont été
humidifiés dans le sérum physiologique et déposés sur la plaie infectée. Une compresse a été
ajoutée comme pansement secondaire. L’ensemble est finalement recouvert d’'un film adhésif
(Tegaderm™), pour maintenir le pansement en place, et une injection unique de buprénorphine est
administrée comme traitement analgésique. Les pansements ont été renouvelés au bout de 3 jours

et 7 jours. La Figure 58 représente la procédure de I'évaluation in vivo des pansements.

Les pansements récupérés ont été évalués par une analyse microbiologique afin de connaitre
I'évolution de la population bactérienne sur le pansement comparé a la charge bactérienne initiale.
Une identification des différentes souches présentes, provenant de la flore commensale de la souris
ou de la charge initial du pansement a été réalisée. Finalement, aprés 7 jours de traitement, les

souris ont été euthanasiées.
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Figure 58. Procédure de I'étude in vivo des pansements chez les souris C3H/He
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CONCEPTION, CARACTERISATION ET EVALUATIONS BIOLOGIQUES ET
MICROBIOLOGIQUES IN VITRO DU PANSEMENT A L’ARGENT

109



PARTIE 3 : Résultats et discussion

110



PARTIE 3 : Résultats et discussion

3 Résultats et discussion

3.1 Conception, caractérisation et évaluations biologiques et microbiologiques in vitro

du pansement a I’argent

La premiére partie de ce travail a pour objectif la conception du pansement avec l'argent
(premier principe actif) pour lui apporter des propriétés antibactériennes. Des techniques de
caractérisation des supports textiles aprés chaque étape de conception du pansement ont été
réalisées. Parmi celles-ci, la quantification des fonctions carboxyliques suite au prétraitement du
support en PET par thermofixation des systemes CHT-CTR et CD-CTR, I'étude de la réduction des
ions Ag* en nanoparticules d’argent (AgNP), I'adsorption et le profil de libération de I'argent ont été
réalisés. Suite a cela, I'évaluation du systéme PEM en termes de croissance, de dégradation et de
capacité d’absorption a été développée. Finalement, I'évaluation de la cytotoxicité et de I'activité

antibactérienne des textiles ont été réalisés afin de déterminer I'innocuité et I'efficacité des supports.
3.1.1 Conception du pansement
3.1.1.1  Prétraitement par thermofixation du PET par CHT-CTR ou CD-CTR

Le CHT ou la BCD réticulés par le CTR ont été utilisés pour fonctionnaliser la surface des
textiles en PET via la méthode dite de « pad-dry-cure » ou « de thermofixation ». Cette premiére
étape a été développée pour obtenir une premiére couche (#1) riche en fonctions carboxyliques
(caractére anionique), afin de charger les textiles par le sulfate d’argent et ensuite construire le
systeme PEM. Le gain masse des textiles aprés I'étape de fonctionnalisation (Figure 59A) est de
33,0% = 5,0 pour les textiles fonctionnalisés par la BCD-CTR ((PET)-CD-CTR) et de 10,0% + 0,7
pour ceux fonctionnalisés par le CHT-CTR ((PET)-CHT-CTR). La densité de groupes COOH
déterminée par la méthode du bleu de toluidine (117,216) est de 42,1 + 9,9 umol/cm? et 13,9+ 2,4

umol/cm? respectivement (Figure 59B).
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(PET)-CHT-CTR (PET)-CD-CTR (PET)-CHT-CTR (PET)-CD-CTR

Figure 59. Gain de masse du textile PET aprés I'étape de fonctionnalisation par la méthode dite du « pad-dry-cure » par
le CHT-CTR ou la BCD -CTR (a). Densité de fonctions carboxyliques (COOH) dans les supports textiles (PET)-CHT-CTR
et (PET)-CD-CTR (b).
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Notre équipe a déja publié plusieurs articles concernant la réaction de réticulation entre les
cyclodextrines et I'acide citrique. Le CTR est un composé triacide carboxylique qui forme un réseau
polymére tridimensionnel avec les CDs permettant ainsi I'enrobage des fibres. La réaction produite
est une estérification impliquant deux fonctions carboxyliques du CTR (passage par un composé
anhydride) avec les groupes hydroxyles des CDs. Ainsi au moins, une fonction carboxylique reste
libre pour apporter des propriétés d'échange ionique au support textile, en plus de celle de former
des complexes d’inclusion dans les cavités des cyclodextrines avec des principes actifs
(139,221,228-230).

La structure du PCD immobilisé sur le textile sous la forme d’'une couche thermofixée est
identique a celle du polymére soluble de cyclodextrine qui sera utilisé plus loin pour la construction
du PEM (Figure 25)

De la méme maniére, des réactions d’estérification et d’amidation ont lieu pour le CHT réticulé
par le CTR. Aubert-Viard et al., ont montré que la concentration utilisée en CTR et en CHT influe
dans I'obtention de textiles ayant un caractére cationique ou anionique (117). Dans ce projet, le CTR
a été utilisé en exces (10%my) par rapport au CHT (2,5%my) afin d’obtenir un textile supportant un
maximum de charges négatives pour interagir avec les ions argentiqgues par échange ionique
(Figure 22)

3.1.1.2 Chargement de I’argent dans les textiles

Aprés leur fonctionnalisation, les textiles (PET)-CHT-CTR et (PET)-CD-CTR ont été activés
par le sulfate d’argent (couche #2). Le gain de masse des textiles aprés le chargement de I'argent a
été de 2.5 + 0,26% pour CHT-CTR-Ag et de 4,26 + 1,92% pour CD-CTR-Ag. Pour les deux types
des textiles, I'argent interagit avec les fonctions carboxyliques résiduelles du CTR de la couche #1,
a travers des liaisons ioniques (117,230). De plus, I'argent interagit également avec les groupes N-

acétyle et les fonctions amines du CHT par une réaction de chélation (117,231).

Aprés avoir imprégné les textiles dans la solution de sulfate d’argent (10 g/L), ceux-ci ont
présenté une coloration marron qui indique la présence de 'argent a la surface des textiles. Cette
coloration s’intensifie apres le traitement thermique a 140°C pendant 105 min révélant la probabilité

d’une réduction des ions argentiques en nano particules d’Ag° (AgNP) : (Figure 60).
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CHT-CTR-AQTT

CD-CTR-Ag CD-CTR-AQTT |

Figure 60. Echantillons textiles fonctionnalisés par la CD-CTR, activés avec le sulfate d'argent sans (CD-CTR-Ag) ou
avec traitement thermique (140°C, 105 min) (CD-CTR-AgTT).

Les mécanismes qui sont impliqués ont été décrits dans la littérature, et correspondent tout
d’abord a une interaction des groupes N-acétyle amines des polysaccharides avec les ions argent
(Ag*) conduisant a la réduction de Ag*en nanoparticules (Ag°). Une réaction de chélation avec le
CHT (232), influencée par la température de traitement et par la présence de groupes carboxyliques
résiduels du réseau PCD (233). Afin de mettre en évidence la formation de nanoparticules, la
solution d’argent a été mise en présence de PCD ou de CHT. Les Figure 61 A et C montrent
I'évolution des spectres UV-visibles des solutions en fonction du temps (0 a 168 heures) et révélent
la transformation de I'argent de Ag+ en Ag° en présence de CHT ou de PCD. En effet, I'apparition
d’'une large bande caractéristique de AgNP entre 400 et 600 nm, particulierement entre 24 et 168
heures (209) est mise en évidence. Notre observation est confortée par les observations de Ma et
al. et de Carapeto et al. Ma et al., ont montré que les ions argent en présence de cyclodextrines
citratées se présentent sous la forme de AgNP aprés application d’un traitement thermique (233).
De la méme maniére, Carapeto el al., ont déterminé une lente formation des AgNP (a 48 heures) en

présence de CHT (232), ce qui est en concordance avec les résultats obtenus en solution.

De maniére intéressante, nous observons également sur les spectres UV une bande
d’absorption centrée a 270 nm et une autre a 470 nm (moins intense) qui correspondraient a la
formation de AgNP. Les Figure 61 B et D montrent les absorbances & 270 nm et 470 nm, en fonction
du temps de formation des nanoparticules. Il est notable que pour les deux mélanges, 'absorbance

augmente de maniére linéaire a 270 nm et a 470 nm en fonction du temps jusqu’a 96h.
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Figure 61. Spectres d'absorption UV-visible des solutions aqueuses de sulfate d'argent (10 g/L, de CHT 0,5% m/v (a), de
PCD 0,3% m/v (c) et des mélanges frais pour le CHT a 0,5% ou de PCD a 0,3% avec le sulfate d’argent a 10 g/L,
pendant 24h & 168 heures d’analyse a 37°C.Absorbance a 270 nm et a 470 nm en fonction du temps du CHT a 0,5% (b)
ou de PCD (d) a 0,3% avec le sulfate d’argent a 10 g/L en fonction du temps (24h a 96 heures) (Déterminé par
spectroscopie UV-visible).

D’autre part, 'argent chargé dans les textiles fonctionnalisés a été extrait avec une solution de
NaOH a 0,5 M afin de déterminer si les AgNP se forment avant ou apres le traitement thermique. La
Figure 62 rapporte les spectres UV-visible des AgNP dans le surnageant entre 220 et 670 nm. Il est
clair que 'argent extrait des textiles fonctionnalisés par la CD-CTR est sous forme nano particulaire
car une bande d’absorbance apparait a 400nm. De plus ces échantillons montrent des absorbances
plus intenses que ceux fonctionnalisés par le CHT-CTR, notamment apres I'application du traitement
thermique. Cette différence s’explique par une quantité plus importante en fonctions -COOH dans
les textiles (PET)-CD-CTR (42,1 + 9,9 umol/cm?) que dans les textiles (PET)-CHT-CTR (13,9+ 2,4
umol/cm?). De plus, une coloration ambre apparait aprés avoir désorbé les textiles avec la soude,

laquelle est plus foncée pour les textiles (PET)-CD-CTR.
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Figure 62. Spectres d'absorption UV-visible d’AgNP extraites des différents supports textiles a partir d’'une solution de

NaOH 0,5M.

Ceci conforte 'hypothése basée sur les observations Ma et al.,(233) et de Suarez-Cerda et

al., (234). Au regard des conclusions rapportées par les deux auteurs et en considérant la

composition de la PCD (CD et CTR) ; une analyse complémentaire a été développée. Une solution

de PCD (6 g/L) a été préalablement préparée et placée dans les pots contenant les textiles

fonctionnalisés par le CHT-CTR et la solution de soude. La solution finale a été analysée par

spectroscopie UV-visible.

L’intensité des absorbances présentée dans la Figure 63 a augmenté en présence de PCD

dans la solution. Il faut mentionner qu’avant d’ajouter la solution de PCD, une coloration jaune foncé

s’est formée immédiatement. La détection de AgNP apres ajout de la PCD est possible di a

l'interaction entre les AgNP et le réseau polymeére du PCD, gréce a la densité des fonctions COOH

apporté par I'acide citrique, permettant leur stabilisation et leur agglomération, ce qui permettrait leur

visualisation (233,234).
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Figure 63. Spectres d'absorption UV-visible d’AgNP extraites des textiles fonctionnalisés CHT-CTR avec l'argent avec
ou sans traitement thermique a partir d’'une solution de NaOH 0,5M. Apreés la solution d’extraction a été mélangé avec

une solution de PCD 6g/L.
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L’intérét d’évaluer la formation des AgNP sur les supports textiles aprés l'application du
traitement thermique (140°c, 105 min), est d’établir si les AgNP pourraient rester stables sur les deux
types de supports ((PET)-CHT-CTR et (PET)-CD-CTR)) et avoir un impact favorable dans la
construction du systeme PEM, dans le profil de libération de I'argent ou dans [I'évaluation

microbiologique « in vitro » des pansements.
3.1.1.3 Construction du systéme PEM

Apreés I'étape du chargement des textiles par I'argent (avec ou sans traitement thermique), le
systeme PEM a ensuite été construit. La premiére couche de cet assemblage correspond a celle du
CHT (couche #3). La construction du systeme PEM a été évaluée en relation du gain masse apres
chaque bicouche déposée sur le textile. Les courbes présentées dans les Figure 64 A et B montrent
une perte du gain de masse certainement da a la perte d’argent au moment de construire les
assemblages. Cependant, la perte du gain de masse est aussi observée dans les assemblages
construits a 15 minutes dans les supports sans argent (Figure 64 A).

La méthode dite du « layer-by-layer » a été utilisée pour appliquer le systéme PEM sur le
pansement a I'argent. Dans ce but, un enrobage successif en immergeant les textiles dans des
solutions de CHT et de poly-Bcyclodextrine (PCD), avec des étapes intermédiaires de ringage et de
séchage, a été réalisé (145,205). La Figure 64 montre une évolution linéaire du gain de masse avec
le nombre de couches déposées sur les textiles fonctionnalisés ((PET)-CHT-CTR et (PET)-CD-CTR)
activés ou non par I'argent (Figure 64 A). Plus particulierement, la Figure 64 A, montre que I'argent
n’interfére pas dans la construction du systéeme PEM. De plus, la Figure 64 B ne rapporte pas

d’influence du temps d’immersion (1, 5, 15 min) sur la construction du systeme PEM.

Aprés d’avoir déposé 21 couches sur les différents textiles, le gain de masse atteint 50 £ 0,7%
et 57 £3,7% pour les textiles fonctionnalisés par la (PET)-CD-CTR qui ont été chargés par I'argent,
traités ou non thermiquement (Figure 64 C). Par contre, le gain de masse des textiles
fonctionnalisés par le (PET)-CHT-CTR atteint seulement 30%+0.74% et 29%z0.75%
respectivement. L’enchainement des bicouches CHT/PCD auto-assemblées est le méme pour les
systemes PEM construits sur les textiles modifiés par le (PET)-CHT-CTR ou (PET)-CD-CTR (couche
#1). Il est donc important de noter que la méthode de fonctionnalisation des textiles n’influe pas sur

'enchainement des assemblages.
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Figure 64.Gain de masse des textiles aprés I'étape dite du « pad-dry-cure » avec le CHT-CTR ou la CD-CTR (couche

#1), le chargement avec sulfate d'argent avec ou sans le traitement thermique (couche #2) et 21 cycles de dépbts de

couches par le procédé L-b-L dans une solution de CHT (0,5% m/v) et dans une solution de polyCTR-BCD (0,3% m/v)
avec des temps d'immersion de 1, 5 et 15 minutes.

D’autre part, la croissance de systémes PEM est de type linéaire (Tableau 8). Le CHT est un

polymeére linéaire mais le polymére de cyclodextrine est sous forme globulaire, les assemblages
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CHT/PCD ne répondent pas a un empilement linéaire des polyelectrolytes mais plutét a
I'enchevétrement de ces polyméres comme cela été montré dans le cadre de la thése de Jatupol
Junthip (193).

