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Introduction

Le concept de régénération osseuse guidée (ROG) a été décrit pour la premiére fois
en 1957 par Murray et al. La régénération osseuse guidée repose sur plusieurs

grands principes :

Le maintien de I'espace est essentiel a la ROG : en effet cet espace permet
'angiogenése ainsi que la néo-formation osseuse.

e La stabilité et la protection du caillot sanguin.

e La mise en place d'une barriere permettant d’empécher la compétition
cellulaire, évitant alors l'infiltration cellulaire par les tissus conjonctifs d’origine
gingivale et épithéliale.

e La fermeture du site par sutures.

Les biomatériaux utilisés en ROG aident au maintien de I'espace.

Les membranes peuvent étre non résorbables ou résorbables.

Les membranes non résorbables ont été les premiéres a étre utilisées en ROG. Elles
étaient composées de polytétrafluoroéthyléne expansé.
Les membranes résorbables sont :
e Synthétiques : composées de copolymeéres d’acide polylactique et
polyglycolique.
e Collagéniques : fabriquées a partir de collagene porcin, bovin ou équin,

réticulé ou non.
Les membranes collagéniques sont biocompatibles et acceptent les contacts avec la
cavité orale (Rothamel et al., 2005).

L’utilisation d’'un polymére naturel, le chitosane en combinaison a d’autres matériaux
qui en améliorent les propriétés mécaniques, est une alternative aux membranes

collagéniques pour la régénération osseuse guidée.

Nous développerons au cours de ce travail, les origines du chitosane ainsi que ses
propriétés. Puis en étudierons ses effets dans la régénération osseuse guidée. Pour
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terminer nous en verrons ses perspectives d’utilisation dans les domaines de la

parodontologie et de I'implantologie.
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Partie 1 : De la chitine au chitosane

1. Historigue et origine

La chitine est le deuxiéme biopolymere le plus abondant sur Terre aprés la cellulose.
Elle fut découverte pour la premiere fois en 1811 a partir de la paroi d'un
champignon, par le chimiste frangais Nancéien Henry Braconnot. Il s’agit du premier
polysaccharide reconnu dans la littérature. Il I'appellera fungina. C’est en 1823
qu’Auguste Odier isolera le méme composé insoluble et le nomme chitine (Chitine et

chitosane - Société Chimique de France, n.d.)

Au milieu du XIX® siécle, Charles Rouget obtient une chitine transformée par
traitement avec de la potasse concentrée a haute température. Ce produit soluble
dans des solutions aqueuses acides, est par la suite hommé chitosane, par le
chimiste allemand Félix Hoppe Seyler en 1894. Sa structure fut définie par Albert

Hoffman.

Ce polymere est synthétisé par un grand nombre d'organismes vivants. A ['état natif,
la chitine se présente sous forme de microfibrilles cristallines ordonnées qui forment
des composants structuraux dans l'exosquelette des arthropodes ou dans les parois
cellulaires des champignons et des levures (Rinaudo, 2006).
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Tableau 1 : Les différentes sources de chitine et de chitosane (d’apreés la traduction de I'anglais Rinaudo, 2006).

Animaux marins

Annélides

Insectes

Scorpions

Microorganismes

Algue verte

Mollusque

Araignées

Algue brune

Ccelentéré

Brachiopodes

Levure

Crustacés :

Crabes
Crevettes
Krill

Homard

Fourmis

Champignons

Coléopteres

Spores

Mycellium penicillium

Cafard

Chytridiales

Ascomyceétes

Blastocladiaceae
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Le pourcentage de chitine differe en fonction de la source dans laquelle la chitine est
extraite, mais également de I'espece sur laquelle la chitine est prélevée. En terme
général les coquilles de crustacés contiennent entre 30 a 40% de protéines, 30 a
50% de carbonate de calcium, et entre 20 a 30% de chitine (El Knidri et al., 2018).

Jusqu'a présent, les sources commerciales de chitine sont les carapaces de

crevettes et de crabes.

2. La chitine

2.1 Préparation de la chitine

2.1.1 Morphologie de la chitine

La chitine est un amino-polysaccharide linéaire constitué principalement de N-acetyl-
d-glucosamine liés en B 1-4. Elle est a ce jour présente sous deux formes
allomorphes principales : a savoir la forme a et la forme 3 (Singh et al., 2017).
Celles-ci peuvent étre différenciées par spectroscopie RMN infrarouge et a I'état
solide par la diffraction des rayons X.

Des liaisons hydrogenes permettent d’assembler le réseau de chitine lorsqu’elle se
présente sous son état solide et en détermine sa solubilité, sa réactivité et son
gonflement.

Une troisieme forme a été décrite dans la littérature : la y-chitine.

v
F ¥

Al A

L 4

v

A

r'y
v
FYYY Y YTy
FAE Y Y

L J

u-chitin p-chitin y=-chitin

Figure 1 : Représentation schématique des 3 formes polymorphiques de la chitine (El Knidri et al., 2018)
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2.1.1.1  L’alpha-chitine

L’ a-chitine est l'allomorphe que nous retrouvons en plus grande quantité parmi les
trois formes existantes. Elle est produite par un grand nombre d’animaux marins.
L’a-chitine est également formée par recristallisation de la solution de chitine :
- Par biosynthése in vitro
- Par polymérisation enzymatique, en raison de la forte stabilité
thermodynamique de cet isomorphe (Younes and Rinaudo, 2015).

2.1.1.2 La béta-chitine

L’allomorphe B-chitine est une forme de la chitine que I'on retrouve de maniére plus
rare, nous la retrouvons principalement en association avec des protéines chez le

calamar (Younes and Rinaudo, 2015).

2.1.2 Extraction de la chitine

La chitine est présente dans les coquilles des crabes, crevettes, et crustacés en
combinaison avec des protéines et du carbonate de calcium permettant la création
d’'un maillage formant leur coquille. Lors de I'extraction de la chitine, deux principaux
constituants de la coquille doivent étre éliminés :

e Les protéines par déprotéinisation,

e Le carbonate de calcium inorganique par déminéralisation.

L’'une ou l'autre de ces deux étapes peuvent étre permutées (Singh et al., 2017).

Une étape supplémentaire qui consiste a supprimer les colorants peut étre effectuée
afin d’en éliminer les pigments.

L’extraction de la chitine comprend donc déminéralisation et déprotéinisation, celles-

ci pouvant se faire de fagon chimique ou de maniére enzymatique.
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» Solution alcaline

1
Déproteinisation

» Solution acide
2
Démineralisation

» Solution alcaline
3
Décoloration

Figure 2 : Processus d'extraction de I'alpha chitine (d’aprés la traduction de I'anglais (Muxika et al., 2017))

2.1.2.1  Extraction chimique

- Déprotéinisation

L’étape de la déprotéinisation de la chitine permet la rupture des liaisons chimiques
entre la chitine et les protéines présentes a l'intérieur des carapaces des crustacés.

Celle-ci est réalisée en utilisant de I'hydroxyde de sodium. La déprotéinisation est
une étape importante, notamment pour son utilisation dans le milieu biomédical. En
effet la population humaine est exposée aux allergénes provenant de la carapace
des crustacés, les protéines contenues dans celle-ci en sont la cause.
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L’hydroxyde de sodium est le réactif privilégié, il est appliqué a une concentration de
0,125 a 5,0 M, et a des températures pouvant aller jusqu’a 160°. La durée de la
déprotéinisation peut aller de quelgues minutes a quelques jours (Younes and
Rinaudo, 2015).

- Déminéralisation

La déminéralisation consiste en I'élimination des minéraux, de fagon majoritaire du
carbonate de calcium. La déminéralisation est en grande majorité réalisée par
traitement a I'acide en utilisant le chlorure d’hydrogéne.

Elle implique la décomposition du carbonate de calcium en sels de calcium
hydrosolubles avec libération de dioxyde de carbone (Rinaudo, 2006).

L’essentiel des autres minéraux présents dans I'exosquelette des arthropodes réagit
de maniére similaire et donne des sels solubles en présence d'acide. Par la suite les
sels sont facilement séparés par filtration de la phase solide de la chitine, suivie d'un
lavage en utilisant de I'eau désionisée.