Tableau 8. Evaluation des R? de I’évolution du gain de masse et pourcentage de gain de masse par bicouche déposée
sur différents supports textiles présentant le systeme PEM (21 couches)

R? calculé a partir de I’évolution Pourcentage de gain de masse

Textiles de gain de masse. par bicouche déposé
CHT-CTR-PEM 15 minutes 0,9828 3,5
CHT-CTR-Ag-PEM 15 minutes 0,9814 3,6
CHT-CTR-Ag-PEM 5 minutes 0,9973 3,3
CHT-CTR-Ag-PEM 1 minute 0,9923 2,3
CHT-CTR-AgTT-PEM 1 minute 0,9847 2,2
CD-CTR-PEM 15 minutes 0,9848 4,5
CD-CTR-Ag-PEM 15 minutes 0,9831 4,7
CD-CTR-Ag-PEM 5 minutes 0,98513 3,9
CD-Ag-PEM 1 minute 0,9848 2,4
CD-CTR-AgTT-PEM 1 minute 0,9953 2,4

Afin de mieux évaluer la perte d’argent lors de la construction du systtme PEM, une
guantification a été réalisée. La Figure 65 montre la quantité d’argent adsorbée sur les textiles apres
la construction compléte du systeme PEM, afin de déterminer si le dép6t des assemblages influe
significativement sur la perte d’argent mentionnée. La quantité d’argent est de 580 + 38 ug/cm? pour
les textiles fonctionnalisés par la CD-CTR, et de 289 * 40 pg/cm? pour les textiles fonctionnalisés
par le CHT-CTR. Cette différence est due a la densité des groupes carboxyliques déposés sur les
textiles aprés I'étape de fonctionnalisation (couche #1), laquelle est plus importante sur les textiles
(PET)-CD-CTR (42,1 + 9,9 umol/cm?, Figure 59 B) comme cela a été mentionné dans le paragraphe

précédent.

Lorsque le systtme PEM est construit avec 15 min d’immersion dans les solutions de
polyelectrolytes, la quantité d’argent diminue de maniére importante a 30 + 5 pg/cm? pour CD-CTR-
Ag-PEM et a 4 + 0,5 pg/cm? pour CHT-CTR-Ag-PEM. Ces résultats sont en concordance avec la
diminution de la masse du textile aprés le dépét de la couche #3 montrée dans la Figure 64 A.
D’autre part, la quantité d’argent diminue dans une moindre mesure lorsque le temps d'immersion a
été réduit a 5 et 1 minute (58 + 9 pg/cm? et 60 + 8 pg/cm? pour CD-CTR-Ag-PEM et, 10 + 1,4 ug/cm?
et 23 + 1,3 pg/cm? pour CHT-CTR-Ag-PEM respectivement).
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Figure 65. Quantité d’argent présente dans différents textiles. La mesure a été effectuée par spectroscopie d’absorption
atomique apres traitement des échantillons (n=6) avec une solution d’acide nitrique-eau (1 :1) pendant une nuit a
température ambiante.

En revanche, quand la couche #3 est appliquée aux textiles avec 'argent traité thermiquement
(AgTT), la perte d'argent semble faible (Figure 64 C). En effet, 'application du traitement thermique
permet la formation de AgNP stables, ce qui réduit la migration de I'argent vers les solutions de
polyélectrolytes lors de la construction du systéeme PEM en utilisant la méthode de dip-coating.

La quantité d’argent (AgTT) est de 582 + 21 ug/cm? pour les textiles fonctionnalisés par la CD-
CTR et de 254 + 11 pg/cm? pour ceux fonctionnalisés par le CHT-CTR. Ces résultats montrent la
méme tendance qu’avant le traitement thermique. Lorsque le systéme PEM est construit, une perte
d’argent a tout de méme été observée mais reste moins importante que lorsque la couche d’argent
n'est pas traitée thermiquement. En effet, la quantité d’argent atteint a 88 + 6 ug/cm? pour CHT-
CTR-AgTT-PEM et 210 + 28 pg/cm? pour CD-CTR-AgTT-PEM. Ces résultats indiquent que la
combinaison du traitement thermique des textiles chargés a I'argent et la construction du systéme

PEM, avec un temps d’'immersion de 1 minute limite les pertes d’argent.
On peut souligner que la quantité d’argent des pansements CHT-CTR-AgTT-PEM et CD-CTR-
AgTT-PEM est 4 et 1,6 fois plus faible que celle du pansement commercial UrgoTul®-Ag (350

ug/cm?).

3.1.1.4  Suivi de la dégradation du systéeme PEM

Comme il a été mentionné ci-dessus, aprés d’avoir déposé la derniére couche (#21) (CHT) du

systeme PEM, les textiles ont subi un traitement thermique a 140°C pendant 105 min, afin

119



PARTIE 3 : Résultats et discussion

d’améliorer la stabilité du systéme PEM. Afin d’évaluer I'efficacité du traitement thermique sur les
pansements congus, une analyse de la dégradation du systeme PEM dans le PBS pH 7,4 a 37°C a

été réalisée pendant 7 jours.

La Figure 66 représente la masse restante en fonction du temps pour les textiles ayant le
systéme PEM construit avec un temps d’immersion de 15 min et 1 minute dans les solutions de
polyelectrolytes. Aprés 7 jours d’évaluation, les textiles CTR-CHT-PEM 15 min, CHT-CTR-PEM 1
min, CHT-CTR-Ag-PEM 1 min et CHT-CTR-AgTT-PEM 1 min ont perdu respectivement 3,78 +
0,49%, 3,26 + 0,29%, 2,21 + 0,33 et 2,02 £ 0,43% de leur masse (Figure 66 A).

D’autre part, des textiles fonctionnalisés par le CD-CTR : CD-CTR-PEM 15 min, CD-CTR-PEM
1 min, CD-CTR- Ag-PEM 1 min et CD-CTR- AgTT-PEM 1 min ont perdu 6,7 + 0,48%, 5,45 + 0,78%,
7,69 £ 0,59% et 4,23 + 0,46% de leur masse, apres 7 jours d’évaluation respectivement (Figure 66
B).

Il faut noter que quelle que soit la nature de la premiére couche thermofixée (CD-CTR ou CHT-
CTR), la couche d’argent, qu’elle ait subit un traitement thermique ou non, n'impacte pas la

dégradation du systéme PEM.
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Figure 66. Perte de masse (en %) des systemes PEM, construits avec 1 minute entre chaque imprégnation, en fonction
du temps de dégradation dans le PBS pH 7,4 (37°C, 80 rpm) sur des textiles fonctionnalisés par le CHT-CTR (a) et par
le CD-CTR (b).

Les études de dégradation des systemes PEM ont également été évalués sur d’autres travaux
au sein de notre équipe. La différence ici, était le traitement thermique, qui n’avait pas été appliqué
aux systémes PEM. Par exemple, Martin et al., ont démontré que dans le PBS pH 7,4, les systéemes
PEM (#12 couches) ont été complétement dégradés aprés 7 jours. En effet, le PBS présente une
force ionique qui induit des perturbations dans les assemblages des systémes PEM a cause d'une
compétition des ions libres présents dans le PBS, provoquant ainsi la déstructuration des
assemblages (145). D’autre part, Aubert-Viard et al., ont montré une perte de masse qui atteint 20%
pour les systemes PEM ayant 21 couches. Par contre, lorsque le traitement thermique (140°C, 105

min) est appliqué sur ce méme textile, seulement 5% de la perte de masse a été rapporté aprés 5
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semaines (130). Ces résultats sont donc une preuve indirecte de la réticulation du systéme PEM

lors du traitement thermique.

En conclusion, les résultats obtenus a propos la construction du systeme PEM sur le
pansement a l'argent, ont montré qu'il n’y a pas de différence majeure de I'évolution du gain de
masse par rapport au temps de construction a 15, 5 ou 1 min. De plus, le taux de dégradation n’est
pas impacté par la présence d’argent (avec ou sans traitement thermique). Il a aussi été constaté
que le traitement thermique limite la perte d’argent au moment de la construction du systéme PEM.
Finalement, les supports textiles CHT-CTR-AgTT, CD-CTR-AgTT, CHT-CTR-AgTT-PEM et CD-
CTR-AgTT-PEM (avec un temps dimprégnation de 1 minute) ont été sélectionnés pour les

évaluations suivantes.
3.1.2 Caractérisation physico-chimique
3.1.2.1  Microscopie électronique a balayage (MEB)

La caractérisation des supports textiles par MEB a été réalisée dans le but d’observer leur
morphologie aprés chaque étape de la conception du pansement. De la méme maniére, des
spectres EDX ont été réalisés a des endroits particuliers (indiqués par des fleches rouges) pour
obtenir l'information de la composition élémentaire des échantillons. L’'observation par MEB des

supports textiles et leurs spectres EDX correspondants sont présentés dans la Figure 67.

" \n\,

121



PARTIE 3 : Résultats et discussion

Figure 67. Images MEB (X300) et spectres EDX de (a) PET ; (b) (PET)-CHT-CTR ; (c) CHT-CTR-AgTT ; (d) CHT-CTR-
AQTT-PEM ; (e) (PET)-CD-CTR ; (f) CD-CTR-AQTT ; (g) CD-CTR-AgTT-PEM. La fleche rouge indique la partie de
I’échantillon analysé par EDX.
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Le textile PET (Figure 67 A) présente des fibres lisses qui apparaissent comme une structure
tridimensionnelle et poreuse. Comme prévu, le spectre EDX a montré des pics correspondants au
carbone (C) et a 'oxygéne (O), lesquels sont des éléments fondamentaux des chaines polyméres
gui composent le polyéthyléne téréphtalate (PET). L’étape de fonctionnalisation avec le CHT-CTR
((PET)-CHT-CTR, Figure 67 B) permet un dépét homogéne autour des fibres, les interstices entre
les fibres sont en partie comblés. Au contraire, la fonctionnalisation avec le CD-CTR ((PET)-CD-
CTR, Figure 67 E) provoque un comblement important entre les fibres, qui est en corrélation avec
le gain de masse obtenu aprés la fonctionnalisation (33,0% + 5,0). Les spectres EDX des textiles
fonctionnalisés comportent des pics de C et O, correspondant cette fois-ci a la couche #1 déposée
(CHT-CTR ou CD-CTR). Des pics correspondants aux éléments phosphore (P) et de sodium (Na)
sont aussi apparus. lls correspondent a des résidus du catalyseur employé pour la fonctionnalisation
de la premiere couche (hypophosphite de sodium)

Les textiles chargés par I'argent : CHT-CTR-AQTT (Figure 67 C) et CD-CTR-AQTT (Figure 67
F) présentent des agglomérats apparaissant en couleur blanche qui sont situés dans les espaces
vides entre les fibres. Les spectres EDX ont confirmé que ces agglomérats correspondent a I'argent.

Les signaux des pics sont plus prononcés sur les textiles CD-CTR-AgQTT (46,22%).

Lorsque le systéme PEM est appliqué : CHT-CTR-AgTT-PEM (Figure 67 D) et CD-CTR-AgQTT-
PEM (Figure 67 G) ; les interstices sont presque totalement comblés. Quelques nervures et des
espaces craquelés sur le revétement de polymére sont aussi observés, ce qui est di a la
déshydratation des polyméres aprés I'application thermique (140°C, 105 min) pour la stabilisation
des assemblages. Les spectres EDX rapportent la diminution du signal de l'argent aprés la
construction du systeme PEM, da certainement a la diffusion de l'argent au moment de la
construction des assemblages Le Tableau 9 montre les pourcentages massiques de chaque

élément des textiles détectés par EDX.

Tableau 9. Pourcentage massique du carbone (C), oxygene (O), argent (Ag), sodium (Na) et phosphore (P) détecté par
EDX dans chaque zone analysée sur les textiles

Textiles C @] Ag Na P
Energie (KeV) 0.2842 0.5431 3.351 1.0708 2.1656
PET 65,59 34,15 - -
(PET)-CHT-CTR 65,02 34,50 - - 0,48
CHT-CTR-AQTT 45,55 29,25 25,19 - -
CHT-CTR-AgTT-PEM 54,85 42,17 1,54 1,44 -
(PET)-CD-CTR 60,34 39,07 - 0,15 0,31
CD-CTR-AQTT 29,96 35,50 46,22 - 0,59
CD-CTR-AQTT-PEM 51,02 44,46 2,78 1,74 -
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3.1.2.2 Capacité d’absorption des exsudats simulés

La capacité d’absorption des textiles a été évaluée selon la norme AFNOR NF EN 13726-1
(225). Les résultats présentés sur la Figure 68 montrent la masse moyenne de solution (g) retenue
par 100 cm? de textile. La capacité d’absorption du textile vierge PET est similaire a celle du
pansement commercial UrgoTul®-Ag (1,0 + 0,2 g/100cm? et 1,0 + 0,1 g/100cm? respectivement). Les
textiles fonctionnalisés par le CHT-CTR ou la CD-CTR présentent une capacité d’absorption de 1,47
+ 0,14 g/100cm? et de 1,68 + 0,15 g/100cm? respectivement. Le processus de fonctionnalisation

permet une meilleure absorption de la solution saline par rapport au PET vierge.
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Figure 68. Quantité de solution saline retenue, exprimé par g/cm2 de textile de différents types de supports aprés 30
minutes d'immersion dans une solution composée de NaCl 142 mM et CaCl2 2,5 mM a 37°C (* p<0.05).

La capacité d’absorption des textiles enrobés par le systéme PEM est de 1,9 + 0,2 g/100 cm?
pour CD-CTR-AgTT-PEM soit 1,5 fois plus élevée que celle du CHT-CTR-AgTT-PEM (1,3 £ 0,05
9/100 cm?). Méme si le CHT présente des propriétés d’absorption (109,235), d’autres pansements
contenant des fibres naturelles ont démontré une capacité plus élevée d’absorption, comme par
exemple les pansements a base d’alginate (10,0 g/100 cm?) ou a base de carboxyméthylcellulose
(9,0 g/100 cm?) (236). Néanmoins, une haute capacité d’absorption peut étre risquée pour les
traitements des plaies non exsudatives, car cela peut produire une macération conduisant a la

décomposition des tissus causant finalement une infection.

En revanche, le pansement développé dans ce projet vise plutdt les plaies en phase de
détersion, c’est-a-dire des plaies présentant des infections et des tissus fibrineux ou nécrotiques,

lesquels doivent étre éliminés pour obtenir un milieu favorable pour la cicatrisation. Les pansements
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sont fréquemment utilisés pour favoriser la détersion auto-lytique (naturelle) des plaies. En effet, ce
pansement pourrait maintenir un milieu humide de la plaie pour décrocher les tissus nécrotiques et
ainsi stimuler les cellules qui ont une action détersive comme les macrophages et les lymphocytes

entre autres.
3.1.2.3 Cinétique de libération de I’argent

L’étude de la cinétique de libération de l'argent a été évaluée dans trois milieux : I'eau
ultrapure, les exsudats simulés (norme NF EN 13726-1) et le tampon phosphate PBS a pH 7,4. La
quantité totale d’argent adsorbée dans chaque textile, dosée par la technique d’absorption atomique
de flamme, est présentée dans le Tableau 10. La Figure 69 montre la quantité d’argent libérée par
différents textiles, incluant le pansement commercial UrgoTul®-Ag, dans I'eau ultrapure (Figure 69
A), dans une solution d’exsudats simulés (Figure 69 B) et dans le PBS a pH 7,4 (Figure 69 C). Ces

milieux de libération ont été utilisés dans le but de simuler les différents environnements.

Tableau 10. Quantité totale d'argent (ug/cm2) adsorbée dans différents textiles et dans le pansement commercial

UrgoTul®-Ag.
Textile Quantité totale d’argent en
ug/cm?

CHT-CTR-AQTT 254,86 + 11,75
CHT-CTR-AgTT-PEM 88,52 + 6,61

CD-CTR-AQTT 591,89 + 27,57
CD-CTR-AgQTT-PEM 210,77 + 28,64

UrgoTul®-Ag 350

La Figure 69 montre que le pansement commercial UrgoTul®-Ag est celui qui libére la plus
grande quantité d’argent dans le PBS (26 + 3 pug/cm?) et dans les exsudats simulés (37 + 3 ug/cm?)

aprés 72 heures.

Les textiles CD-CTR-AQTT et le CHT-CTR-AQTT libérent quant’ a eux la plus grande quantité
d’argent dans I'eau (92 + 15 pg/cm? et 39+ 1 pug/cm? respectivement) comparativement au PBS (19
+ 2 pug/cm? et 10 + 2 pg/cm?) et aux exsudats simulés (17 + 2 pg/cm?et 9 + 1 pg/cm?) au méme

temps d’évaluation.

Lorsque le systeme PEM est appliqué, la libération de I'argent se fait plus lentement, surtout
dans le milieu aqueux au sein duquel une quantité négligeable d’argent est libérée. L’argent libéré
dans le PBS atteint a 7 = 0,4 ug/cm? et 6 + 0,2 pug/cm? pour les textiles fonctionnalisés par CD-CTR
et le CHT-CTR respectivement. Le méme schéma est observé dans les exsudats simulés, ou la

quantité d’argent libéré était de 10 + 0,3 et pg/cm? et de 10 + 0,5 pg/cm? respectivement.

125



PARTIE 3 : Résultats et discussion

Ces resultats montrent la capacité du systéme PEM a ralentir la diffusion de l'argent. Il a été

aussi observé que dans un milieu physiologique, le pansement avec le systéme PEM permet de

libérer une quantité moindre d’argent que le pansement UrgoTul®-Ag, ce qui limiteraient les effets

cytotoxiques
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Figure 69. Cinétique de libération de I'argent dans I'eau ultrapure (A), dans une solution des exsudats simulés (B) et
dans le tampon phosphate PBS pH 7,4 (C). Les figures Al, B1 et C1 représentent I'encart de la libération de I'argent
dans les 6 premiéres heures.

Limiter la diffusion de I'argent est un critére essentiel pour éviter des effets toxiques envers les

cellules impliquées dans le processus de cicatrisation. Plusieurs travaux de recherche ont évalué

les effets cytotoxiques de l'argent sous la forme d’ions ou de nanoparticules. Barbasz et al., ont
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rapporté que la cytotoxicité des AgNP dépend de leur taille (237). D’autre part, des concentrations
en argent comprises entre 0,1 a 10 mg/L ont montré un effet cytotoxique (238), lequel diminue
lorsque I'argent est associé avec un polymére, conduisant a une limitation de leur diffusion (239). Il
est donc important de rester en dessous du seuil de toxicité de I'argent en maintenant bien sir, son

activité antibactérienne.

Une analyse complémentaire a été réalisée concernant la libération de I'argent dans des
milieux enrichis de protéines, comme I'albumine par exemple. En effet, les protéines, peuvent se
comporter comme transporteurs de nanoparticules d’argent ou d’or mais aussi de principes actifs
(240-242). Ainsi, le milieu essentiel minimum modifié (MEM) (composé d’aminoacides, vitamines,
sels inorganiques et dextrose) et du MEM enrichis avec du sérum de veau foetal (MEM-SVF) utilisés
pour la culture cellulaire ont été sélectionnés pour évaluer la libération de l'argent sur les
pansements CD-CTR-AgQTT-PEM et UrgoTul®-Ag. De la méme maniére, le tampon PBS pH 7,4 a

été aussi utilisé comme comparateur.

La Figure 70 montre la quantité d’argent libérée, aprés 24 heures sous agitation (80rpm) a
37°C. Les résultats rapportent que la concentration d’argent extraite du pansement UrgoTul®-Ag
est plus importante que celle du pansement CD-CTR-AgTT-PEM quel que soit le milieu utilisé. C’est
notamment dans le milieu MEM-SVF ou I'argent s’extrait le plus, probablement di la présence de

I'albumine dans le SVF, laquelle se comporterait comme un transporteur de I'argent.

La composition du pansement UrgoTul®-Ag est basée sur une technologie lipo-colloide
(association des particules hydrocolloides a la vaseline dans une trame aérée non occlusive). Ce
type de composition évite 'adhésion du pansement a la plaie mais il 'empéche pas la diffusion de
'argent vers les tissus sains. Dans le pansement CD-CTR-AgTT-PEM, le systéme PEM permet de
limiter I'extraction d’argent, 'adhésion du pansement a la plaie devrait étre minime car le PEM
formera un hydrogel. De plus, la quantité adsorbée d’argent sur ce pansement est moins importante
que celle du produit commercial, ce qui va limiter la toxicité mais il faudra toutefois valider I'efficacité

antibactérienne, ce qui fera I'objet d’une étude plus tard dans ce travail.
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Figure 70. Comparaison de la quantité d’argent extraite sur les pansements CD-CTR-AgTT-PEM et UrgoTul®-Ag apres
24 heures sous agitation (80rpm) a 37°C, dans différents milieux d’extraction.

3.1.3 Etude de la cytocompatibilité des pansements

La viabilité cellulaire a été déterminée sur différents textiles par la méthode d’extraction, aprés
24 heures d’incubation dans le milieu de culture (MEM). La Figure 71 présente les taux de viabilité
des cellules L132 obtenus sur les différents textiles correspondant a chaque étape du
développement du pansement ; ainsi que sur le pansement commercial UrgoTul®-Ag. Le textile PET
a présenté un taux de viabilité de 87%, ce qui montre une absence de cytotoxicité par rapport au
témoin positif (le milieu sans textile). La viabilité cellulaire obtenues des milieux extraits des textiles
fonctionnalisés ((PET)-CHT-CTR et (PET)-CD-CTR) est respectivement de 86% et 79%, ne
montrant ainsi pas de cytotoxicité (supérieure a 70%). Mais entre eux, le textile fonctionnalisé (PET)-
CD-CTR a montré un taux de viabilité cellulaire relativement plus faible, qui pourrait probablement

s’expliquer par la quantité des fonctions COOH résiduelles présentes dans les textiles.
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Figure 71. Viabilité cellulaire évaluée sur différents textiles par la méthode d’extraction apres 24h d’incubation (n=8). Le
témoin correspond au milieu dans lequel aucun textile n’a été plongé : Contréle positif.

D’autre part, les deux pansements avec le systétme PEM (CHT-CTR et CD-CTR) ont montré
une viabilité cellulaire de 101%, supérieure a celle mesurée sur le PET (87%) et le PET thermofixé
par le CHT-CTR (86%) ou le CD-CTR (79%). De maniére intéressante, le traitement thermique
apporté au systéme multicouche permet d’obtenir une excellente viabilité comparativement a celle
observée par Adeline Martin et Francois Aubert (204) qui avaient mesuré des viabilités cellulaires

de 50 et 40% respectivement sur ces mémes systemes PEM sans traitement thermique.

Le traitement thermique (140°C, 105 min) diminue la dégradation des assemblages
multicouches (Figure 66) et ainsi limite la diffusion notamment du polymére de cyclodextrine dans
le milieu de culture. Ce dernier, en trop forte concentration (2.6 mg/L) contribue a une diminution du
pH et donc une cytotoxicité (243). De plus, apres le traitement thermique, les pansements sont rincés
dans une solution de carbonate de sodium afin de neutraliser leur I'acidité résiduelle. Ceci pourrait

donc influencer de maniére positive la viabilité cellulaire.

Cependant, les textiles chargés d’argent et le pansement commercial UrgoTul®-Ag ont montré
une cytotoxicité (taux de viabilité cellulaire, 0%). Ce phénomene est di a la diffusion d’'une partie de
'argent dans le milieu MEM enrichi avec 10% de SVF (MEM-SVF), pour atteindre des concentrations
toxiques. D’aprés les résultats obtenus, une analyse complémentaire a été réalisée. Le milieu MEM-
SVF récupéré aprés 24 heures d’extraction des pansements CD-CTR-AgTT-PEM et UrgoTul®-Ag,
a été dilué de deux en deux jusqu’a une dilution au 8°™. De la méme maniére que précédemment,

les milieux ont été déposés sur un tapis cellulaire, incubés pendant 24 heures et la viabilité a été

mesurée par la méme méthode.
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La Figure 72 montre les taux de viabilité cellulaire des extraits (apres dilution par 8 dans le
MEM-SVF) obtenus a partir des pansements CD-CTR-AgTT-PEM et UrgoTul®-Ag immergés dans
le MEM-SVF. La viabilité cellulaire obtenue sur CD-CTR-AgTT-PEM et UrgoTul®-Ag est 81% et 21%
respectivement. Ainsi, apres dilution (8x) de I'extrait du pansement CD-CTR-AgTT-PEM a montré
une meilleure cytocompatibilité que UrgoTul®-Ag, ces résultats sont directement reliés au dosage
de l'argent libéré dans le milieu enrichis MEM-SVF dans lequel I'argent libéré du pansement CD-
CTR-AgTT-PEM et UrgoTul®Ag aprés 24 heures, atteignait 8,82 pg/cm? et 23,03 pg/cm?

respectivement.
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Figure 72. Viabilité cellulaire évalué sur CD-CTR-AgTT-PEM et UrgoTul®-Ag (dilué 8x) par la méthode d’extraction apres
24h d’incubation (n=8). Le témoin correspond au milieu sans textile : Control positif.

3.1.4 Evaluation microbiologique in vitro

3.1.4.1 Concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) du

sulfate d’argent

La sensibilité de S. aureus CIP224 et E. coli K12 au sulfate d’argent (Ag2S04) a été évaluée
par le test de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de concentration minimale bactéricide
(CMB). La CMI détermine la capacité de croissance des microorganismes en présence d’agents
antimicrobiens a concentrations décroissantes. Ceci permet de définir la concentration efficace
pour inhiber la croissance microbienne a un temps déterminé. La CMB est réalisée apres la CMI
en vérifiant si l'inhibition est bactériostatique ou bactéricide par ensemencement des suspensions
sur une gélose. Dans le cas du sulfate d’argent, la gamme de concentration utilisée a été de 400
mg/L a 0,06 pg/L.

Le Tableau 11 présente les valeurs de la CMI et de la CMB du sulfate d’argent déterminées
a 24 et 48 heures. Le sulfate d’argent est plus efficace sur E. coli K12 que S. aureus CIP224, les

valeurs reportées pour la CMI ont été de 25 mg/L et de 50 mg/L a 48 heures respectivement. Les
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valeurs de la CMB sont identiques que celles de la CMI a 24 et 48 heures. La CMI de I'argent va
dépendre de sa forme (sels, AgNP) et aussi du type de souche bactérienne. Ces valeurs sont

similaires a celles rapportées par Krishnaraj et al. et (244) et Kedziora et al., (245)

Tableau 11. CMI et CMB du sulfate d'argent (0.8 g/L) sur S. aureus CIP224 et E. coli K12 apres 24 et 48 heures
d'incubation a 37°C. Charge bactérienne de départ : 10* UFC/mL.

Souche CMI du sulfate d’argent, mg/L CMB du sulfate d’argent, mg/L
bactérienne 24 heures 48 heures 24 heures 48 heures
S. aureus 50 50 50 50
E. coli 25 25 25 25

Apreés lecture, la culture a été prélevée des puits sans croissance visible et déposée sur des
géloses MHA afin de confirmer I'effet bactéricide ou bactériostatique du sulfate d’argent a 24 heures
et 48 heures. L'absence de colonies bactériennes a été constatée a la méme concentration que la
CMI, ce qui prouve le caractére bactéricide du sulfate d’argent a ces concentrations (25 et 50 mg/L)
sur E. coli K12 et S. aureus CIP224 respectivement.

3.1.4.2 Courbe de croissance

La Figure 73 montre la croissance bactérienne de S. aureus CIP224 et E. coli K12 en
présence de différentes concentrations de sulfate d’argent. La Figure 73 A, montre que les
concentrations en argent de 50 et 100 mg/L inhibent la croissance de S. aureus CIP224 a 8 heures.

Ce résultat est en concordance avec les valeurs de la CMI (Tableau 11).

10 ~ A

10 B
8 1 -
=5 —&— Témoin § 8
E 6 —¥—Ag-100 mg/L )
o —e—Ag-50 mg/L SIS
2 4 +ﬁg'?g mg;t §) 4 —&— Témoin
o g-1omg —¥—Ag - 50 mg/L
- 5 | —e—Ag - 25 mg/L
2 7 —&— Ag - 13 mg/L
——Ag - 6 mg/L
0 T T T T T T T N 0 T T T T T T
0 6 12 18_ 24 30 36 42 48 0 4 8 1216 20 24
Temps, heures Temps, heures

Figure 73. Courbe de croissance de S. aureus (A) et E. coli (B) en présence des différentes concentrations en sulfate
d'argent (concentration bactérienne initiale de 10° CFU/mL).