Les traitements de déminéralisation varient selon le degré de minéralisation de
chaque coquille, le temps d'extraction, la température, la taille des particules, la
concentration d'acide et le rapport soluté / solvant. Afin d'avoir une réaction
complete, I'apport d'acide doit étre égal a la quantité stoechiométrique de minéraux,
ou méme supérieure. En effet, comme il est difficile d’en supprimer tous les
minéraux, il est alors employé un volume plus important d’acide ou encore une

solution d'acide plus concentrée (Younes and Rinaudo, 2015).

- Processus de préservation de la structure

Actuellement aucune étude n’a mené a une production de chitine avec une masse
moléculaire et un degré d’acétylation (DA) les plus élevés possible sans minéraux ni
protéines. Ces deux propriétés conférent a la chitine ses propriétés optimales. Seule
la désacétylation partielle peut étre contrélée. La dégradation de la chaine peut
€galement étre évaluée par viscosimetrie (Muxika et al., 2017).
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Afin d’estimer l'influence du processus d’extraction de la chitine, seul le degré
d’acétylation est déterminé en tant qu’indication du degré de dégradation de la

chitine.

Une approche proposée par Tolaimate et al. suppose que plus le degré d’acétylation
est élevé pour une chitine extraite, moins le polymére est dégradé. Une méthode
d’extraction maximisé de la production de chitine pure avec une préservation
maximale de sa structure : poids moléculaire et degré d’acétylation, permet d’obtenir

la chitine concordant a la chitine native de la structure de la cuticule.

2.1.2.2 Extraction biologique

L’extraction par des traitements chimiques présente de nombreux inconvénients.
Celle-ci nuit aux propriétés physico-chimiques de la chitine et amene a une
diminution du poids moléculaire ainsi que du degré d’acétylation. Ceux-ci vont alors
affecter de maniere négative les propriétés intrinseques de la chitine purifiée
(Rinaudo, 2006).

La mise au point de techniques d’extractions écologiques favorisant I'application
d’enzymes et de micro-organismes est aujourd’hui promue. Une étude comparative
realisée par Khanafari et al. a montré que pour I'extraction de chitine a partir de
carapaces de crevettes, les méthodes biologiques montrent de meilleurs résultats
que les méthodes chimiques car celles-ci préservent la structure de la chitine.

Le poids moléculaire de la chitine déprotéinisée est supérieur lorsque la
déprotéinisation est réalisée de maniére biologique que lorsqu’elle est réalisée de

maniere chimique (Younes and Rinaudo, 2015).

L’extraction biologique permet une reproductibilité élevée, une manceuvre simplifiée,
une diminution de temps, ainsi qu’'une consommation de solvant amoindrie. Toutefois
cette méthode reste aujourd’hui limitée aux études en laboratoire et ne permet pas
élimination de l'ensemble des protéines, 5 a 10% de protéines résiduelles
supplémentaires ont été mis en évidence par rapport a une déprotéinisation chimique
(Rinaudo, 2006).
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- Déprotéinisation enzymatique

L’extraction biologique de la chitine nécessite I'utilisation de protéases. Celles-ci
proviennent en grande majorité de sources végétales, microbiennes et animales.
L’alcalase, la pepsine, la papaine, la pancréatine, la trypsine éliminent les protéines
présentent dans les carapaces des crustacés et restreignent la désacétylation et la
dépolymérisation lors de I'isolement de la chitine (EI Knidri et al., 2018)

La déprotéinisation enzymatique peut s’effectuer soit aprés, soit avant I'étape de

déminéralisation du matériau solide ce qui en modifie I'accessibilité pour les réactifs.

Des protéases brutes ou purifiees peuvent étre utilisées, les protéases purifiées
restent néanmoins plus cher que les protéases brutes. Les protéases brutes
proviennent des bactéries et de visceres de poissons (Younes and Rinaudo, 2015)

- Fermentation

Le codt dutilisation des enzymes peut étre réduit en procédant a une
déprotéinisation par fermentation. Celle-ci est obtenue par des micro-organismes
endogénes ou par I'ajout de souches de microorganismes caractéristiques.

Les méthodes de fermentation peuvent étre divisées en deux catégories :

La fermentation réalisée par I'acide lactique :

La fermentation des coquilles de crustacées peut étre effectuée par une sélection de
Lactobacillus sp. en tant qu’inoculum qui va alors produire de I'acide lactique et des

protéases. Le pH permet de supprimer la croissance des micro-organismes.

L'acide lactigue va alors réagir avec le carbonate de calcium, et conduire a la
formation d'un précipité de lactate de calcium. Celui-ci séparé des coquilles plus

légéres qui sont récupérées et rincées a l'eau (Rinaudo, 2006)

Ce processus peut étre réalisé sur des coquilles de crustacés purifiés, ou sur des

déchets de crevettes complets.
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La fermentation non réalisée par I'acide lactique :

Lors de la fermentation sans acide lactique, des bactéries et des champignons sont
utilisés pour celle-ci, nous pouvons citer Bacillus sp, Pseudomonas sp et Aspergillus
sp.

L’étude de Ghorbel-Bellaaj et al. a démontré que toutes les souches de Bacillus

étaient capables de déprotéiniser les déchets de crevettes.

Les différentes méthodes biologiques d'extraction de la chitine par des micro-
organismes sont simples, plus productives et respectueuses de I'environnement par
rapport aux procédés chimiques.

Néanmoins, la fermentation microbienne présente des inconvénients tels que :

= Un temps de traitement plus long par rapport aux méthodes chimiques.
= Un acces plus difficile aux protéases (Younes and Rinaudo, 2015).

Le taux de déprotéinisation peut étre amélioré en utilisant des procédés simultanés
ou successifs tels que des fermentations en deux étapes ou la co-fermentation de
micro-organismes.
Afin d’obtenir de la chitine hautement purifiée, la fermentation doit étre complétée par
un traitement chimique doux pour éliminer les protéines et les minéraux résiduels (El
Knidri et al., 2018).

2.2 Caractérisation de la chitine et solubilité

A T'état solide les chaines sont paralléles dans la béta-chitine et antiparalléles dans
l'alpha-chitine. Les propriétés physiques de la chitine ne peuvent pas étre
correctement analysées du fait principalement de la difficulté de dissolution de ce

polymere (Muxika et al., 2017).

A linstar d'autres polysaccharides dérivés de la cellulose, la chitine posséde de
bonnes propriétés filmogénes et une bonne stabilité, celles-ci elles méme favorisées
par I'établissement d'un réseau de liaisons hydrogenes entre des chaines étendues.

La chitine confére des propriétés originales aux nouveaux matériaux en raison de sa
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biocompatibilité, de sa biodégradabilité, de sa non-toxicité, de son activité
antimicrobienne et de sa faible immunogénicité (Muxika et al., 2017).

3. Le chitosane

A l'état solide le chitosane est un polymeére se présentant sous forme semi cristalline.
Le terme chitosane désigne la famille de polyméres obtenus a des degrés de
désacétylation divers de la chitine. Le degré d’acétylation reflete I'équilibre entre les
deux types de résidus. Ce degré d’acétylation différencie la chitine du chitosane
lorsque le pourcentage molaire est inférieur a 50 mol%, le produit est alors appelé
chitosane et devient soluble dans les solutions aqueuses acides (Sahariah and
Méasson, 2017).

Une fois les deux étapes de déminéralisation et de déprotéinisation effectuées, la
chitine obtenue va subir un troisieme processus de modification qui permettra alors
son passage sous la forme de chitosane. Ce sont ces 3 étapes successives qui
permettent la transformation de la chitine en chitosane (Younes and Rinaudo, 2015)
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Figure 3 : Processus d'extraction de la chitine et du chitosane (traduction de I'anglais de (El Knidri et al., 2018))
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Figure 4 : Structure chimique de la chitine (A) et du chitosane (B) (El Knidri et al., 2018).
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3.1 Préparation du chitosane

Le passage de la chitine déprotéinisée au chitosane peut se faire de deux manieres
différentes :
- Par dé-acétylisation chimique.

- Par dé-acétylisation enzymatique (Younes and Rinaudo, 2015).

3.1.1 Deé-acétylisation chimique

D’un point de vue chimique, la dé-acétylisation de la chitine peut se faire a l'aide
d’acides ou d’alcalis. Les liaisons glycosidiques étant trés sensibles aux acides, la
dé-acétylisation alcaline est alors privilégiée. La N-désacétylisation peut se faire de

maniére homogéne ou hétérogéne (Muxika et al., 2017).