Dans le cas de E. coli K12 (Figure 73 B), les concentrations inférieures a 50 mg/L ont présenté
la méme tendance que le témoin a 24 heures. Cependant la concentration en argent de 50 mg/L a
présenté une activité bactéricide pendant 8 heures au plus, puis les bactéries proliferent a nouveau.
Ce comportement est probablement di a la charge bactérienne initiale utilisée pour réaliser la

courbe de croissance (10°UFC/mL), une concentration 10 fois plus élevée que la charge bactérienne
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de départ utilisé pour la détermination de la CMI et la CMB (10* UFC/mL). Une autre hypothése est
l'internalisation de I'argent dans E. coli, provocant l'indisponibilité de ce dernier a réagir contre les
autres bactéries. Feng et al., ont mise en évidence par des techniques de microscopie électronique
en transition (TEM) et microanalyse par rayons X, une accumulation de I'argent a l'intérieur des

cellules bactériennes d’E. coli (246).
3.1.4.3 Test de diffusion (Kirby-Bauer)

Le test de Kirby-Bauer a été réalisé dans le but d’évaluer la capacité du systeme PEM a ralentir
la diffusion de I'argent. La Figure 74 montre la mesure du diamétre d’inhibition sur S. aureus (Figure
74 A et B) et sur E. coli (Figure 74 C et D) des différents pansements (d 11 mm) fraichement
préparés ou immergés dans le PBS (pH 7,4) pendant 1, 2 et 3 jours, afin de simuler le temps

d’utilisation du pansement sur une plaie (avec renouvellement quotidien du PBS).
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Figure 74. Mesure du diametre d’inhibition sur S. aureus (a et c) et E. coli (b et d) pour les différents pansements,
fraichement prépares ou immergés dans le PBS (pH7.4, 37°C, 80 rom) pendant 1, 2 et 3 jours. La ligne rouge dans les

graphiques indique le diametre (d11 mm) des supports textiles placés sur les géloses Muller Hinton.
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Aucun diamétre d’inhibition n’a été observé autour des textiles qui n'ont pas été activés par
I'argent, en revanche, les textiles fonctionnalisés par le CHT-CTR (CHT-CTR-Ag et CHT-CTR-AQTT)
ont montré des diamétres d’inhibition de 16,8 £ 1,8 mm et de 15 + 0,5 mm sur S. aureus aprés 3
jours respectivement. Dans les cas de E. coli, les diamétres d’inhibition ont atteint 17 £ 0,5 mm et
15,5 + 0,5 mm respectivement aprés 3 jours d’évaluation. D’autre part, les textiles fonctionnalisés
par le CD-CTR (CD-CTR-Ag) ont montré des diamétres d’'inhibition de 15,5+ 1,76 mmetde 18+ 1
mm sur S. aureus et E. coli respectivement, quel que soit le temps évalué. CD-CTR-AgTT a montré
des diamétres d’inhibition de 17,3 £ 2,8 mm au début de I'analyse qui diminue a 15+ 1,03 mm apres
3 jours sur S. aureus. Pour E. coli les diamétres d’inhibition atteignent 16,3 + 1,0 mm aprés 3 jours

d’immersion dans le PBS.

D’autre part, les textiles présentant le systtme PEM ont montré de faibles diamétres
d’inhibition, due a une libération plus lente de l'argent, confirmés dans la Figure 69. Les textiles
ayant des systemes PEM construits a 15 min ne montrent pas de diametres d’inhibition significatifs
sur les deux souches bactériennes quel que soit le temps évalué. Ce phénomeéne est di a la perte

totale d’argent générée aprés le dépét de la couche #3 du systéme PEM.

Les textiles fonctionnalisés par le CHT-CTR ont montré des diamétres d’inhibition de 11,5
0,5 mm pour CHT-CTR-Ag-PEM 1 min et de 14 + 1,21 mm pour CHT-CTR-AgTT-PEM 1 min sur S.
aureus et de 12 = 0,75 mm et de 14 + 0,84 mm sur E. coli respectivement. Du c6té des textiles
fonctionnalisés par le CD-CTR les diameétres d’inhibition ont été de 14 + 0,84 mm pour CD-CTR-Ag-
PEM 1 min sur S. aureus au début de I'analyse et aprés 3 jours. Le méme schéma est observeé sur
E. coli ; les diamétres d’inhibition ont été de 15 + 1,05 mm apres 3 jours pour CD-CTR-AgTT-PEM
1 min. Les diameétres d’inhibition rapportés pour le pansement UrgoTul®-Ag aprés 3 jours a été de

15 £ 0,63 mm sur S. aureus et de 15,6 £ 0,82 mm sur E. coli respectivement.

Le pansement développé dans ce travail a montré des diamétres d'inhibition sur S. aureus et
E. coli similaires a UrgoTul®-Ag ou d’autres pansements antibactériens avec des nanoparticules

d'argent incorporées dans des textiles en viscose (247), en coton (248) et en lin (249).
3.1.44 Cinétique de réduction bactérienne (Kill time)

Le test de kill time a été réalisé afin d’évaluer I'efficacité antibactérienne des différents textiles.
Ce test permet de quantifier le nombre des bactéries viables (UFC/mL) en fonction du temps ; a
partir d’'une charge bactérienne initiale de 7 Log10 UFC/mL. Le test de kill time permet d’évaluer
également la cinétique a laquelle les échantillons inhibent la prolifération bactérienne. Les Figure
75 et Figure 76 montrent la réduction bactérienne (UFC/mL) de S. aureus et de E. coli mis en contact

avec les différents pansements.

La Figure 75 ne rapporte aucune réduction bactérienne sur les textiles témoins (PET, (PET)-

CHT-CTR et (PET)-CD-CTR) que ce soit sur S. aureus ou sur E. coli. Méme si le chitosan est connu
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pour son activité antibactérienne intrinséque (104), les textiles (PET)-CHT-CTR n’ont apporté aucun
effet antibactérien sur les deux souches. Les textiles chargés avec I'argent ont montré une réduction
bactérienne sur S. aureus de 2 Logio (CHT-CTR-AQ) et de 4 Logio (CD-CTR-Ag) aprés 6 heures de
contact entre les bactéries et les pansements. Sur E. coli, la réduction bactérienne a été beaucoup
plus rapide que sur S. aureus. En fait les textiles CHT-CTR-Ag et CD-CTR-Ag ont montré une
réduction bactérienne de 6 Logio aprés 4 heures d’analyse. L’activité antibactérienne maximale
mesurée correspond & une réduction de 6 Logio & 24 heures dans les deux types de textiles sur les
deux souches bactériennes.
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Figure 75. Cinétique de réduction bactérienne de différents pansements incubés avec une charge bactérienne initiale de
7 Logl0 UFC/mL de S. aureus (a et b) ou d’E. coli (c et d) a différents temps (0,5 a 24 heures) (n=6 par temps).

D’autre part, les textiles activés avec I'argent traités thermiquement (AgTT) ont montré une
activité antibactérienne prolongée. La réduction bactérienne obtenue sur les textiles CHT-CTR-
AgTT a été de 4 Logio sur S. aureus et de 5 Logio sur E. coli a 24 heures. Les textiles CD-CTR-
AgTT ont montré une réduction bactérienne a 24 heures de 5 Logio sur les deux souches

bactériennes.

La Figure 76 montre l'activité antibactérienne des pansements modifiés par le systéme PEM.
Aucune réduction bactérienne n’a été observée sur les témoins sans argent (CHT-CTR-PEM et CD-
CTR-PEM). Par contre, le pansement commercial UrgoTul®-Ag (témoin positif) a montré une

réduction bactérienne de 3 Logio sur S. aureus et de 5 Logio sur E. coli aprés 24 heures.
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Un impact sur l'activité antibactérienne a été montré lorsque le systeme PEM a été appliqué
sur les pansements activés par l'argent. En effet, les pansements CHT-CTR-Ag-PEM 15 min a
rapporté une réduction bactérienne de seulement 1 Logio sur E. coli & 24 heures et aucune réduction
n’est observée sur S. aureus. De la méme maniére l'activité antibactérienne des pansements CD-
CTR-Ag-PEM 15 min n’est plus que de 3 Logio & 24 heures sur les deux souches bactériennes. Ce
phénomeéne est di a la perte de I'argent au moment de la construction du systéeme PEM avec 15
minutes d'immersion dans les solutions de polyelectrolytes comme cela a été mesuré par absorption

atomique.

Lorsque le temps de construction du systtme PEM est écourté a 1 minute, l'activité
antibactérienne semble s’améliorer. Pour les textiles fonctionnalisés par le CHT-CTR ou la CD-CTR,
la réduction bactérienne est plus soutenue et atteint respectivement & 4 Logio (CHT-CTR-Ag-PEM
1 min) et de 6 Logio (CD-CTR-Ag-PEM 1 min) sur S. aureus aprés 24 heures. Dans le cas de E. coli,
une réduction bactérienne de 6 Logio apres 4 heures a été rapportée. Néanmoins, une prolifération
bactérienne est observée au-dela de 4 heures et une réduction bactérienne finale de 2 Logio pour
les pansements CHT-CTR-Ag-PEM 1 min et de 4 Logio pour les pansements CD-CTR-Ag-PEM 1

min est mesurée a 24 heures, par rapport a la charge bactérienne initiale.
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Figure 76. Cinétique de réduction bactérienne de différents supports textiles ayant le systéme PEM incubés avec une
charge bactérienne initiale de 7 Log10 UFC/mL de S. aureus (a et b) ou d’E. coli (c et d) a différents temps (0,5 a 24
heures.
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Dans le cas des pansements CHT-CTR-AgQTT-PEM 1 min et CD-CTR-AgTT-PEM 1 min,
I'activité antibactérienne a présenté un profil similaire au cas précédent. Sur S. aureus, les textiles
fonctionnalisés par le CHT-CTR ont montré le méme profil que le pansement commercial UrgoTul®-
Ag. Pour ceux fonctionnalisés par la CD-CTR, l'activité antibactérienne est similaire a celle des
textiles traités a I'argent sans traitement thermique (CD-CTR-Ag-PEM 1 min). Cependant sur E. coli,
I'activité antibactérienne est observée jusqu’a 6 heures sur les deux types des pansements, CHT-
CTR et CD-CTR, une prolifération bactérienne au-dela de 6 heures et une réduction bactérienne
finale de 3 Log10 a été observée sur les deux souches bactériennes.

Il faut tenir en compte que les textiles fonctionnalisés par la CD-CTR et chargés avec I'argent,
ont présenté une activité antibactérienne plus importante que ceux fonctionnalisés par CHT-CTR,
en raison de leur meilleure capacité de sorption de l'argent (Figure 65). D’ailleurs, l'activité
antibactérienne est plus rapide sur E. coli que sur S. aureus, quel que soit le textile analysé. Les
pansements chargés avec de largent et ayant le systtme PEM ont montré une activité
antibactérienne meilleure a UrgoTul®-Ag sur S. aureus. Dans le cas de E. coli, l'activité
antibactérienne des pansements CD-CTR-Ag-PEM 1 min et CD-CTR-AgTT-PEM 1 min est similaire

a celle montré par UrgoTul®-Ag a 24 heures.

En effet, le test de kill time a montré une réduction bactérienne maximale (6 Log10) dans les
6 premiéeres heures de contact avec E. coli et une réduction progressive jusqu'a 24 heures sur S
aureus. Cette différence entre la vitesse d’action est dle a la nature de la membrane bactérienne
des bactéries a Gram positifs comme S. aureus qui est constituée d’'une couche plus épaisse de
peptidoglycane pouvant empécher I'action des ions d’argent a travers la paroi cellulaire des
bactéries a Gram positifs. Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Jung et al.,
(250) et Feng et al. (246)

La réduction bactérienne maximale des textiles sur E. coli est plus importante que la re-
croissance rapporté aprés 6 heures d’évaluation. Cela pourrait justifier dans I'aspect clinique, le
changement du pansement toutes les 24 heures ou deux fois par jour jusqu’a éradiquer I'infection

de la plaie.
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3.1.5 Conclusion

La fonctionnalisation du textile PET avec le CHT-CTR ou la CD-CTR a permis I'obtention d’'un
support riche en fonctions carboxyliques (COOH). La densité de fonctions COOH est trois fois plus
élevée avec (PET)-CD-CTR qu’avec (PET)-CHT-CTR ; par conséquent la quantité d’argent fixée a
été plus importante sur ce support (582 + 21 ug/cm?). L'argent est adsorbé sous sa forme ionique,
réduite ensuite en nanoparticules (Ag°) induite a la fois par un traitement thermique et par les
polysaccharides (polyols).

La construction du systeme PEM a montré une évolution linéaire du gain de masse des textiles
en fonction du nombre de bicouches déposées, quel que soit le support utilisé et le temps de
construction des assemblages. Un temps de construction d’'une minute par couche a été retenu.
Le traitement thermique apporté sur les supports activés par I'argent (CHT-CTR-AgQTT et CD-CTR-
AgTT) a permis de limiter la perte d’argent lors de 'assemblage. Le systtme PEM a notamment
permis de limiter la diffusion de I’argent hors du dispositif notamment dans les exsudats simulés
comparativement au pansement commercial UrgoTul®-Ag. De plus, I'application du systeme PEM
a permis d’améliorer la capacité d’absorption des exsudats simulés de maniére appropriée pour

exercer un traitement détersif des plaies infectées.

Les supports chargés par l'argent avec ou sans le systeme multicouche ont montré une
activité antibactérienne importante sur S. aureus et E. coli. L’activité antibactérienne de nos
supports était plus rapide sur E. coli (6 log de réduction en 2 heures) que sur S. aureus (3 log de
réduction en 24 heures). Les deux supports (CHT-CTR-AgTT-PEM et CD-CTR-AgTT-PEM) ont
montré une activité antibactérienne au moins aussi importante que UrgoTul®-Ag voire meilleure

notamment sur E. coli.

Parmi les deux types de supports obtenus, c’est le textile fonctionnalisé par la CD-CTR qui a
montré une meilleure capacité d’adsorption d’argent, une libération d’argent limitée et surtout une
activité antibactérienne plus importante contre S. aureus et E. coli que ceux fonctionnalisés avec
CHT-CTR. Ainsi, le textile CD-CTR-AgTT-PEM a été choisi pour la suite du travail. Ce support sera
chargé par l'ibuproféne afin de lui conférer une propriété complémentaire (antidouleur) pour le

traitement des plaies infectées et douloureuse.
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ACTIVATION DU PANSEMENT AVEC L’IBUPROFENE
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3.2 Activation du pansement avec I'ibuproféne

L’objectif de cette partie est de charger le pansement a I'argent avec un second principe actif
pour lui donner des propriétés antalgiques. L’ibuproféne a été sélectionné comme principe actif, il
est disponible sous sa forme carboxylique (IBU, lipophile) et sa forme lysinate (IBU-L, hydrophile).
Dans un premier temps, une étude fondamentale a été menée pour étudier le complexe d’inclusion
entre la BCD et I'lbuproféne. Ensuite les études d’adsorption de I'lBU sur le pansement ont été
menées pour optimiser le chargement et évaluer le profil de libération de I'argent et de I'IBU.
Finalement I'activité antibactérienne a été réalisée pour évaluer I'impact de I'ajout d'IBU dans le

pansement a I'argent.
3.2.1 Etude de la complexation entre I'lbuproféne et la CD
3.2.1.1 Diagramme de solubilité

Les CDs sont connues pour augmenter la solubilité de nombreux principes actifs dans I'eau
grace a la formation de complexes d’inclusion (135). L’ibuproféne est un principe actif peu soluble
dans I'eau (Classe Il ; 21 mg/L a 25°C), et sa structure moléculaire en fait un bon candidat pour une
inclusion dans les cyclodextrines. Une étude de sa solubilité en présence de la BCD et du polymére
(PCD), tous les deux préparés dans un tampon (KCl 0,2 M et HCI 0,1 M) a pH 2,5, a été réalisée
selon la méthode de Higuchi et Connors (251). Le diagramme de solubilité permet également de
déterminer la constante de formation (K:) (ou constante d’association (Kass)) et l'efficacité de

complexation (CE) de la B-CD et du PCD testés.
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Figure 77. Solubilité de I'BU base en présence de BCD ou du polymere de BCD (PCD contenant 50% en masse en
équivalent BCD déterminé par RMN 1H)
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La Figure 77 présente le diagramme de solubilité de I'IBU base en présence de solutions de

concentration croissante de BCD et de PCD (50% en équivalent BCD déterminé par RMN 1H).

En présence de PCD, le diagramme de solubilité de I''BU présente un profil de type A, ce qui
indique une augmentation linéaire de la solubilité de I'IBU base en fonction de la concentration de
PCD. En revanche, en présence de BCD le profil est de type Bs, qui fait référence a 'augmentation
linéaire de la solubilité de I'IBU et puis I'obtention d’un plateau indiquant une solubilité limitée suivi

d’'une précipitation.

La solubilité intrinséque expérimentale de I'lBU dans 'eau est trés faible, 2,8 uM (3 mg/L) a
température ambiante. Cependant, lorsque I'lBU est solubilisée dans une solution de PCD a 44 mM
(50 g/L) en équivalent BCD, sa solubilité est multipliée par 4000 pour atteindre une concentration de
13 mM (2,78 g/L). Le diagramme de solubilité montre que la faible solubilité de la BCD (limité environ
10 mM) est un facteur limitant de cette derniére, par comparaison avec celle du PCD sensiblement
plus élevée (> 1g/L) Ainsi comme observé sur le diagramme de solubilité (Figure 77) on peut
augmenter sensiblement la solubilité de I'ibuproféene jusqu’a 13 mM pour une concentration de 44

mM en équivalente a BCD.

La constante de formation (K5) du complexe d’inclusion et I'efficacité de complexation (CE) de
la BCD et du PCD sont présentées dans le Tableau 12, ces deux constantes sont calculées a partir
de la pente de chaque droite et de la solubilité intrinséque de I'IBU (So) avec les formules suivantes
(251) :

pente

K= —/—m
f So (1 — pente)

pente
CE = ——
1 — pente

Tableau 12. Valeurs de la constante de formation (Kr) et I'efficacité de complexation (CE) de la BCD et du PCD

K(M™) CE Pente
BCD 460 1,30 0,56478
PCD 172 0,42 0.32767

Les valeurs de la constante de formation (Kr) et de I'efficacité de complexation (CE) de PCD
sont plus faibles que celles mesurées pour la BCD native. Cela traduit d’'un meilleur effet solubilisant
de la BCD par rapport au PCD a des faibles concentrations (0 a 5 mM) comme le montre la Figure

77. Dans la majeure partie des cas (93,252), le réseau polymére permet d’'augmenter la solubilité
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des principes actifs par un effet associatif avec les cavités des CDs. Dans le cas présent, I'lbuproféne
est sous sa forme carboxylique (tampon KCI 0,2 M et HCI 0,1 M, pH 2,5) et n’a donc pas d’autres
interactions possibles avec le PCD que linclusion. Ainsi, pour les faibles concentrations,
I'encombrement stérique du réseau hyper-branché du polymére de cyclodextrine géne la formation
des complexes d’inclusion et ne permet pas de capter plus d’IBU que la forme monomeére. En
revanche, la trés grande solubilité du PCD permet d’atteindre des concentrations beaucoup plus
élevées en unités CD que la CD native, (44mM (50 g/L) au lieu de 5 mM (6 g/L) pour la BCD) et une
solubilité apparente de I'lBU de 13 mM (2,78 g/L) (contre seulement 2mM pour la BCD (450 mg/L)).
Enfin, les valeurs des pentes a I'origine de deux courbes obtenues sont respectivement de 0,56478
et 0.32767 pour la BCD et le PCD. Ces valeurs sont inférieures a l'unité ce qui indique que les

complexes d’inclusion sont de type 1 :1 (253).

3.2.1.2 Reésonance magnétique nucléaire du proton H1 (RMN 1H)
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Figure 78. 1TH NMR dans le D20 du polyCTR-BCD (a), du complexe polyCTR-BCD/Ibuproféne (b) et de l'ibuproféne

Une étude de RMN 1H a été réalisée afin de mettre en évidence la complexation entre
l'ibuproféne (IBU) et le PCD. Pour cela, un mélange équimolaire de 25 mM d’IBU et de PCD a été
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préparé. La Figure 78 montre les spectres du PCD, du complexe PCD/IBU et de I'|BU. Le spectre
correspondant a la PCD (Figure 78 A), montre le signal des unités glucopyranoses des
cyclodextrines Hy a 5 ppm ; les signaux des protons Hs, Hs, He, Hs4 et H2 sont situés entre 3,58 et
3,99 ppm. Les groupes méthylénes de I'agent réticulant (CTR) apparaissent entre 2,76 et 2,96 ppm.
Le spectre de I'IBU (Figure 78 C) montre le signal des groupes aromatiques (doublets) Hs, Hs, Hs et
Ho entre 7,05 et 7,24 ppm.

Concernant le complexe PCD/Ibuproféne, le spectre présenté dans la Figure 78 B montre un
déplacement chimique des signaux des protons aromatiques de I'IBU mettant en évidence une
complexation avec le PCD. D’autre part, un déplacement chimique des protons Hs et Hs

correspondant aux protons internes des cavités de cyclodextrines est également mis en évidence.

Le complexe PCD-ibuproféne a été analysé par RMN 'H en appliquant une séquence ROESY
(Rotating Frame Overhauser Effect Spectroscopy) a partir d'un mélange équimolaire de ces deux
composeés. La Figure 79 montre une tache de corrélation qui apparait entre Hs et Hs des cavités des
cyclodextrines et les protons aromatiques de I'ibuproféne mettant en évidence l'interaction de ces

composés révélant que I'IBU est inclus dans les cavités des BCD du PCD.
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Figure 79. Spectre 2D ROESY du mélange équimolaire du PCD (25 mM) et de I'IlBU base (25 mM). (b) Agrandissement
Spectre 2D ROESY du mélange équimolaire du PCD (25 mM) et de I'IBU base (25 mM). Le cercle rouge indique la
tache de corrélation correspondant a l'inclusion de I'IlBU base dans les cavités de BCD du PCD
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3.2.2 Etude d’adsorption et libération de I'ibuproféne
3.2.2.1 Cinétique d’adsorption

Le temps d'imprégnation d’un support dans un principe actif est un paramétre important afin
d’atteindre un taux de chargement optimal. Ici, la cinétique d’adsorption de I'ibuproféne dans les
pansements CD-CTR-AgQTT-PEM a été évaluée. Pour cela, les textiles (d 11 mm) ont été imprégnés

dans une solution d’ibuproféne de concentration définie pendant différents temps.

Dans le cas de I'IBU, la concentration de la solution d’imprégnation utilisée a été de 1g/L soit
légérement en dessous de sa solubilité maximale dans le PBS pH 7,4 qui est de 1,3 g/L. Pour le
IBU-L, la concentration utilisée a été de 10 g/L. Aprés I'étape d’imprégnation, un ringage dans le
PBS pH 7,4 a été réalisé pour éliminer 'excés d’ibuproféne (non adsorbé par les pansements) et
ainsi obtenir une quantification précise.

La Figure 80 A présente la quantité d’'IBU et d’'IBU-L adsorbée sur les pansements CD-CTR-
AgTT-PEM a différents temps (0,08 ; 0,25 ; 0,5 ; 1, 4 et 24 heures). Pour plus de lisibilité, les courbes
ont été tracées jusqu'a 4 heures, la Figure 80 B représentant la quantité d’IBU adsorbée en
pourcentage a été calculée par rapport a la quantité d’ibuproféne adsorbée a 24 heures (56 + 11
ug/cm? pour I'lBU base est de 187 + 5 pg/cm? pour I'IBU-L).

250 1~

Muaes R
f‘H

—o—IBU-L —o—IBU

Concentration de principe >
actif adsorbé, pg/cm?

o

0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4
Temps, heures

B 140% -
120% -
()
o
S 100% A
=
58 80% -
33
© 2 60%
5
£ 40% 1
8% oo —e—IBU —e—IBU-L
o l
[e]
& 0% : : : .
0 1 2 3 4

Temps, heures

Figure 80. Quantité d'ibuproféne adsorbée par le pansement CD-CTR-AgTT-PEM en pg/cm2 (a) et en pourcentage (b)
en fonction du temps d'imprégnation dans des solutions d'IBU base (1g/L) ou d'IBU-L (10g/L) préparées dans le PBS pH
7,4, avec un rapport de bain de 5 mL
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Concernant I'IBU base, une augmentation progressive de I'adsorption sur le pansement est
observée jusqu’a 30 minutes pour atteindre un plateau. La cinétique d’adsorption dans ce cas, est
trés rapide des les 5 premiéres minutes représentant un taux de chargement de plus de 60% (35 *
4 pg/cm?). La quantité maximale (compte tenu des écarts types) d’IBU adsorbée par les
pansements, est atteinte a 30 minutes, représentant un taux de chargement de 89% (49 + 12
ug/cm?). Un temps d’imprégnation de 30 minutes dans une solution a 1 g/L, est donc suffisant pour

réaliser un chargement optimal de I'lBU dans les pansements.

Dans le cas de I'IBU-L, la cinétique d’adsorption est trés rapide comparativement a I'lBU. En
effet, 5 minutes d'imprégnation sont suffisantes pour avoir un taux de chargement de 94% (190 +

10 pg/cm?).

Le phénoméne d’adsorption serait différent entre les deux formes de I'lbuproféne et le
pansement. Dans les deux cas, I'ibuproféne, lipophile est sous sa forme carboxylate car le milieu
est tamponné a pH 7,4, donc au-dela du pKa du groupe COOH de l'ibuprofene (4.4 a 5,2 selon la
littérature. La différence des solubilités des deux formes d’ibuproféne s’explique par la nature de

leurs contre ions. Le lysinate est un sel amphotére qui conféere a I'IBU-L sa plus grande solubilité.

Ainsi la différence entre les concentrations de I'lBU-base (1 g/L) et IBU-L (10 g/L) utilisées
pour cette étude de cinétique d’adsorption explique le chargement plus rapide de I'lBU-L et son taux

de chargement 4 fois plus éleveé par rapport a I'lBU-base.
3.2.2.2 Isothermes d’adsorption

Dans le but de mieux connaitre les phénoménes d’adsorption entre I'lBU-L et le pansement
CD-CTR-AgTT-PEM, I'isotherme d’adsorption a été réalisé. Pour cela, des échantillons (& 11 mm)
ont été imprégnés pendant 24 heures dans une solution d’IBU-L (5 mL par disque) a concentrations

variables entre 0,01 g/L et 10 g/L. L’adsorption est considérée en tant qu'une réaction d’équilibre.

La Figure 81 montre la quantité d’IBU-L adsorbée a I'équilibre (qe), en fonction de la
concentration d’ibuproféne a I'équilibre (Ce). Tout d’abord, la quantité d’IBU-L adsorbée sur le
pansement augmente en fonction de la concentration d’IBU-L utilisée pour I'imprégnation avec
toutefois deux parties dans la courbe. Une augmentation de la quantité d’'IBU-L adsorbée est
observée lorsque la concentration de la solution d'imprégnation passe de 0.1g/L (3,26 £ 0,21 pg/cm?)
a 1l g/L (93 £ 4 pg/cm?). Soit environ 30 fois plus d’'IBU-L adsorbée quand la concentration de la
solution d’'imprégnation est multipliée par 10. Par contre, la quantité d’IBU-L adsorbée est seulement
multipliée par 1,7 lorsque la concentration d'imprégnation passe de 1g/L (93 + 4 ug/cm?) a 10 g/L
(163 + 33 pg/cm?). L'IBU suit la méme tendance que I'IBU-L, toutefois la courbe s’arréte a 990 mg/L

d’ibuproféne di a la limite de solubilité de cette forme dans 'eau.
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Figure 81. Isotherme d’adsorption de I'lBU et de I'IBU-L sur les pansements CD-CTR-AgTT-PEM imprégnés pendant 24
heures a température ambiante.

La linéarisation des données obtenues a partir de l'isotherme d’adsorption rapporte un modéle
d’adsorption qui se rapproche de celui du modéle de Langmuir (Figure 82 A). En effet, la
linéarisation de Ce/ge en fonction de Ce représente une droite (R? = 0,9898). En revanche, la
linéarisation des données en relation au modéle de Freundlich (Figure 82 B) est inférieure (R? étant

de 0,9477) a celle de Langmuir, donc le modéle le plus proche dans ce cas est celui de Langmuir.

Cela permet de conclure que 'adsorption de I'lBU-L se fait par interaction entre un site actif
du support et une molécule de IBU-L, contrairement au modéle de Freundlich dans lequel
I'adsorption molécule/support est non spécifique, c’est-a-dire qu’il y a des interactions entre les

molécules adsorbées en plus des interactions site actif-molécule.
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Figure 82. Représentation graphique du modele de Langmuir (a) a travers la linéarisation de Ce/qe en fonction du Ce
(R? = 0,9898) et représentation graphique du modéle de Freundlich (b) a travers la linéarisation de Ln(ge) en fonction du
Ln(Ce) (R? = 0,9477) des supports CD-CTR-AgTT-PEM.

L'’ensemble des résultats obtenus sur la constante d'équilibre de Langmuir, la capacité

d’adsorption a saturation et la constante d’énergie d’adsorption sont présentés dans le Tableau 13.
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Tableau 13. Récapitulatif des résultats de l'isotherme d’adsorption de I'lBU-L sur le pansement CD-CTR-AgTT-PEM
selon le modele de Langmuir.