3.1.1.1  Procédé hétérogene

La chitine est traitée avec une solution concentrée en hydroxyde de sodium pendant
quelques heures. Le chitosane produit se présente sous forme de résidu insoluble

désacétylé jusqu’a environ 85%-99% (Younes and Rinaudo, 2015).

3.1.1.2 Procédé homogéne

La chitine alcaline est préparée aprés dispersion de la chitine dans une solution

d’hydroxyde de sodium concentrée.

Cette méthode donne un chitosane soluble avec un degré de désacétylation moyen
de 48% a 55%, elle permet également de produire une désacétylation avec des
groupes acétyles uniformément répartis le long des chaines.

La solubilité du chitosane peut étre caractérisée de deux maniéres différentes, selon
la fraction d’'unité 2 acétamido-2-désoxy-D-glucose dans la molécule ou selon la
distribution du groupe N-acétyle. Ainsi de nombreuses études ont pu démontrer que
selon que la désacétylisation se fasse de maniére homogene ou hétérogene, celle-ci

va influencer sur la solubilité et le degré d’agrégation du chitosane dans les solutions
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aqueuses ce qui entrainera par la suite une modification de ses caractéristiques

moyennes (Muxika et al., 2017).

3.1.2 Dé-acétylisation enzymatique

Bien que la désacétylation chimique présente de nombreux avantages, celle-ci reste
néanmoins énergivore, augmente sensiblement la pollution environnementale par la
production des déchets de solution alcaline de maniere concentrée (Rinaudo, 2006)
Une méthode alternative enzymatique exploitant les chitines désacétylsasées a été

mise au point.

L'utilisation de chitine désacétylase pour la conversion de chitine en chitosane,
contrairement au procédé chimique actuellement utilisé, offre la possibilité d'un
processus contr6lé non dégradable. Il conduit a la production d'un nouveau
chitosane bien défini. Cette méthode est spécialement utilisée pour préparer des
oligomeres de chitosane. La chitine désacétylase catalyse I'hydrolyse des liaisons N-
acétamido dans la chitine pour produire du chitosane. La présence de cette activité
enzymatique a été rapportée chez plusieurs champignons et espéces d'insectes. Les
enzymes les plus étudiées sont celles extraites des champignons Mucor rouxii,

Absidia coerulea, Aspergillus nidulans (Younes and Rinaudo, 2015)

Toutes les enzymes sont des glycoprotéines et sont sécrétées soit dans la région
péri-plasmique, soit dans le milieu de culture. De plus, toutes les enzymes
présentent une stabilité thermique a leur température optimale (50°C) et une tres
forte spécificité pour les polyméres N-acétyl-D-glucosamine liés.

Un prétraitement des substrats de chitine avant I'addition de I'enzyme semble étre
nécessaire pour améliorer I'accessibilité des groupes acétyle a I'enzyme et donc

augmenter le rendement de désacétylation (Younes and Rinaudo, 2015).

3.2 Caractérisation du chitosane et solubilité

Les propriétés de la solution de chitosane dépendent non seulement de son degré
d’acétylation moyen mais également de la distribution du groupe acétyle le long de la

chaine principale en plus de son poids moléculaire.
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La désacétylation se fait en régle générale a I'état solide et donne une irrégularité de
structure en raison du caractére semi-cristallin du polymere initial.

Le degré d’ionisation du chitosane dépend du pH et du pK de l'acide utilisé. La
solubilité dépend également de la concentration ionique. Le chitosane est soluble a
un pH inférieur a 6 (Muxika et al., 2017).

3.3 Traitement et principales propriétés

Les solutions de chitosane préparées en milieu acide sont traitées selon la
configuration requise :

e Immergée dans une solution alcaline (dans laquelle elles précipitent).

e Lavée.

e Séchée.

Le traitement du chitosane est plus facile que celui de la chitine, mais la stabilité du
matériau est inférieure en raison de son caractere hydrophile plus important. Pour
une meilleure stabilité, le chitosane peut étre réticulé a l'aide de réactifs tels que
I'épichlorhydrine, le glutaraldéhyde.

De nombreux hydrogels de chitosane sont obtenus par traitement avec des anions
multivalents tels que I'acide oxalique ou I'acide citrique (Younes and Rinaudo, 2015).

4. Propriétés biologiques du chitosane

Le chitosane, biopolymére naturel, présente de nombreuses propriétés biologiques.

4.1 Biocompatibilité
Lors de la dégradation du chitosane dans I'organisme celui-ci n’engendre ni réaction

inflammatoire ni produits de dégradation toxiques ce qui donne au chitosane sa
biocompatibilité (Muxika et al., 2017).
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4.2 Activité anti-microbienne

Le chitosane présente une activité antimicrobienne importante. Cependant, les
mécanismes d'inhibition ne sont pas encore completement compris.

L'hypothése la plus probable, porterait sur une modification de la perméabilité
cellulaire due aux interactions entre le polysaccharide chargé positivement, (le
chitosane ayant un pH inférieur a 6,5) et la membrane chargée négativement.

En effet le mécanisme permettant l'inhibition bactérienne serait le suivant: le
polymére chargé positivement se combine avec les composants anioniques tels que
l'acide N-acétylmuramique, l'acide sialique ou encore l'acide neuraminique a la

surface de la cellule (Hafsa et al., 2016).

D’autres mécanismes ont par la suite été démontrés :

» Le chitosane de faible poids moléculaire pourait pénétrer dans la paroi
cellulaire d’'une bactérie, se combiner a 'ADN et inhiber la transcription de
'ADN en ARNm.

» Le chitosane de haut poids moléculaire quant a lui pourrait interagir avec la
surface des cellules et par conséquent en altérer leur perméabilité. Ou encore
former une couche imperméable autour de la cellule, bloquant ainsi le

transport des solutés essentiels dans la cellule (Hafsa et al., 2016)

Une étude de Chung et al. a confirmé que le mécanisme antibactérien comprenait
I'hydrophilie et la charge négative de la surface cellulaire ainsi que I'adsorption de
chitosane sur la cellule bactérienne. lls montrent que I'hydrophilicité de la paroi
cellulaire et la charge négative de la surface cellulaire sont plus élevées chez les
bactéries a Gram négatif que chez les bactéries a Gram positif et qu'en outre, la
distribution des charges négatives a la surface de leurs cellules est assez différente
de celle des bactéries a Gram positif.

Les surfaces cellulaires chargées négativement interagissent d’avantage avec le

chitosane chargé positivement dans des conditions acides.

33



L’étude menée en 2016 par Hafsa et al, corrobore que le chitosane désacétylé par
méthode classique et le chitosane désacétylé par ultrasons présentent une bonne
activité  antimicrobienne contre  Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie et Candida albicans et Candida
parapsilosis. Les résultats de cette étude attestent de la possibilité d’utiliser la chitine

et le chitosane comme agent antimicrobien (Hafsa et al., 2016).

4.3 Activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante du chitosane fait 'objet d’'un intérét croissant. Celui-ci agit
comme antioxydant en piégeant les radicaux oxygenes tels que :

- Les radicaux hydroxyles.

- Les radicaux superoxydes.

- Les radicaux alkyles.

Sun et al. ont rapporté que le chitosane et ses dérivés agissent en tant que donneur
d’hydrogene pour empécher la séquence oxydative. Les propriétés d’élimination des
radicaux libres du chitosane sont également liées a son degré d’acétylation et son

poids moléculaire.

Park et al. ont démontré que plus le chitosane est de faible poids moléculaire plus
celui-ci a une activité anti-oxydante en comparaison a un chitosane de haut poids

moléculaire.

4.4 Activité bio-stimulante

Le chitosane de par sa structure poreuse facilite la pénétration et la liaison a d'autres
cellules, notamment les cellules osseuses.

Il affecte également les cellules impliquées dans le processus de formation des os en
activant les macrophages et en stimulant les fibroblastes. |l capture et se lie aux
agents de croissance, tout en facilitant les processus d'angiogenese. Le chitosane a
un caractére cationique qui lui permet de s’associer a des cellules chargées

négativement, telles que des érythrocytes ou des thrombocytes. Cette association
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entre chitosane et cellules sanguines stimule une voie de la coagulation extrinseque
(Stepniewski et al., 2017).