Constante Capacité d’adsorption | Constante d’énergie
Modele d’équilibre de a saturation, « gm » d’adsorption (b)
Langmuir, K¢ (Mg/cm?)
Langmuir 163 4,47 36,48

Concernant I'IBU-base, la solubilité n'est pas assez importante pour pouvoir faire la
linéarisation. En effet, la saturation est atteinte dés 1g/L, nous pouvons simplement conclure que
plus la concentration du bain d'imprégnation augmente et plus la quantité d’IBU adsorbée augmente
(ge maximale atteint : 95 pg/cm?). Les pansements seront donc chargés avec I'|BU-L dans la suite

de ce travail.
3.2.3 Adsorption et libération de I'IBU-L sur les différents supports
3.2.3.1 Adsorption

Les échantillons textiles (& 11 mm) correspondant a (PET)-CD-CTR, CD-CTR-PEM et CD-
CTR-AgTT-PEM ont été imprégnés dans des solutions d'IBU-L a 3 concentrations différentes : 1, 5
et 10 g/L pendant 24 heures a température ambiante. Cette analyse d’adsorption a été réalisée afin
de déterminer dans un premier temps la concentration de la solution d'imprégnation d’IBU-L pour
laquelle le pansement adsorberait une dose appropriée pour soulager la douleur (en comparaison
avec le pansement commercial BIATAIN® IBU, 500 pg/cm?). Dans un second temps, I'objectif a été
d’évaluer la performance du systeme PEM dans le chargement du principe actif notamment en

présence d’argent.

La Figure 83 présente la quantité d'IBU-L adsorbée dans les différents textiles aprés
imprégnation dans des solutions d’'IBU-L & différentes concentrations (1, 5 et 10 g/L). Les résultats
rapportent que si la concentration d'imprégnation augmente, I'adsorption d’'IBU-L augmente. Cette
tendance a été déja montrée dans le cas des isothermes d’adsorption. Le textile (PET)-CD-CTR
montre une quantité relativement faible d’IBU-L adsorbée en comparaison du groupe CD-CTR-PEM.
En effet, la quantité d'IBU-L adsorbée sur le (PET)-CD-CTR est de 51, 65 et 105 pg/cm? lorsque les
textiles sont imprégnés dans des solutions d’IBU-L de 1, 5 et 10g/L respectivement. Dans le méme
temps, la quantité d'IBU-L adsorbée sur le CD-CTR-PEM est de 109, 173 et 214 pug/cm? soit plus du
double. Toutefois, le PCD permet d’adsorber de l'ibuproféne ce qui est impossible pour un textile en
PET non fonctionnalisé. En effet, le textile PET vierge a été également imprégné dans 'lBU-L avec
les mémes concentrations mais la quantité adsorbée n’a pas été détectable. Ceci met en évidence

limportance de I'utilisation du PCD dans le chargement des principes actifs sur un textile.
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Figure 83. Quantité d’IBU-L adsorbée par (PET)-CD-CTR, CD-CTR-PEM et CD-CTR-AgTT-PEM. Les concentrations
d’imprégnations ont été de 1, 5 et 10 g/L. Le dosage a été réalisé par HPLC-UV a 225 nm.

D’autre part, le pansement CD-CTR-AgTT-PEM a montré une quantité d’'IBU-L adsorbée plus
faible que les textiles sans argent, quelle que soit la concentration d’'imprégnation utilisée. Ce
phénoméne est probablement di au fait que les nanoparticules d’argent interagissent avec les
fonctions amines et carboxyliques des couches thermo-fixées et auto-assemblés du systéme PEM,

ceci affecte donc la capacité d’adsorption du revétement vis-a-vis de I'lBU-L.

Les résultats obtenus dans cette partie montrent que la concentration d'IBU-L a 10 g/L permet
une adsorption maximale du principe actif dans les textiles sans toutefois parvenir aux dosages
obtenus sur le pansement commercial (Biatain® IBU, 500 ug/cm?). Cette concentration a tout de
méme été sélectionnée pour charger l'ibuproféne les pansements CD-CTR-AgTT-PEM et évaluer le
pansement final nommé CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-L.

3.2.3.2 Cinétique de libération

La cinétique de libération de I'lBU-L dans le PBS pH 7,4 a été évaluée en conditions statiques,
afin de connaitre la performance du systeme PEM pour former un systéme a libération controlée. La
Figure 84 montre la quantité d’IBU-L libérée exprimée en ug/cm? en fonction du temps. Le textile
(PET)-CD-CTR-IBU-L libére 80 + 8 ug/cm? aprés 30 minutes, représentant un taux de 76% par
en 1 heure. Ces résultats montrent que I'application d’'une seule couche (étape de fonctionnalisation,
couche #1) n’est pas suffisante pour obtenir une libération prolongée. En revanche, les textiles
fonctionnalisés avec le systéme PEM ont montré un profil de libération plus prolongé. Le pansement

sans argent CD-CTR-PEM-IBU-L atteint une concentration de 116 + 5 ug/cm? aprés 30 minutes, ce
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qui représente un taux de 54%. Puis, la totalité de I'lBU-L (200 + 15 pg/cm?) chargé est libéré
pendant 6 heures. La méme tendance est observée pour le pansement final CD-CTR-AgTT-PEM-
IBU-L. En effet, la quantité d’'IBU-L libérée aprés 30 minutes atteint 104 + 1,5 pg/cm?, soit un taux

de 56% et finalement, la totalité de I'IBU-L (187 + 5 pg/cm?) se libére aprés 6 heures également.
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Figure 84. Quantité d'IBU-L libéré dans le PBS pH 7,4 (37°C, 80 rpm) a partir des textiles (PET)-CD-CTR, CD-CTR-PEM
et CD-CTR-AQTT-PEM en fonction du temps.

L’apport du systeme PEM aux supports textiles, permet une libération plus lente de I'lBU-L par
rapport aux textiles fonctionnalisés avec la seule couche (PET)-CD-CTR. Des travaux de recherche
développés au sein du laboratoire confirment que la libération de principes actifs est plus lente pour
des supports maodifiés par ces assemblages multicouches. Dans une thése précédente, il a été aussi
constaté que le profil de libération de chlorhexidine dépendait également du nombre de couches

apportées ainsi que de I'application d’un traitement thermique (130,145,254).

Ces tests de libération ont été réalisés en batch, et la libération sur 6h observée peut apparaitre
comme rapide ; en revanche, ces conditions sont différentes de celles de I'application visée ou le
pansement est appliqué sur une plaie soumise a un flux d’exsudats trés limité. Des modeéles plus
proches sont donc a étudier. Par exemple, Steffansen et Herping ont développé un modéle de
libération in vitro du pansement commercial Biatain® Ibu dans des cellules de diffusion de Franz
(255). L’étude conclut que la libération compléte de I'ibuproféne (dose de 500ug) a lieu dans les 7
jours avec une cinétique de libération d’ordre zéro. Les résultats obtenus avec ce modéle in vitro ont
été bien corrélés avec les données collectées du modéle de libération in vivo des pansements
proposés par Jorgensen et al (256). Le modéle de libération in vitro proposé par Steffansen et

Herping pourrait étre donc appliqué a nos pansements.
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3.2.4 Evaluation microbiologique du pansement optimisé

L’évaluation microbiologique du pansement optimisé a été réalisé afin de déterminer si
l'ibuproféne influe de maniére positive ou négative sur les propriétés antibactériennes de l'argent.

Pour cela, le test de Kirby-Bauer et le test de Kill time ont été développés.
3.2.4.1 Test de diffusion (Kirby — Bauer)

La Figure 85 montre la mesure du diamétre d’inhibition sur E. coli de différents pansements
(9 11 mm) fraichement préparés ou immergés dans le PBS (pH 7,4) jusqu’a 3 jours, afin de simuler
la durée du traitement. Le diamétre d’inhibition présenté par le pansement commercial UrgoTul®-
Ag (15 £ 0 mm) est similaire au textile CD-CTR-AgTT (16 £ 1 mm) aprés 3 jours. Lorsque le systéme
PEM est appliqué, le diametre d’inhibition du pansement CD-CTR-AgQTT-PEM est de 16 £ 1 mm au
début de l'analyse et se réduit a 14,6 + 0,6 mm aprés 3 jours. D’autre part, le pansement final
contenant I'IBU-L n’a pas montré de différences significatives sauf a TO probablement dd a une perte
d’argent lors de la phase d’imprégnation du pansement dans I'lBU-L pendant une nuit. En effet, le
diamétre d’inhibition a TO est de 14,67 + 0,58 mm contre 16,33 + 0,58 mm pour le pansement sans
IBU-L pour finalement atteindre une inhibition de 15 + 1 mm aprés 3 jours sans différences
significatives entre les deux pansements. Ces résultats montrent que les diameétres d’inhibition sont
similaires entre tous les groupes évalués quel que soit le temps d’analyse, ce qui met en évidence

que l'ibuproféne n’interfére pas sur la diffusion de I'argent a travers les assemblages multicouches.
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Figure 85. Mesures du diametre d’inhibition sur E. coli pour les différents pansements fraichement préparés ou
immergés dans le PBS (pH 7,4 ; 37°C ; 80 rom) pendant 1, 2 et 3 jours. La ligne rouge dans I'histogramme indique le
diameétre (@ 11 mm) des supports textiles placés sur les géloses Muller Hinton
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3.2.4.2 Cinétique de réduction bactérienne

La Figure 86 montre la cinétique de réduction de la population bactérienne (UFC/mL) de S.
aureus et d’E. coli respectivement, lorsqu’ils ont été mis en contact avec les différents pansements.
Sur S. aureus, (Figure 86 A) les différents pansements y compris UrgoTul®-Ag présentent un profil
de réduction bactérienne similaire jusqu’a 6 heures d’évaluation avec une réduction de 2,95 log.
Apres 24 heures, UrgoTul®-Ag atteint une réduction bactérienne de 3,18 Logio alors que le CD-
CTR-AgTT-PEM atteint 5 Logio. D’autre part, I'activité antibactérienne du pansement final avec
lIBU-L présente une réduction bactérienne légérement inférieure au pansement sans IBU-L avec 4
Logio aprés 24 heures.
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Figure 86. Cinétique de réduction bactérienne de différents pansements incubés avec une charge bactérienne initiale de
7 Logl0 UFC/mL de S. aureus (a) et de E. coli (b) a différents temps (0,5 a 24 heures).

Concernant a E. coli (Figure 86 B), le pansement UrgoTul®-Ag a montré une réduction de 2
Logioa 30 minutes et puis suit une cinétique de réduction progressive jusqu’a 24h pour atteindre 4

Logio de réduction. D’autre part, la cinétique de réduction du pansement CD-CTR-AgQTT-PEM est
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tres rapide. Une réduction bactérienne de 4 Logio aprés 30 minutes a été observée. Puis, une
réduction de 6 Logio est atteinte aprés 6 heures de contact. Cependant, apres ce temps, la
population bactérienne augmente et atteint une réduction de 4 Logio apres 24 heures, similaire a
celle de UrgoTul®-Ag. Du cété du pansement final avec I'IBU-L, la cinétigue de réduction est plus
lente que celle du pansement sans I'IBU-L avec une réduction progressive de la population
bactérienne jusqu’a 6 heures de contact, la réduction atteignant 5 Logio, et puis suit la méme
tendance que CD-CTR-AgTT-PEM. Finalement, la réduction bactérienne apres 24 heures atteint
aussi 4 Logso.

Ces résultats ont montré que le pansement final avec I'BU-L présente une activité
antibactérienne plus lente que le pansement libre d’ibuproféne sur E. coli mais reste plus performant
que UrgoTul®-Ag notamment en terme de vitesse de réduction bactérienne. Le pansement final a
rapporté une activité antibactérienne au moins équivalente a celle présentée par UrgoTul®-Ag sur
les deux souches bactériennes aprées 24 heures d’évaluation. Cela met en évidence que I'ibuproféne

n’interfére que trés peu avec les propriétés antibactériennes des pansements a 'argent.
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3.2.5 Conclusion

L’ibuproféne a été choisi comme second principe actif pour le pansement CD-CTR-AgTT-PEM
de par son activité thérapeutique. Le diagramme de solubilité a permis de mettre en évidence une
amélioration de la solubilit¢ de I'BU en présence de BCD et surtout avec le polymére de
cyclodextrine PCD (13 mM d’IBU pour une concentration de PCD de 44 mM). La complexation
entre I'IBU et le PCD a été validée par RMN 1H puis par une séquence ROESY qui a clairement mis

en évidence l'inclusion de I'IBU dans les cavités des BCD du PCD.

La cinétique d’adsorption de I'ibuproféne sous ses deux formes (IBU-L et IBU) a montré une
adsorption trés rapide (moins de 30 minutes) de I'IBU sur les supports CD-CTR-AgTT-PEM
notamment lorsque la concentration du bain d’'imprégnation était importante (10 g/L). Dans le cas
de I'IBU-L, les isothermes d’adsorption ont révélé un modéle de Langmuir donnant comme
hypothése une interaction de I'|BU sur un site du support textile sans interactions entre les molécules
d’'IBU-L entre-elles.

D’un point de vue libération, I'application d’un systéeme PEM a permis une libération plus
prolongée de I'IBU-L jusqu’a 48 heures comparativement au méme support qui ne contient pas le
systeme PEM ((PET)-CD-CTR). Ceci a mis en évidence I'apport non seulement de la couche
thermofixée mais surtout du systeme PEM pour prolonger la libération de I'IBU. Toutefois,
comparativement au Biatain-IBU (500 pg/cm?), nous n’avons pas adsorbé une quantité aussi

importante d’'IBU-L sur notre support (214 pg/cm?).

L’évaluation microbiologique du pansement optimisé CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-L a permis de
montrer que l'ibuproféne n’interférait pas sur les propriétés antibactériennes globales du pansement.
La présence d’IBU-L a contribué a ralentir la vitesse d’activité antibactérienne sur E. coli qui reste
toutefois meilleure que UrgoTul®-Ag. Aucun impact majeur de I'lBU sur I'activité antibactérienne du

pansement n’'a été observé sur S. aureus.

Pour conclure, le support CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-L a été optimisé en vue d’'une évaluation

préclinigue in vivo.
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EVALUATION IN VIVO DES PANSEMENTS SUR UN MODELE MURIN
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3.3 Evaluation in vivo des pansements sur un modeéle murin

L’objectif de cette partie est I'étude in vivo des pansements sur un modele murin. Dans un
premier temps, les pansements ont été stérilisés par rayonnements gamma (y). L'impact de ce
traitement a été évalué sur la dégradation du systéme PEM, la morphologie des supports, la
libération simultanée d’argent et d’'IBU-L et sur I'évaluation microbiologique in vitro du pansement
final (CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-L). Finalement I'étude in vivo des pansements a été réalisée chez
les souris C3H/He présentant une plaie infectée par E. coli K12 afin d’évaluer leur performance dans

le traitement des plaies infectées.
3.3.1 Stérilisation des pansements par rayonnements gamma (y)

Dans le domaine des dispositifs médicaux implantables (DMI), la stérilisation est une étape
essentielle. Les matériaux choisis pour la conception des DMI doivent étre résistants aux méthodes
de stérilisation tels que les rayonnements X, (3, y, 'oxyde d’éthyléne (EtO) ou la chaleur humide.
Malheureusement, certaines méthodes peuvent altérer les propriétés mécaniques, la stabilité ou la
cytocompatibilité des DMI.