Le chitosane favorise la cicatrisation des plaies, notamment lorsqu’il est utilisé sous
forme de gels, flms ou matrices. Il permet une stimulation du tissu conjonctif plus

rapide et donc une cicatrisation de meilleure qualité (Singh et al., 2017).
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Partie 2 : Le chitosane matériau de la

réegénération osseuse quidée (ROG).

Un déficit d’'os horizontal et ou vertical sur les sites d’'implant peut causer des
probléemes cliniques majeurs et doit étre corrigé avant la pose de limplant, une
technique d’augmentation de la créte est alors bien souvent nécessaire.

La régénération osseuse guidée est une procédure chirurgicale utilisant des

membranes comme barriéres.
Elles peuvent étre associées :

- A une greffe osseuse particulaire.
- Alutilisation d’un substitut osseux.

La régénération osseuse guidée repose sur un grand principe : la migration de
cellules pluripotentes et ostéogéniques vers le site du défaut osseux et de maniere
coexistante I'exclusion des cellules empéchant la formation d’os notamment les
cellules épithéliales et les fibroblastes (Liu and Kerns, 2014).

Pour assurer le succeés de la régénération osseuse guidée quatre grands principes

doivent étre respectés :

- L’exclusion de I'épithélium et du tissu conjonctif.
- Le maintien de I'espace.

- La stabilité du caillot de fibrine.

- Lafermeture de la plaie primaire.
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1. Membranes de chitosane

Les membranes en chitosane aujourd’hui utilisées en régénération osseuse guidée
ne sont pas composées du polymeére pur, elles sont utilisées au sein d'un systéme
composite.

Les études actuelles ont montré que les systémes composites en comparaison a
l'utilisation de polyméres purs, comme le chitosane, amélioraient de maniéere
significative les propriétés mécaniques, thermiques et physicochimiques (Tamburaci
and Tihminlioglu, 2017).

De plus la consolidation inorganique des polymeres purs imite la structure du tissu
0SSeux.

Au cours de ces dernieres années de nombreux produits inorganiques de tailles
réduites tels que les silicates, la zircone ou encore les nanotubes de carbone ont été
utilisés pour préparer les hybrides polymeéres et, ou des produits inorganiques.

Cet ajout de produits inorganiques au sein du polymere naturel permet d’augmenter
la surface volumique.

Cette amélioration de la topographie de surface augmente I'énergie de surface
nécessaire a l'adsorption des protéines qui est un processus essentiel pour

'adhésion des cellules a la surface (Tamburaci and Tihminlioglu, 2017).

Les membranes de chitosane peuvent étre fabriquées de trois facons :
- Par électrofilage.
- Par coulée en solution.

- Par filage a I'état humide (Norowski et al., 2015).

1.1 Le chitosane matériaux de I'ingénierie des tissus osseux

1.1.1. Le chitosane nanofibré électrofilé.

1.1.1.1. Membrane en nano-fibres et électrofilage

L’électrofilage utilise des fibres polymeres a haute tension afin de fabriquer des fibres
synthétiques par la suite. L’électrofilage est une technique convenant a la fabrication

de membranes fibreuses en effet celui-ci est accessible et reproductible. Les

37



membranes nanofibrées permettent des échanges fluides et nutritifs au travers de
celles-ci. De plus elles ressemblent a la topologie de surface de la matrice
extracellulaire. Les pores générés par les membranes nanofibrées sont trop petits

pour permettre une infiltration cellulaire.

En utilisant les techniques d'électrofilage, les membranes fibreuses pour la
régénération osseuse guidée sont biomimétiques, et permettent une meilleure
régénération osseuse qu’avec l'utilisation d'une membrane filée a I'état humide (Shin
et al., 2005).

Les membranes de chitosane électrofilées facilitent d’avantage la formation osseuse
dans les défauts osseux de taille critigue que les témoins (sans utilisation de
membranes) apres 4 semaines dans la calvaria de lapin (Shin et al., 2005).

1.1.1.2. Principe

L’étude de Norowski et al., 2015, a pour but d’étudier la réticulation du chitosane par
la génipine (dérivé de la géniposide présent dans le fruit du gardenia, et étant un
excellent agent de réticulation du chitosane). Cette réticulation permet d’en améliorer
les propriétés mécaniques, et d’en prolonger le délai de dégradation a 16 semaines

au lieu de 4 semaines pour le chitosane réticulé seul.

Des cellules ostéoblastigues humaines sont implantées (SAOS-2) sur des
membranes en chitosane (réticulée et non réticulée), cultivées dans des puits, pour
en étudier la viabilité et la prolifération. L'étude, sur cinq jours, sur la croissance
cellulaire montre que les membranes de chitosane sont cytocompatibles et
permettent 'adhésion et la prolifération des ostéoblastes.

La réticulation des membranes de chitosane par la génipine n'affecte pas la
prolifération et la viabilité cellulaire. Les résultats corroborent que la génipine peut
étre utilisée pour réticuler les membranes de chitosane électrofilées sans en modifier
sa cytocompatibilité (Norowski et al., 2015).
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Figure 5 : Nombre de cellules SAOS présentes sur la membrane au bout de 1 a 5 jours de culture. Déterminé par
une courbe standard des densités de cellules ensemencées 12h avant la lecture (Norowski et al., 2015).

De plus les résultats démontrent que la génipine peut étre utilisée pour réticuler le
chitosane afin d’en augmenter ses propriétés mécaniques, d’en maintenir la
morphologie nanofibreuse et d’en favoriser la prolifération cellulaire.

Le chitosane électrofilé nanofibré, avec ou sans réticulation par la génipine, a des
propriétés mécaniques, un taux de dégradation et une cytocompatibilité suffisants
pour une utilisation dans la régénération osseuse guidée. Ces constatations justifient
la mise en place d’études in vitro comparatives avec des matériaux commerciaux a
base de collagéne pour en étudier leur efficacité respective dans la régénération
osseuse guidée (Norowski et al., 2015).

1.1.2. Etude d’'une membrane composite POSS/Chitosane

1.1.2.1. POSS

Le polyhedral oligomeric silsesquioxane (POSS) est une silice spécialement congue
avec des structures de cage bien définies, qui contiennent une cage
silicium /oxygéne (inorganique) et des groupes fonctionnels hydrocarbonés

(organique) (Li et al., 2001).
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Les groupes organiques forment des liaisons covalentes et non covalentes avec le

polymére héte en I'occurrence ici le chitosane.

1.1.2.2. Principe

Dans I'étude de Tamburaci and Tihminlioglu, 2017, les membranes composites de
chitosane/POSS ont été préparées par un procédé de coulée en solution. Les
nanoparticules de POSS sont dispersées puis intégrées aux membranes de
chitosane. L’étude est réalisée in vitro.

En comparaison avec une membrane de chitosane pure, lincorporation de
nanoparticules POSS augmente la surface de rugosité et en altére sa topographie de
surface. Cette rugosité est un phénomene important afin que la prolifération et
ladhésion cellulaire soient effectives dans la régénération des tissus. Les
micrographies par fluorescence ci-dessous, montrent que cette topographie de
surface altérée, promeut I'adhésion cellulaire a la surface des membranes.

--
--

Figure 6 : Micrographie par fluorescence de cellules SAOS-2 cultivées sur des membranes de chitosane (a, b, c)

et des membranes POSS/chitosane 5% (d, e, f) pendant 7 jours (Tamburaci and Tihminlioglu, 2017).

L'adsorption de protéines est également un des processus les plus importants pour
l'initiation de l'interaction cellule-matrice via les intégrines et la régulation de la
migration, de la propagation, et de la prolifération cellulaires. L’étude de Tamburaci

and Tihminlioglu, montre que lincorporation de POSS améliore l'adsorption de
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protéines sur la surface de chitosane et que les protéines de membranes de
chitosane / POSS adsorbent les protéines progressivement avec le temps.

La bio-activité des membranes composites a été déterminée par des études de
culture cellulaire in vitro. Afin d’en examiner la cytotoxicité, les membranes
composites ont été extraites pendant 24 heures dans un milieu de culture a 37°. Le
pourcentage de viabilité cellulaire n’a été déterminé qu’'a 24h, 48h et 72h. Les
membranes de chitosane/POSS n’attestent d’aucun effet cytotoxique sur les lignées
de cellules 3T3 (fibroblastes) et SAOS-2 (osteogenic sarcoma cell line). La
prolifération de SAOS-2 sur les membranes nano-composites de chitosane/POSS

s'est avérée significativement plus élevée que sur les membranes de chitosane.

L'activité de la phosphatase alcaline est un marqueur important pour Ila
différenciation de pré-ostéoblastes en ostéoblastes matures avant le processus de
biominéralisation de la régénération osseuse. Cette activité a été déterminée pour
les cellules SAOS-2 cultivées sur des membranes composites. Les résultats ont
montré que l'incorporation de POSS augmente de maniere non négligeable l'activité

de la phosphatase alcaline pour une incubation de 14 jours

Afin de confirmer cette nouvelle membrane composite POSS/chitosane comme un
biomatériau potentiel pour la régénération osseuse guidée des études in vivo devront

étre réalisées (Tamburaci and Tihminlioglu, 2017).

1.1.3. Etude d’'une membrane de chitosane enrichie en cuivre

1.1.3.1. Cuivre

Le chitosane, polymere naturel forme un complexe chélatant avec les ions
métalliques. Les ions cuivre quant a eux interagissent fortement avec le chitosane
(Rhazi et al., n.d). La chélation entre les ions de chitosane et de cuivre qui se produit
a travers les quatre ligands d'azote est responsable de la formation d’un gel de

chitosane compacté.
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Au-dela des rdles physiologiques connus du cuivre dans les réactions enzymatiques
ainsi que les fonctions protéiques, il a également été démontré que ce dernier
agissait comme un stimulateur endogéne de I'angiogenese en induisant la migration
et la prolifération de cellules endothéliales. Le cuivre induit une croissance

endothéliale vasculaire (Sen et al., 2002).

La qualité du tissu en régénération s’est améliorée avec une plus grande densité de
cellules dans la couche de granulation des plaies traitées au cuivre. Les voies
sensibles au cuivre sont impliquées dans la régulation des médiateurs clés de la

régénération tissulaire, tels que :

e L’angiogenése

e Le remodelage de la matrice extracellulaire tissulaire (D’Mello et al., 2015)

1.1.3.2. Principe

Dans I'étude de D’Mello et al., les membranes de chitosane sont préparées par ajout
de solution de chitosane a une solution de cuivre dans un tampon d’acétate. Le
mélange est agité, incubé a température ambiante, puis lyophilisé pour en éliminer
l'intégralité du solvant. Cette préparation permet la formation spontanée d’un gel de
chitosane.

L’étude in vivo se déroule de la maniére suivante : des défauts osseux sont créés sur

la calvaria de rat. Trois groupes sont aléatoirement formeés :

e Groupe 1 : absence de membrane recouvrant le défaut créé.
e Groupe 2 : membrane de chitosane seul recouvrant le défaut créé.
e Groupe 3: membrane de chitosane enrichie en cuivre recouvrant le défaut

créé.

Les rats sont euthanasiés au bout de 4 semaines.

La mise en place d’'une membrane sur le défaut osseux permet de créer et de

maintenir un espace tridimensionnel au sein du défaut réalisé. Cette membrane
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facilite le recrutement des cellules osseuses, favorise la migration cellulaire,

I'attachement, la croissance et la différentiation de ces cellules.

Les images de scanner a haute résolution montre une formation osseuse irréguliere
(a) sur la calvaria du groupe 1, une formation osseuse avec des régions minéralisées
plus organisées sur le pourtour du défaut sur la calvaria du groupe 2 (b), une
formation de tissu minéralisé importante dans la zone du défaut de la calvaria pour le

groupe 3 (C).

Figure 7 : Images de scanner a haute résolution, montrant la régénération osseuse guidée, du groupe 1 (a),
groupe 2 (b), groupe 3 (c) (D’Mello et al., 2015)

Les données histologiques montrent que la minéralisation démarre a partir de 4
semaines in vivo. Le cuivre est libéré progressivement de la matrice de chitosane en
dégradation, ce qui entraine ensuite une prolifération des cellules endothéliales
conduisant a une nouvelle croissance des vaisseaux sanguins et a un recrutement

d'ostéoprogéniteurs dans I'échafaudage.
Les échafaudages de chitosane chargés en cuivre favorisent la cicatrisation des

défauts osseux chez les rats sur des défauts calvariaux. lls permettent 'amélioration

du processus de régénération osseuse (D’'Mello et al., 2015).
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1.1.4. Etude d'une membrane de chitosane enrichie en
polycaprolactone (PCL)

1.1.4.1. PCL

Le polycaprolactone est un polymere ayant une utilité importante de par ses
propriétés mécaniques, sa biodégradabilité et de sa miscibilité avec d’autres

biopolyméres et notamment le chitosane (Labet and Thielemans, 2009).

L’association du polycaprolactone et du chitosane avec un rapport de masse
différent permet de pallier au déficit de propriétés mécaniques de I'un et I'autre. Cette
association potentialise les effets du chitosane et du polycaprolactone dans la
régénération osseuse guidée, en combinant leurs avantages et en surmontant leurs

inconvénients (He et al., 2017).

1.1.4.2. Principe

L’étude de He et al., 2017 consiste a créer trois membranes avec des rapports
massiques en chitosane (CS) /polycaprolactone (PLC) différents :

e Membrane 1 : CS 0%-PLC 100%
e Membrane 2 : CS 50%-PLC 50%
e Membrane 3 : CS 30%-PLC 70%

Les membranes nanofibreuses sont préparées par électrofilage. Des cellules
souches mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse de rat (rBMSC) sont
prélevées sur des fémurs de rats agés de 5 semaines, elles sont par la suite mises
en cultures sur les membranes CS/PLC.

L'adhérence cellulaire sur les trois membranes nanofibreuses est mesurée par
microscopie électronique. Le nombre de cellules de rBMSC augmente sur les trois
membranes pendant la période de culture

Le nombre de cellules de la membrane avec un rapport CS / PCL de 30/70 est
supérieur a celui de la membrane avec un rapport CS / PCL de 0/100 ou avec un
rapport CS / PCL de 50/50.
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Les membranes nanofibreuses CS / PCL permettent une augmentation du dépét de
calcium extracellulaire dans les BMSC aprés 21 jours.
Cette augmentation suggere que les membranes nanofibreuses CS / PCL ont une

capacité ostéogénique.

La membrane nanofibreuse CS / PCL (30/70) favorise une prolifération accrue des
rBMSC par rapport aux membranes CS / PCL (50/50) et pure PCL (0/100). L'activité
de la phosphatase alcaline et le dép6t de calcium extracellulaire les plus élevés sont
observés sur la membrane nanofibreuse CS / PCL (30/70), suivis par la membrane
nanofibreuse CS / PCL (50/50) et enfin celle de PCL pur.

Tableau 2 : Activité de la phosphatase alcaline de rBMSC cultivées sur trois types de membranes

nanofibreuses (traduction de I'anglais (He et al., 2017))

Activité de la Activité de la
Groupe phosphatase alcaline a 7 | phosphatase alcaline a
jours 14jours

A : CS/PLC 0/100 3,16 7,45

B : CS/PLC 50/50 4,98 13,65

C : CS/PLC 30/70 5,49 14,16
Groupe controle (rBMSC 2,08 4,37
cultivées sans membranes

nanofibreuses)

L'expression de l'ostéocalcine (hormone protéique spécifique des tissus osseux) et
de Runx2 (facteur de transcription clé associé a la différentiation des ostéoblastes)
est plus élevée sur la membrane nanofibreuse de CS / PCL (30/70, 50/50) par

rapport a la membrane nanofibreuse PCL pure.

L’utilisation du chitosane en association avec du polycaprolactone sous forme d’une
membrane nanofibreuse se révele étre un matériau biocompatible capable de
stimuler la prolifération des rBMSC, et la différenciation ostéogénique.

La membrane composite nanofibreuse de CS / PCL a un potentiel intéressant en tant

gu’utilisation comme matériau de la régénération guidée (He et al., 2017).
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1.1.5. Etude d’'une membrane de chitosane enrichie en magnésium
1.1.5.1. Magnésium

Le magnésium et ses alliages en raison de leur biocompatibilité, de leurs bonnes
propriétés mécaniques, et de leur capacité a promouvoir une activité ostéogénique
sont utilisés en tant que nouvelle classe de matériaux biodégradables pour
'ingénierie du tissu osseux. L'utilisation de magnésium lors de la fabrication des

membranes de chitosane permet d’en renforcer leurs propriétés mécaniques.