La stérilisation par rayonnements gamma (y) est largement utilisée dans la stérilisation de
produits médicaux a usage unique. Les rayonnements gamma présentent une grande capacité de
pénétration et une faible réactivité chimique. D’ailleurs, la température n'augmente pas pendant la
procédure et il N’y a pas de résidus chimiques toxiques. Cependant, les rayonnements ionisants
peuvent étre nuisibles sur les propriétés des biomatériaux utilisés dans la conception de dispositifs
médicaux. Il est donc important de connaitre la compatibilité des matériaux avec les rayonnements
et surtout la dose d’irradiation correcte avant de réaliser la procédure. Le fabriquant doit donc
analyser les propriétés des dispositifs médicaux avant et aprés stérilisation, notamment dans le cas
de DMI contenant des PA ou de substances biologiques car ils peuvent se dégrader ou perdre de

leur activité apreés stérilisation.
3.3.1.1 Impact des rayonnements gamma (y)

3.31.11 Suivi de la dégradation du systéme PEM

La Figure 87 représente la perte de masse des pansements avant et aprés stérilisation
gamma (y) en fonction du temps de dégradation dans le PBS pH 7,4. Aprés 1 jour, la perte de masse
des pansements avant (1,52 + 0,2%uw) et aprés (2,04 £ 0,09%uw) stérilisation est relativement faible
et ne montre pas de différence. Dés le deuxiéme jour, une différence est mise en évidence. En effet,
la perte de masse du pansement avant stérilisation est 1,81 + 0,16% contre 3.00 = 0,10% apres
stérilisation. Cette différence s’accentue au cours du temps et la perte de masse des pansements
apres 7 jours est de 4,23 + 0,46% et 7,81 + 0,29% avant et aprés stérilisation, respectivement. Les

résultats ont montré que la stérilisation gamma (y) pourrait interférer dans la stabilité des
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assemblages car aprés 7 jours d’évaluation, la perte de masse de CD-CTR-AgTT-PEM (y) a été 1,8

fois plus importante qu’avant la stérilisation.
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Figure 87. Perte de masse (en %) des pansements CD-CTR-AgTT-PEM avant et apreés stérilisation gamma (y) en
fonction du temps de dégradation dans le PBS pH 7,4 (37°C, 80 rpm) (n=3, écart type négligeable).

3.3.1.1.2 Microscopie électronique a balayage (MEB)
L’évaluation de la morphologie des pansements CD-CTR-AgTT-PEM avant et aprés
stérilisation (y) a été réalisée par MEB. De la méme maniere, des spectres EDX ont été réalisés a
des endroits spécifiques (indiqués par des fleches rouges) dans le but de déterminer s'il existe un

changement dans le pourcentage massique du carbone, de 'oxygéne et de I'argent.

La Figure 88 présente les images MEB et les spectres EDX des pansement CD-CTR-AgTT-
PEM et CD-CTR-AgTT-PEM(y). Quelques nervures et des espaces craquelés sur les revétements
ont été observés sur les deux types des supports, ce qui montre une déshydratation des polyméres
en réponse au traitement thermique (140°C, 105 min), effectué aprés la construction des
assemblages. Aucune différence significative n’a pu étre observée sur le revétement entre les
échantillons stérilisés ou non. Les spectres EDX rapportent la composition élémentaire des
pansements ainsi que le pourcentage massique du carbone (C), oxygéne (O) et argent (Ag) qui sont
présente dans le Tableau 14. On peut noter une augmentation significative de la quantité
d’oxygene. Les traitements de surfaces comme le plasma froid, le laser ou les rayonnements ont
tendance a créer des groupes hydroxydes, peroxydes et hydroperoxydes en surface comme nous
avions déja pu le montrer (257).
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Tableau 14. Pourcentage massique du carbone (C), oxygéne (O) et argent (Ag), détecté par EDX dans chaque zone
analysée sur le pansement CD-CTR-AgTT-PEM avant et apres stérilisation (y).

Textiles Cc o Ag
CD-CTR-AgTT-PEM 52,15 20,48 0,91
CD-CTR-AgTT-PEM(y) 51,09 45,17 1,73

CD-CTR-AGTT-PEM (y)

Figure 88. Images MEB (X300) et spectres EDX de CD-CTR-AgTT-PEM avant et apreés stérilisation gamma (y).

3.3.1.1.3 Libération simultanée de I'argent et de I'IBU-L
La cinétique de libération de l'argent et de I'lBU-L dans le PBS pH 7,4 a été évaluée en
condition statique, afin de connaitre la performance du pansement final (CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-
L) dans la libération de ces deux principes actifs. Dans un premier temps, un dosage de I'argent et
lIBU-L a été réalisé afin de déterminer si la stérilisation a eu un impact sur la quantité d’argent ou
sur la capacité d’adsorption de I'lBU-L sur les supports.

L’histogramme présenté dans la Figure 89 montre la quantité d’argent et d’IBU-L adsorbée
dans le pansement avant et aprés stérilisation. Les résultats ne montrent pas de différences entre
la quantité d’argent chargée dans les pansements traités ou non par rayonnement (y). Le méme
comportement a été observé pour I'IBU-L ou l'adsorption de l'antalgique est similaire dans les
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pansements ayant ou non subit une stérilisation. La stérilisation par rayonnement gamma n’impacte

donc pas la capacité d’adsorption des pansements.
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Figure 89. Quantité d'argent et d'IBU-L dans le pansement CD-CTR-AgTT-PEM avant et apres stérilisation par
rayonnements gamma (n=3). Dosage d’argent effectué par spectroscopie d’absorption atomique et dosage d’IBU-L
réalisé par HPLC UV-visible.

La Figure 90 montre la quantité d’argent et d’'IBU-L libérée dans le PBS pH 7,4, exprimée en
pg/cm?. L'argent se libére de maniére prolongée ; il atteint une concentration de 1,86 + 0,09 pug/cm?
aprés 6 heures, ce qui représente un taux de libération de 0,6% par rapport au dosage initial.
Néanmoins, I'lBU-L a montré une libération de 130,15 * 9,4 pug/cm?, soit un taux de 64 % apres 30
minutes, un effet burst est donc observé. Aprés 72 heures, la quantité d’argent libéré est de 4 £ 0,15
hg/cm? ce qui représente un taux de 1,4% seulement. L’'IBU-L par contre, libére la totalité de la

charge initiale aprés 48 heures.
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Figure 90. Quantité d'Ag (axe droite) et d'IBU-L (axe gauche) libéré dans le PBS pH 7,4 (37°C, 80 rpm), a partir du
pansement CD-CTR-AgTT-PEM avant et aprés stérilisation gamma.
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La stérilisation par rayons gamma impacte favorablement le profil de libération de I'argent. On
observe un relargage plus lent, a partir de 6 heures. En revanche, la stérilisation n’a pas d’effet sur

la libération de I'ibuproféne.

3.3.1.14 Evaluation microbiologique in vitro
L’évaluation microbiologique in vitro a été réalisée afin de déterminer 'impact de la stérilisation
sur les propriétés antibactériennes du pansement. Pour cela, un test de Kill time a été effectué. Dans
un premier temps, I'analyse a été réalisée a 6 et 24 heures a TO et puis a 1 et 2 jours aprés libération
dans le PBS pH 7,4.

L’histogramme exposé dans la Figure 91 représente l'activité antibactérienne du CD-CTR-
AgTT-PEM avant et apres stérilisation gamma (y) et UrgoTul®-Ag sur S. aureus (Figure 91 A) et E.
coli (Figure 91 B) respectivement. La charge bactérienne initiale a été de 7 Log10 UFC/mL pour les
deux souches bactériennes. Sur S. aureus, les textiles CD-CTR-AgTT-PEM et CD-CTR-AgTT-PEM
(y) ont montré une réduction bactérienne de 3 Log10 et de 2 Log10 aprés 6 heures d’évaluation,
respectivement. A 24 heures d’analyse, une réduction bactérienne de 5 Log10 a été obtenue pour
CTR-CD-AQTT-PEM avant et aprés stérilisation respectivement. Cependant, [lactivité
antibactérienne d’'UrgoTul®-Ag est de 4 Log10 a 6 et 24 heures d’analyse.

Dans le cas d’E. coli, le pansement congu a montré une meilleure activité antibactérienne que
sur S. aureus a 6 heures, avant et apres stérilisation respectivement. La réduction bactérienne a été
de 6 logl0 et 5 Log1l0 pour CD-CTR-AgTT-PEM et CD-CTR-AgQTT-PEM (y). Néanmoins, a 24
heures d’analyse, la réduction bactérienne des mémes échantillons a été de 5 Log10. D’autre part,
le pansement UrgoTul®-Ag a montré une faible activité antibactérienne (2,6 Log10) a 6 heures.
Néanmoins, la réduction bactérienne reste similaire (5 Log10) que celles obtenues par CD-CTR-
AgTT-PEM et CD-CTR-AgQTT-PEM (y) apres 24 heures respectivement.
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Figure 91. Cinétique de réduction bactérienne de CD-CTR-AgTT-PEM avant et apres stérilisation gamma et UrgoTul®-
Ag qu’ont été incubés avec une charge bactérienne initiale de 7 Log10 UFC/mL de S. aureus (a) ou d’E. coli (b) pendant
6 et 24 heures.

Aprés l'évaluation de [l'activité antibactérienne a TO des pansements avant et aprés
stérilisation, une autre analyse a été effectuée. En effet, les échantillons ont été immergés dans le
PBS a pH 7,4 (37°C, 80 rpm) pendant 1 (T1) et 2 (T2) jours, afin de simuler le temps d’utilisation du
pansement sur une plaie. Apres, un test de kill time (temps d’évaluation 30 min, 2, 4, 6 et 24 heures)
a été realisé sur E. coli dans le but de connaitre le comportement antibactérien des textiles apres 1
et 2 jours de libération. La Figure 92 montre la cinétique de réduction bactériennes du textile CD-
CTR-AgTT-PEM (y) a T1 et T2 de libération dans le PBS a pH 7,4 sur E. coli.
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Figure 92. Cinétique de réduction bactérienne du CD-CTR-AgQTT-PEM (y) a TO et immergé dans une solution de PBS a
pH 7,4 pendant 1 (T1) et 2 (T2) jours et puis incubés avec une charge bactérienne initiale de 7 Log10 UFC/mL d’E. coli &
6 et 24 heures.

A T1, le textile a montré une réduction bactérienne plus rapide (6 Log10) qu’a T2 (5 Log10).
Ensuite, la réduction bactérienne continue jusqu’a 4 heures et puis une re-croissance bactérienne
est observé a partir de 6 heures a T1 et T2. Finalement, la réduction bactérienne atteint a 5 Log10

apres 24 heures d’évaluation.

La stérilisation par rayonnements gamma ne semble pas interférer dans les propriétés
antimicrobiennes du textile CD-CTR-AgTT-PEM (y). Cela a été mis en évidence dans le test de Kkill
time effectué a TO, T1 et T2. D’autre part, aucune différence d’activité antibactérienne n’a été
observé entre CD-CTR-AgTT-PEM avant et aprés stérilisation a TO. D’ailleurs, le pansement congu

dans ce travail montre une meilleure activité antibactérienne que UrgoTul®-Ag sur E. coli.

Finalement, il faudrait évaluer [lactivité antibactérienne de CD-CTR-AgTT-PEM avant
stérilisation gamma (avec ou sans IBU-L) et de UrgoTul®-Ag a T1 et T2, sur Escherichia coli ainsi
que d’autres souches bactériennes comme Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa,
afin de déterminer s’il existe une différence de I'activité antibactérienne de ces pansements et avoir

également, une étude plus compléte.
3.3.2 Evaluation in vivo des pansements :

L’évaluation in vivo des pansements PET, CD-CTR-AgTT, CD-CTR-AgTT-PEM, CD-CTR-
AgTT-PEM-IBU-L et UrgoTul®-Ag (11 mm de diametre) a été effectuée sur des souris C3H/He
ayant une plaie infectée par E. coli (7,6 Log10 UFC/mL). Au but de 3 et 7 jours, les pansements ont

été renouvelés. Aprés 3 jours de traitement, les pansements ont été récupérés et déplacés dans
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une solution de PBS pH 7,4 stérile pour les rincer. Apres, une analyse microbiologique a été réalisée
afin de connaitre I'évolution de la population bactérienne sur le pansement comparé a la charge
bactérienne initialement déposée sur la plaie. Dans un premier temps, une analyse de la charge
globale bactérienne (flore cutanée) trouvée dans les pansements a été évalué et puis la charge

bactérienne de E. coli a été également analysé.

La Figure 93 révéle la population bactérienne globale (flore cutanée) décroché des différents
pansements testés. Le textile PET vierge a montré une réduction bactérienne de 4 Log10 et 2 Log10
au but de 3 et 7 jours respectivement. Le reste des pansements testés ont montré une réduction
bactérienne de 6 Log10 apres 3 jours de traitement et puis au bout de 7 jours les pansements CD-
CTR-AgTT-PEM-IBU-L et UrgoTul®-Ag ont montré une meilleure activité antibactérienne (6 Log10).
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Figure 93. Population bactérienne globale (flore cutanée) présente dans les pansements PET, CD-CTR-AgTT, CD-CTR-
AgTT-PEM, CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-L et UrgoTul®-Ag (11 mm de diametre) a 3 et 7 jours apres inoculation
bactérienne. (Charge initiale, 7,6 Log10 UFC/mL).

D’autre part, la charge bactérienne de E. coli présente dans les pansements est représentée
dans la Figure 94. Seuls les textiles PET et CD-CTR-AgTT-PEM ont montré une population
bactérienne de 1 Log10 aprés 3 jours d’évaluation. Néanmoins, pour les autres pansements, les
colonies bactériennes n'ont pas été détectées. Le méme phénomene a été rapporté a 7 jours sur

tous les groupes de pansements testés (résultats non montrés).
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Figure 94. Population bactérienne d’E. coli présente dans les pansements PET, CD-CTR-AgTT, CD-CTR-AgTT-PEM,
CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-L et UrgoTul®-Ag (11 mm de diameétre) a 3 apres inoculation bactérienne. (Charge initial, 7,6
Logl0 UFC/mL).