1.1.5.2. Principe

L’étude de Guo et al.,, 2019 se déroule en deux temps, dans un premier temps
l'étude est réalisée de maniere in vitro, puis dans un second temps I'étude est

réalisée de maniére in vivo sur la calvaria de lapins.

L’étude in wvitro consiste en I'ensemencement des membranes de
magnésium/chitosane et des membranes collagénique par des cellules de type
MGB63. Les résultats des tests d’adhésion cellulaire et de cytotoxicité permettent de
conclure que la membrane de chitosane/magnésium permet I'adhésion cellulaire et
leur prolifération et que ces membranes sont biocompatibles (Guo et al., 2019). Les
résultats de I'activité de la phosphatase alcaline montrent une activité supérieure des
cellules ensemencées sur les membranes que celles n’étant ensemencées sur

aucune membrane.

L’étude in vivo quant a elle consiste a créer des défauts de 6mm de diametre, sur la

calvaria de 42 lapins, ceux-ci sont dispersés dans trois groupes de fagon aléatoire.

e Groupe 1 : défaut recouvert par la membrane chitosane/magnésium.
o Groupe 2 : défaut recouvert par la membrane collagénique Heal-All ®.

e Groupe 3 : absence de membrane.

Les lapins sont euthanasiés a 6 et 12 semaines post-chirurgie.
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Les résultats histologies, histomorphomeétriques et radiologiques montrent une
régénération osseuse similaire entre les groupes traités par la membrane
chitosane/magnésium, et la membrane collagénique Heal-All ®.

Membrane
Sans membrane Membrane collagénique chitosane/magnésium

12 semaines

Figure 8 : Image de microscopie montrant la régénération osseuse sur les différents groupes traités et non traités
(Guo et al., 2019).

Les résultats de cette étude comportent des points a améliorer, aucun test lors de
l'étude in vitro n'a été réalisé avec des cellules souches mésenchymateuses.
L’échantillon contient une petite population de lapin qu’il est souhaitable d’augmenter
afin  dobtenir des résultats significatifs. Toutefois la membrane de

chitosane/magnésium présente une capacité a la régénération osseuse guidée.
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1.2 Résultats

Tableau 3 : Comparaison des différentes membranes de chitosane enrichies (liste non exhaustive) et de leurs réles en tant que biomatériau de l'ingénierie

osseuse.
Type de Membrane en Membrane enrichie | Membrane enrichie | Membrane enrichie | Membrane enrichie
membranes en nanofibre en POSS en cuivre en PLC en magnésium
chitosane électrofilée
In vitro X X X X
Etude
In vivo X X
Adhésion cellulaire Qui Qui Oui Oui Oui
Activité de la
phosphatase + + + + +
alcaline
Matériau de Oui sous réserve
'ingénierie des Oui sous réserve Oui sous réserve Oui sous réserve d’étude avec un
tissus osseux d’étude in vivo d’étude in vivo Oui d’étude in vivo échantillon de cas

(participe a la ROG)

supérieur

48




2. Comparaison de I'efficacité dans la régénération osseuse quidée (ROG) de
membranes de chitosane face a des membranes collagéniques standards

2.1 Etude d’une membrane de chitosane/collagéne dans la ROG
2.1.1. Etude de Li et al.

L’étude de Li et al., 2014 se propose de comparer l'utilisation d’'une membrane
collagénique standard (BioGide®) avec l'utilisation d’'une membrane collagénique
enrichie en chitosane dans le traitement des déhiscences osseuses par régénération
osseuse guidée sans utilisation de substitut et d’en comparer I'efficacité.

2.1.1.1. Principe

Douze chiens jeunes adultes ont été utilisés dans cette étude expérimentale.

- Membranes utilisées

Les membranes sont les suivantes :

e Membrane chitosane/collagéne : Deux membranes de concentration différente

de chitosane sont créées une a 1% et l'autre a 2%.
e Membranes collagéniques : les membranes collagéniques utilisées sont des
membranes Bio-Gide® Geistlich AG.

- L’expérimentation clinique

L’expérimentation clinique se déroule en 3 phases :

La 1°° phase chirurgicale consiste en Iextraction des deuxieme, troisieme,

quatrieme prémolaires mandibulaires droites ainsi que de la premiére molaire. Ces
avulsions ont lieu sous anesthésie générale et sous infiltration locale. Des lambeaux
muco périostés sont levés, les racines sont séparées. Puis le site est suturé et

refermé en attendant la cicatrisation osseuse de 4 mois.
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La 2" phase chirurgicale consiste a réaliser une incision supra crestal avec

décollement d’un lambeau de pleine épaisseur et de créer artificiellement des
déhiscences osseuses d’environ 4 mm de hauteur et de 3 mm de largeur.4 implants
juxta osseux distants de 10mm de 3,3 mm de diamétre et de 10 mm de long sont

POSES.

A la suite de cette deuxiéme phase chirurgicale 4 groupes sont formés :
- Groupe 1 : membrane chitosane (2%) / collagéne
- Groupe 2 : membrane chitosane (1%) / collagéne
- Groupe 3 : membrane de collagéne Biogide® (CM).
- Groupe 4 : défaut osseux non traité.

L'intégralité des membranes sont coupées de maniere a couvrir 'os alvéolaire
environnant. Les implants sont mis en nourrice le temps de la période de
cicatrisation, une antibiothérapie prophylactique est mise en place en post opératoire

pendant 3 jours.

La 3°™ phase chirurgicale consiste en l'euthanasie des animaux a 4, 8 et 12

semaines respectivement, 1 par groupe et par temps de cicatrisation, et a la
préparation de blocs contenant les implants prélevés. Les radiographies sont

réalisées avant I'étude histologique des différents échantillons prélevés.

Aucune membrane n’a été exposeée, aucune infection ne s’est développée, et aucun

implant n’a été perdu pendant les périodes de cicatrisation.
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2.1.1.2.

Résultats

Résultats radiographiques

Les auteurs n’observent pas de différences significatives entre les différents groupes traités au méme moment par régénération
osseuse guidée avec membrane.

Tableau 4 : Résultats radiographiques de I'étude comparatives d’une membrane chitosane/collagene — collagene d’aprés (Li et al., 2014)

Groupe 1 : membrane
chitosane 2%-

collagéene.

Groupe 2 : membrane
chitosane 1%-

collagéene.

Groupe 3 : membrane
collagénique.

Groupe 4 : non traité.

Cicatrisation a 4
semaines (4s)

Hauteur osseuse vestibulaire
inférieure a celle de 8 et 12s.

Hauteur osseuse vestibulaire
inférieure a celle de 8 et 12s.

Hauteur osseuse vestibulaire

inférieure a celle de 8 et 12s.

Cicatrisation a 8
semaines (8s)

Hauteur osseuse vestibulaire
supérieure a celle de 4s.

Hauteur osseuse vestibulaire

supérieure a celle de 4s.

Hauteur osseuse vestibulaire

supérieure a celle de 4s.

Cicatrisation a 12
semaines (12s)

Hauteur osseuse vestibulaire
supérieure a celle de 4s et
proche de la hauteur de la

créte osseuse linguale.

Hauteur osseuse vestibulaire
supérieure a celle de 4s et
proche de la hauteur de la

créte osseuse linguale.

Hauteur osseuse vestibulaire
supérieure a celle de 4s et
proche de la hauteur de la

créte osseuse linguale.
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Résultats histologiques

Tableau 5 : Résultats histologiques de I'étude comparatives d’une membrane chitosane/collagene — collagene d’aprés (Li et al., 2014)

Groupe 1 : membrane
chitosane 2%-
collagéne.

Groupe 2 : membrane
chitosane 1%-
collagéne.

Groupe 3 : membrane

collagénique.

Groupe 4 : non traité.

Cicatrisation a 4

Invasion abondante d’os

Invasion abondante d’os

Invasion abondante d’os

Peu de néoplasie

semaines trabéculaire et médullaire. | trabéculaire et médullaire. | trabéculaire et médullaire. | osseuse.

Les espaces et le tissu Les espaces et le tissu Les espaces et le tissu
fibreux séparant 'os fibreux séparant 'os fibreux séparant 'os
trabéculaire des surfaces | trabéculaire des surfaces | trabéculaire des surfaces
de l'implant, entrainent de l'implant, entrainent de l'implant, entrainent
une perte de densité une perte de densité une perte de densité
osseuse. osseuse. osseuse.

Cicatrisation a 8 Os trabéculaire presque Os trabéculaire presque Os trabéculaire presque /

semaines

transformé en os tissé

mature, a fibres paralléles.

Jonction entre I'os tissé et
I'os natif distinctement

observée.

transformé en os tissé

mature, a fibres paralléles.

Jonction entre I'os tissé et
l'os natif distinctement

observée.

transformé en os tissé

mature, a fibres paralléles.

Jonction entre I'os tissé et
I'os natif distinctement

observée.
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Cicatrisation a 12

semaines

Os primaire remodelé et
remplacé par un os dense
et mature, l'os
nouvellement formé se
distingue de fagon moins
systématique de l'os

primitif.

Os primaire remodelé et
remplacé par un os dense
et mature, l'os
nouvellement formé se
distingue de fagon moins
systématique de l'os

primitif.

Os primaire remodelé et
remplacé par un os dense
et mature, l'os
nouvellement forme se
distingue de fagon moins
systématique de l'os

primitif.

Résultats histomorphométriques

Tableau 6 : Résultats histomorphometriques aprés cicatrisation de 4 semaines (traduction de I'anglais (Li et al., 2014))

Groupe controle Membrane Membrane chitosane Membrane chitosane
collagénique collagéne 2% collagéne 1%
Longueur du défaut | 3.90 3.80 4.08 3.89
(mm)
Nouvelle hauteur d’os | 1.24 1.40 1.23 1.11
(mm)
Gain osseux vertical | 34.23 37.26 30.20 28.71
(%)
Contact os-implant | 16.37 19.48 17.0 16.18
(%)
Nouvelle zone 1.06 1.48 1.50 1.05

osseuse (mm?)
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Tableau 7 : Résultats histomorphometriques apreés cicatrisations de 8 semaines (traduction de I'anglais (Li et al., 2014))

Groupe contréle Membrane Membrane chitosane | Membrane chitosane
collagénique collagéne 2% collagéne 1%
Longueur du défaut 4.40 3.70 4.01 4.05
(mm)
Nouvelle hauteur d’os | 0.74 1.1 1.48 1.40
(mm)
Gain osseux vertical 17.47 29.71 36.73 34.64
(%)
Contact os-implant 32.69 42.01 48.57 39.66
(%)
Nouvelle zone 1.51 0.97 1.23 0.85

osseuse (mm?)

Tableau 8 : Résultats histomorphometriques apres cicatrisation de 12 semaines (traduction de I'anglais (Li et al., 2014))

Groupe controle

Membrane
collagénique

Membrane chitosane
collagéne 2%

Membrane chitosane
collagéne 1%

Longueur du défaut | 3.92 4.06 3.82 4.13
(mm)
Nouvelle hauteur d’os | 1.20 1.58 1.91 1.77
(mm)
Gain osseux vertical | 30.54 39.06 49.88 42 91
(%)
Contact os-implant | 28.66 55.22 56.76 42.65
(%)
Nouvelle zone 0.84 1.11 1.40 1.13

osseuse (mma2)
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Les observations histologiques ainsi que les analyses histomorphometriques
réalisées dans cette étude ne montrent aucune différence significative entre
l'utilisation d’'une membrane de chitosane/collagéne et une membrane de collagene

standard.

Néanmoins [l'utilisation d'une membrane collagénique combinée a I'utilisation du
chitosane prend part a améliorer la régénération osseuse guidée. L’utilisation d’une
membrane de collagéne/chitosane met en évidence un gain osseux vertical
supérieur en comparaison au groupe non traité. La rigidité et la fonction barriére de
la membrane chitosane/collagéne doivent étre améliorées pour une meilleure

application dans la régénération osseuse guidée.

2.1.2.  Etude de Lofti et al., 2016

L’étude Lofti et al. se propose d’étudier I'utilisation de deux membranes de collagéne
enrichies en chitosane dans la régénération osseuse guidée, I'une avec du chitosane
électrofilé, l'autre sans chitosane électrofilé face a une membrane collagénique
standard type Biogide ®. Une partie de I'étude est réalisée in vitro et 'autre partie de

I'étude in vivo sur des défauts calvariaux de lapin.

2.1.2.1. Principe

L’étude in wvitro consiste en la mise en culture de cellules souches
meésenchymateuses (prélevées dans le fémur de lapins) sur les trois membranes
différentes. L’étude in vivo consiste quant a elle a créer des défauts osseux sur les

cranes de 10 lapins adultes.

- Type de membranes utilisées :

Trois membranes sont utilisées pour cette étude expérimentale

e Une membrane collagénique BioGide ®.

e Une membrane chitosane/collagéne.

¢ Une membrane chitosane nanofibré/collagéne.
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- Expérimentation clinique

L’expérimentation clinique se déroule comme suit : 4 défauts osseux de 6 mm sont
créés sur la calvaria de chaque lapin, chacun des défauts est recouvert par des
membranes différentes :

e Défaut 1 : membrane collagénique.

e Deéfaut 2 : membrane chitosane/collagéne.

o Deéfaut 3 : membrane chitosane électrofilé/collagéne.

e Défaut 4 : absence de membrane.

Les lapins sont euthanasiés au bout de un a deux mois post-chirurgie puis les
défauts sont étudiés.

2.1.2.2. Résultats

L’étude in vitro nous rapporte ces résultats : les membranes de collagéne/chitosane-
électrofilé permettent une prolifération de cellules ostéogéniques plus élevée par
rapport aux membranes de chitosane-collagene et de chitosane seul. Les
membranes de collagéne/chitosane-électrofilé induisent une expression de génes
ostéogéniques tels que [l'ostéocalcine, RUNX2 dans les cellules souches
meésenchymateuses. De plus, I'activité de la phosphatase alcaline a été observée de
maniére plus importante que celle produite par les cellules des trois autres groupes.

L’étude in vivo nous rapporte ces résultats : une plus grande formation osseuse a été
décelée dans les défauts recouverts par les membranes de collagéne/chitosane-
électrofilé et par les membranes collagéniques que les défauts recouverts par la

membrane de chitosane seule et ceux non recouverts.

Ces résultats suggerent que la membrane de collagéne/chitosane-électrofilée
pourrait étre utilisée comme matériau pour la régénération osseuse guidée (Lotfi et
al., 2016).
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2.2 Etude d’une membrane de chitosane enrichie en hydroxyapatite

221 Etude de Baek et al., 2016

L’étude de Baek et al., 2016 se propose de comparer la nouvelle formation osseuse
et la cicatrisation de défauts craniens chez le rat en utilisant une membrane de
chitosane-fibroine-hydroxyapatite et de la comparer a la membrane collagénique
(Bio-Gide®).

2.2.1.1 Principe

54 rats jeunes sont utilisés pour I'expérimentation.

- Expérimentation clinique

Les animaux sont anesthésiés. Un défaut osseux d'environ 8 mm de diamétre est
créé sur la calvaria des rats. Ce défaut est considéré comme un défaut osseux de
taille critique, en effet celui-ci ne guérit pas de fagon spontanément pendant la vie de

I'animal.

Trois groupes sont alors formés :

e Groupe expérimental de 18 rats : la membrane de chitosane-hydroxyapatite-

fibroine (CNF/HAP) est appliquée de fagon a recouvrir I'intégralité du défaut.

e Groupe témoin de 18 rats : la membrane de collagene résorbable (BioGide ®)

est mise en place de fagon a recouvrir l'intégralité du défaut osseux.

e Groupe témoin négatif de 18 rats: aucune membrane n’est utilisée pour

refermer le défaut osseux.

Une antibioprohylaxie est mise en place sur I'ensemble des rats. Dans chaque

groupe, six animaux sont euthanasiés a 2, 4 et 8 semaines apres la chirurgie.
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2212 Résultats

Les résultats a deux semaines post opératoires montrent une tendance similaire

dans le volume osseux pour les groupes traités par les membranes collagéniques ou

d’hydroxyapatite/chitosane/fibroine (Figure 9).

12

10

m Void
M Bio-Gide
» CNF/HAP

2 week 4 week 8 week

Figure 9 : Mesure du volume osseux en mm?® par micro tomodensitométrie (Baek et al., 2016).

A 4 semaines post-opératoires, les auteurs observent des différences entre les deux

groupes témoins (Figure 10).