0

En ce qui concerne a I'évaluation macroscopique de la plaie, une cicatrisation compléte de la
plaie a été observée au bout de 3 jours. D’ailleurs, aucun signe d’infection n’a été mis en évidence,
méme si la charge bactérienne déposée est élevée. En effet, I'abrasion effectuée comme modéle
de plaie n’est pas l'idéale pour réussir une infection. Il est nécessaire donc, de mettre au point un
autre type de plaie plus profonde qui permettrait dendommager le derme et I'épiderme, comme par

exemple les brilures de deuxiéme ou troisieme degré.
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3.3.3 Conclusion

L’impact de la stérilisation par rayonnement gamma sur le pansement CD-CTR-AgTT-PEM
a été évalué par rapport a la dégradation des assemblages, la morphologie des supports, la

libération simultanée des deux principes actifs, argent et IBU-L et I'activité antibactérienne in vitro.

Les rayonnements gamma interféerent dans la stabilité des assemblages et dans la
morphologie des pansements. Concernant la libération simultanée de l'argent et I'IBU-L, les
pansements stériles ont montré un profil de libération prolongé pour I'argent a partir de 6 heures.

Néanmoins, pour I'lBU-L le pansement présente la méme cinétique avant ou apres stérilisation.

En ce qui concerne I'évaluation microbiologique, les rayonnements gamma n’interférent pas
dans les propriétés antibactériennes de I'argent sur S. aureus et E. coli a TO. D’ailleurs, I'activité
antibactérienne du pansement CD-CTR-AgTT-PEM est meilleure que UrgoTul®-Ag. L’évaluation
microbiologique a T1 et T2 sur E. coli ne rapporte pas des différences entre 'activité antibactérienne

des pansements avec ou sans traitement de stérilisation.

Dans I'évaluation in vivo de pansements, CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-L et UrgoTul®-Ag ont
montré une meilleure activité antibactérienne contre la charge globale au bout de 7 jours de
traitement. Néanmoins sur E. coli, les colonies bactériennes n’ont pas été détectées nia 3 nia 7
jours. Les plaies effectuées sur les souris C3H/He n’ont montré aucun signe d’infection. En revanche
la cicatrisation compléte des plaies a eu lieu au bout de 3 jours quel que soit le pansement utilisé

dans le traitement.
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Les plaies chroniques sont un probleme de santé publique majeur en raison des codts élevés
qui engendrent leur prise en charge. Les plaies chroniques décrites dans ce manuscrit sont les
brdlures, les ulcéres par pression et les ulcéres de jambe. Ces types de plaies présentent un risque
d’infection important, en retardant leur guérison. L'infection des plaies entraine une production
d’exsudats purulents, des mauvaises odeurs et une douleur intense a cause de la réponse

inflammatoire provoquée par l'infection.

L'utilisation de dispositifs médicaux comme les pansements est une alternative pour le
traitement des plaies notamment pour les plaies infectées ou présentant un risque d’infection. I
existe une vaste gamme de pansement a base de substances actives pour traiter les plaies
infectées. Le principe actif le plus utilisé est I'argent, en raison de son large spectre d’action contre
les bactéries a Gram positif, les bactéries a Gram négatif et les champignons. De plus, aucune
résistance des bactéries envers I'argent n’a été mise en évidence. Cependant, la large diffusion de
'argent vers les tissus sains peut engendrer des effets toxiques envers les cellules impliquées dans
la cicatrisation comme les kératinocytes et les fibroblastes retardant ainsi la cicatrisation. A cause
de ces problématiques, plusieurs chercheurs travaillent sur de nouvelles stratégies pour ralentir la
diffusion de I'argent et obtenir en méme temps une activité antibactérienne qui permet d’éradiquer

l'infection des plaies.

Le but de ce projet a été de développer un pansement a double libération de principes actifs
pour le traitement des plaies chroniques. L’innovation de ce projet se base sur l'incorporation de
deux principes actifs, 'argent comme agent antibactérien et I'ibuproféne comme I'agent antalgique.
L’objectif principal a été d’incorporer les deux principes actifs dans le méme support textile, en

employant une stratégie de modification de surface.

Dans un premier temps, le textile a été fonctionnalisé par la technique dite du « pad-dry-cure »
avec le CHT ou la CD, tous deux réticulés par le CTR afin de former une surface riche en fonctions
carboxyliques pour fixer I'argent. Le textile (PET)-CD-CTR présente une plus grande densité des
fonctions COOH que le textile (PET)-CHT-CTR. Cela a permis une meilleure adsorption de I'argent

(sous la forme de nanoparticules) sur le support (PET)-CD-CTR.

Les textiles activés par I'argent (CHT-CTR-AQTT et CD-CTR-AgTT) ont été recouvert avec un
systeme PEM afin de fournir un environnement humide a la plaie et former une barriére pour ralentir
la diffusion de I'argent vers les tissus sains. La capacité d’absorption des exsudats simulés par les
textiles (Norme NF EN 13726-1) était plus importante pour ceux présentant le systeme PEM. Cela

est di a la capacité de gonflement du CHT, polyélectrolyte positif, paramétre important pour le
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traitement des plaies en phase détersive. Le traitement thermique (140°C, 105 min) des
assemblages permet de maintenir leur stabilité sur une période d’au moins 7 jours quel que soit le

type de support fonctionnalisé.

Le profil de libération de I'argent a été limité pour les textiles ayant le systéeme PEM dans les
3 milieux de libération testés en comparaison au pansement UrgoTul®-Ag, lequel a montré des taux
de libération assez élevés notamment dans les exsudats simulés. Cependant, les résultats obtenus
avec le test de Kirby-Bauer rapportent des diametres de diffusion similaires pour tous les textiles

activés avec I'argent avec ou sans le systéme PEM y compris le pansement UrgoTul®-Ag.

L’activité antibactérienne, évaluée par le test du kill time, a montré une réduction bactérienne
entre 3 et 6 Log10 sur S. aureus et E. coli, respectivement. Cependant I'activité antibactérienne des
textiles avec le systeme PEM est plus rapide sur E. coli que sur S. aureus quel que soit le type de
support. Le pansement UrgoTul®-Ag a montré une activité antibactérienne plus lente sur les deux
souches bactériennes, méme s’il contient une dose 1,5 plus élevée que les pansements que nous

avons développés.

Dans un deuxiéme temps, 'ibuproféne a été chargé sur les supports CD-CTR-AgTT-PEM. La
particularité de ce polymére est sa capacité a former des complexes d’inclusion avec différents
principes actifs y compris l'ibuproféne. Les études de cinétique d’adsorption ont rapporté un
chargement plus rapide dans I'lBU-L que dans I'lBU car la concentration du bain d’'imprégnation de
'IBU-L été plus concentrée. Il faudrait alors, de développer une analyse sur les deux formes

d’ibuproféne, mais cette fois-ci a une méme concentration.

Les isothermes d’adsorption de I'ibuproféne ont rapporté un modéle d’adsorption proposé par
Langmuir. Concernant la quantité d’IBU-L adsorbée dans le pansement, le systeme PEM permet de
charger une quantité plus importante que la couche thermofixée seule ((PET)-CD-CTR). La
concentration d’imprégnation IBU-L a 10 g/L permet l'adsorption maximale sur le support.
Néanmoins, cette concentration n’est pas suffisante pour arriver a charger autant que dans le
pansement commercial Biatain® IBU (500 pg/cm?). En ce qui concerne le profil de libération de
l'antalgique, I'apport du systéme PEM permet un libération plus lente (6 heures) que la couche

thermofixée seule ou la totalité de I'IBU-L est libérée en moins d’'une heure.

L’évaluation microbiologique du pansement final CD-CTR-AgTT-PEM-IBU-L a rapporté une
activité antibactérienne plus rapide sur E. coli que sur S. aureus comme précédemment. Ces
résultats mettent en évidence que I'ibuproféne n’interfere pas dans les propriétés antibactériennes

de l'argent.

Finalement, une étude in vivo préliminaire chez la souris a été mise en place. Dans un premier
temps, les pansements ont été stérilisés par rayonnement gamma selon la Norme ISO 11137. La

cinétique de libération de I'argent est plus lente aprés le traitement de stérilisation mais la cinétique
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de libération de I''BU-L reste inchangée. Concernant l'activité antibactérienne, le traitement de

stérilisation n’influe pas dans I'efficacité antibactérienne des textiles a TO, T1 et T2.

Dans I'étude in vivo, une abrasion a été effectuée comme modéle de plaie infectée par E. coli.
Les résultats ont rapporté une réduction bactérienne de 6 Log10 pour tous les pansements testés
au bout de 3 jours. Cependant, aucun signe d’infection n’a été visualisé et une cicatrisation compléte
de la plaie a été observée au bout de 3 jours pour tous les pansements analysés. Il faudrait
développer un autre modéle de plaie car une abrasion n’est pas assez profonde pour bien visualiser

les signés d’infection aprés I'inoculation bactérienne de la plaie.

Ce travail de thése aura permis I'élaboration d’un pansement chargé par deux principes actifs
ayant des propriétés antibactériennes et antalgiques. La premiere couche aura permis de fixer
argent, tandis que le systtme PEM aura permis de limiter la diffusion de I'argent dans la plaie,
apporter un environnement humide et permettre la libération d’un second principe actif, 'ibuproféne.
L’activité antibactérienne du pansement a été validé in vitro et in vivo. Concernant I'évaluation in
vivo, un nouveau modeéle de plaie, plus profond, doit étre mis au point dans le but d’évaluer la
performance réelle des pansements dans I'éradication de l'infection. Cela permettrait une évaluation
macroscopigue générale comme la réduction de la surface de la plaie et les signes d’infection.
D’autre part, une évaluation au niveau tissulaire sera mise en place, afin de mettre en évidence les
propriétés de ré-épithélialisation. Des modéles de plaies comme les brllures ou les excisions
pourraient étre réalisés pour une meilleure visualisation de I'efficacité des pansements développés
en termes d’anti-infectieuse. Dans ce cas, les souches bactériennes E. coli, S. aureus et P.
aeruginosa seront choisies pour inoculer la plaie afin d’évaluer la performance des pansements vis-

a-vis de la souche bactérienne utilisée.

Dans ce travail de thése, seule I'évaluation antibactérienne in vitro a été réalisée. Il est
important d’avoir un étude compléte des propriétés des pansements (antibactérienne et antalgique).
Pour cela, une étude de l'activité anti-inflammatoire in vitro sera développée a travers un dosage de

médiateurs inflammatoires tels que les prostaglandines, les cytokines et les leucotriénes.
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Résumé

Les plaies chroniques présentent un risque d’infection entrainant un retard de la cicatrisation et des
douleurs intenses. lIs restent un probléeme de santé publique car leur prise en charge génére un co(t
élevé. Les pansements a base d’argent sont largement utilisés pour traiter les plaies déja infectées ou
présentant un risque infectieux. Néanmoins, les effets toxiques de I'argent envers les fibroblastes et les
kératinocytes entrainent une perception limitée de I'efficacité remettant en cause leur bénéfice. Dans
ce contexte, le projet de thése a consisté en la conception d’'un pansement a libération de deux principes
actifs : un sel d’argent pour traiter I'infection et de 'ibuproféne pour soulager la douleur. Le pansement
est enrobé par un systéeme multicouches (PEM) afin de ralentir la diffusion de I'argent vers la plaie et au
méme temps fournir un environnement humide. Dans un premier temps, un textile en polyester a
d’abord été fonctionnalisé soit par le chitosan, soit par la B-cyclodextrine tous les deux réticulés par
l'acide citrique afin de former des charges négatives en surface du polyester, pour ensuite charger
largent dans le textile. Puis le systtme PEM a été construit par la technique de « dip-coating » en
utilisant le chitosan comme polyelectrolyte positif et la poly-cyclodextrine comme polyelectrolyte négatif.
Apres, un traitement thermique a été réalisé pour stabiliser les assemblages. Le systeme PEM a
présenté une évolution linéaire en terme de gain de masse en fonction du nombre de couches
déposées. La quantité d’argent et d’ibuproféne chargé sur les supports a été de 240 pg/cm? et de 200
ug/cm?, respectivement. D’autre part, le profil de libération de I'argent atteint 3 pg/cm? a 72 heures
tandis que la libération de l'ibuprofene est prolongée jusqu’a 6 heures dans le PBS, sous conditions
statiques. Les études biologiques ont montré la cytocompatibilité du pansement vers les cellules
épithéliales embryonnaires de poumon humain (lignée L132) et une excellente activité antibactérienne
contre les souches S. aureus et E. coli. Finalement, une étude préliminaire a été réalisée in vivo chez
la souris C3H/HE présentant une plaie infectée par E. coli. Les pansements testés ont été appliqués sur
les plaies et maintenus pendant 3 jours. Seul le pansement ne contenant pas d’argent (contrdle négatif)
présentait encore une colonisation par E. coli.

Abstract

Chronic wounds present a risk of infection, delaying the healing process and leading to severe pain.
Chronic wounds represent a public health problem that generates high costs. Silver dressings are widely
used to treat wounds already infected or with a risk of infection. Nevertheless, the toxic effect of silver
toward fibroblasts and keratinocytes generates a perception lack of efficacy and cost effectiveness, and
guestion their effectiveness as well as its safety. The goal of this work was to design a wound dressing
releasing two active ingredients: a silver salt to treat the infection and ibuprofen to relieve the pain. The
dressing was coated by a layer-by-layer (L-b-L) system to slow down silver diffusion into the wound and
at the same time provide a moist environment to the wound. First, a nhonwoven polyester textile was
functionalized by chitosan or by B-cyclodextrin polymer, both crosslinked with citric acid under curing
conditions to form a thermofixed negatively charged layer at the surface textile to then loaded silver onto
the textile. Next, a L-b-L system was built on the support by alternating self-deposition of CHT as cationic
polyelectrolyte and cyclodextrin polymer as anionic polyelectrolyte. A curing process was applied to
stabilize the L-b-L system. L-b-L system showed a linear evolution of the weight gain in relation to
number of layers formed. Loaded silver and ibuprofen reached up to 240 ug/cm? and 200 pg/cm?
respectively. Silver was released up to 3 pg/cm? after 3 days in PBS under static conditions, and
ibuprofen was released up to 6 hours under the same parameters. Biological studies proved the dressing
cytocompatibility using human lung normal cell lines (L132). In vitro microbiological evaluation showed
greater antibacterial activity of the dressing against S. aureus and E. coli. Finally, a preliminary in vivo
study was performed in C3H/HE mice with a wound infected by E. coli. The dressings tested were
applied to the wounds and were maintained for 3 days. Only the free silver-dressing (negative control)
showed a colonization by E. coli.
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