A 8 semaines post-opératoires, aucune différence significative n’est détectée entre

les 3 groupes (Figure 10).
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Figure 10 : Mesure de la densité osseuse minérale par micro tomodensitométrie en mg/mL (Baek et al., 2016)

Void Bio-Gide CNF/HAP

2 weeks
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Figure 11 : Image de reconstruction 3D de chaque groupe a 2, 4 et 8 semaines.(Baek et al., 2016)
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La reconstruction 3D montre a 8 semaines une cicatrisation du défaut de la calvaria
pour les groupes traités par la membrane collagénique et par la membrane
chitosane-hydroxyapatite-fibroine.

La membrane chitosane-hydroxyapatite-fibroine CNF / HAP a un effet sur la nouvelle

formation osseuse et pourrait étre appliquée pour la régénération osseuse guidée
(Baek et al., 2016).
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Partie 3 : Le chitosane autres perspectives

1. Le chitosane avenir en parodontologie/implantologie

De par ses nombreuses propriétés biologiques qui ne sont plus a démontrer le
chitosane a de belles perspectives d’avenir dans de nombreux domaines médicaux

et particulierement en parodontologie.

1.1  Régénération tissulaire guidée (RTG)

La parodontite est un processus inflammatoire chronique qui aboutit a une perte
irréversible des tissus parodontaux, a terme entrainant la perte des organes

dentaires.(Haute autorité de santé, 2018)

Il existe un intérét croissant pour le développement de stratégies thérapeutiques
parodontales régénératives vis-a-vis du concept de régénération tissulaire guidée ou

de régénération osseuse guidée démontrée ci-dessus (cf partie 2).

La stratégie sous-jacente dans la régénération tissulaire consiste a isoler le défaut
parodontal avec une membrane appropriée qui agit comme un obstacle physique a

l'infiltration des tissus gingivaux dans les défauts osseux.

En raison des propriétés susmentionnées, le chitosane a été défini comme matériau
de substrat favorable pour la régénération du tissu parodontal. Certains chercheurs
ont travaillé a la production de membranes de chitosane revétues d'un matériau
bioactif tel qu'un agent a base de biocéramique. D'autres chercheurs ont également
envisagé d'exploiter les résultats prometteurs du premier en ajoutant un agent de
réticulation tel que le tripolyphosphate de sodium. Ces membranes améliorant les

propriétés mécaniques d’'une membrane de chitosane seule (Husain et al., 2017).

61




1.1.1. Régénération tissulaire guidée et membranes de chitosane enrichies.

Les performances optimales d'une membrane de chitosane utilisée a des fins de
régénération tissulaire guidée, sont obtenues lorsque le renforcement par un
matériau bioactif, en l'occurrence ici par lincorporation de POSS (polyhedral
oligomeric silsesquioxane), est uniformément dispersé dans la structure et interagit

avec la matrice organique. (Tamburaci and Tihminlioglu, 2017).

En comparaison avec une membrane de chitosane pure, I'incorporation de POSS
augmente la surface ainsi que la rugosité de la membrane qui est un phénoméne

important pour I'adhésion cellulaire et la prolifération dans la régénération des tissus.

De plus I'adsorption de protéines est le processus le plus important pour linitiation de
l'interaction cellule/matrice via les intégrines et la régulation de la migration, de la

propagation et de la prolifération cellulaire (Wu et al., 2010).

L’utilisation de membranes a structure bicouche tel que I'utilisation de membranes
chitosane/gélatine (GEL), avec notamment du chitosane aligné et poreux, démontre
leurs capacités a favoriser la régénération fonctionnelle du parodonte. Cette
utilisation a également démontré : la formation extensive de fibres de collagéne
mature perpendiculaire a la surface de la racine ainsi que la formation de tissu
minéralisé soutenant la dent. En outre le fait d’ajouter une fraction de gélatine dans
les membranes chitosane augmente la densité de la membrane et réduit ainsi son

hétérogénéité (Gorgieva et al., 2018).

L’étude de Zhou et al., 2017 a démontré que l'utilisation d’'une membrane composite
composée de collagéne / verre bioactif / chitosane avait la capacité de promouvoir
l'adhésion, la viabilité et la différentiation ostéogénique des cellules du ligament
parodontal. Cette étude a également montré la capacité de la membrane a avoir une
activité antibactérienne contre S.mutans. Cette membrane composite biomimétique
multifonctionnelle est capable de provoquer une régénération du tissu parodontal
offrant ainsi le potentiel d’application clinique en tant que membrane de régénération

tissulaire guidée mais aussi de régénération osseuse guidée.

62



1.2  Pour le revétement des implants dentaires

1.2.1. Pour le revétement de la zone en contact direct avec I'os

Le succes clinique des implants dentaires est basé sur 'ostéointégration du matériel
implantaire avec l'os alvéolaire. Afin d'améliorer I'ostéointégration, un certain nombre
de traitements de surface d'implant a été réalisé avec pour certains des résultats

prometteurs.

Lors d’'une étude réalisée sur des broches de titane recouverte de chitosane et
implantées chez des lapins les résultats ont démontré :
- Que la réponse inflammatoire est minimale pour les tissus en contact avec les
broches recouvertes de chitosane.
- La présence d'une séquence de cicatrisation typique de la formation d'os
fibreux tissé, suivie du développement de I'os lamellaire.

Ces observations sont similaires a celles observées pour les tissus faisant l'interface
entre les implants de contrdle en titane recouverts de phosphate de calcium et ceux
non revétus. Ces données corroborent I'hypothése selon laquelle les revétements de
chitosane sont capables de développer une apposition osseuse proche de
l'ostéointégration des implants dentaires (Bumgardner et al., 2007).

Le revétement de chitosane peut affecter la surface et linterface osseuse en
modifiant les propriétés de surface biologiques, mécaniques et morphologiques. Par
exemple, compte tenu des propriétés mécaniques, le revétement de chitosane
modifie le module d'élasticité, réduisant ainsi le déséquilibre entre la surface de
l'implant et I'os alvéolaire et réduisant les zones de concentration de contraintes. De
plus, les revétements de chitosane peuvent potentiellement étre utilisés pour
transporter divers médicaments tels que des antibiotiques destinés a une délivrance
localisée autour de la zone de I'implant.

L’intégration de I'implant dépend de la capacité des cellules environnantes a s'y
installer et a créer une nouvelle matrice extracellulaire. Le fait de disposer d'un
polymére biocompatible comme le chitosane et d'une structure tridimensionnelle joue

un rle crucial dans le processus d’ostéointégration.
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Dans I'étude de Campos et al., 2015 I'évaluation de 'immobilisation du chitosane sur
des surfaces de titanes pré actives par double liaison peptidique a mis en évidence
que le greffage des chaines de chitosane sur les surfaces des implants en titane
permet de renforcer la biocompatibilité et de prolonger la présence de la couche de

chitosane.

1.2.2. Pour le revétement de la zone transmuqueuse

La zone transmuqueuse d’un implant est différente de la zone en contact direct avec
l'os qui doit s’ostéointégrer, elle affecte a la fois les réactions osseuses autour de
limplant mais également les réactions des tissus mous. En effet cette zone
transmuqueuse a pour principal réle la fixation des tissus épithéliaux et conjonctifs
afin d’assurer que le manchon conjonctif fibreux soit étanche, empéchant ainsi la
fixation des bactéries, entrainant une inflammation pouvant affecter I'intégrité de
limplant et en entrainer sa dé-ostéointégration par les phénomenes connus de

mucosite allant jusqu'a la péri-implantite et pouvant aller jusqu’au retrait de celui-ci.

Les caractéristiques chimiques de cette région déterminent alors la longévité et le
succes clinique a court et long terme de l'implant. L'utilisation d’implant avec un col
transgingival en alumine et zircone est préférée a celle en titane de par leur capacité

a limiter 'adhésion bactérienne.

L’étude de Kalyoncuoglu et al., 2018 a permis de mettre en évidence une
biocompatibilité accru lors du revétement par du chitosane d’échantillon d’alumine et
de zircone. Selon cette étude et I'analyse par microscope électronique a balayage,
les cellules HGF-1 (human gingival fibroblast) se fixent et proliferent sur les surfaces
d’alumine et de zircone revétues de chitosane. Des études supplémentaires sont
nécessaires pour caractériser le revétement de chitosane 