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INTRODUCTION GENERALE

L’ceil est un organe capital de notre corps et pas seulement car il nous permet
de visualiser et d’appréhender le monde extérieur.

Malheureusement, on oublie que trop souvent a quel point celui-ci est fragile
et surtout irremplacable.

Malgré 1’avancée de la science et de la médecine, 1l faut €tre conscient que
I’ceil, au méme titre que le cerveau avec qui il est en lien direct, fait partie
des organes majeurs du corps humain que nous sommes encore incapables
de greffer tant ses connexions sont complexes.

Il est donc primordial d’en prendre soin tout au long de sa vie.

L’objet de cette these est donc 1a : les collyres, dont la fonction premiere est
de soigner et protéger I’ceil, n’ont-ils pas des effets secondaires pervers et
cachés dus a des excipients inattendus comme les conservateurs ?

Les industriels connaissent I’importance et la nécessité de concevoir, pour
cet organe extrémement fragile et sensible, des produits d’une trés grande
qualité et surtout exempts de toute contamination par des micro-organismes.
Par une action, a priori, louable et une bonne intention qu’est I’utilisation de
conservateurs, les laboratoires pharmaceutiques n’ont-ils pas justement
provoqué des effets deléteres non désires ?

Nous évoquerons donc dans un premier temps un rappel sur les structures
anatomiques de base de 1’ceil, nécessaires a la compréhension.

Par la suite, nous parlerons des collyres en eux-mémes, de leurs
caractéristiques ainsi que des conservateurs classiquement utilisés pour les
protéger.

Finalement, nous parlerons plus en détail du conservateur n°l dans le
monde : le chlorure de benzalkonium. Nous verrons ses caractéristiques, ses
qualités mais également les consequences, pas toujours positives, de sa tres
vaste utilisation.

Enfin, nous développerons certaines alternatives possibles afin de réduire au
maximum les impacts collatéraux engendrés par les conservateurs et revenir
a I’idée premiere des collyres : soigner et protéger.
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1. RAPPELS ANATOMIQUES @

Nous allons décrire les principales structures anatomiques de [’ceil
nécessaires a la compreéhension de la suite de cette these en commengant par
les différents tissus structurels puis les milieux qui le compose.
Comme le montre la figure 1, le globe oculaire est formé des
¢léments suivants :
- Une paroi composée de trois couches appelées tuniques qui sont, de
I’extérieur vers I’intérieur :

o Une tunique fibreuse = la sclérotique ou sclére en arriere qui
protege ’ceil et lui donne sa forme, se prolongeant par la cornée
transparente en avant qui laisse entrer la lumiere.

o Une tunique vasculaire = le tissus uvéal ou uvée

o Une tunique nerveuse = la rétine

- Trois milieux transparents, qui sont de 1’arriere vers 1’avant de I’ceil :

o Le vitré

o Le cristallin

o L’humeur aqueuse, répartie entre la chambre postérieure et la
chambre antérieure séparées par ’iris.

Deux segments topographiques de part et d’autre du cristallin sont a mettre
en évidence :

o Un segment antérieur en avant du cristallin: lui-méme
compartimenté en une chambre antérieure (entre cornée et iris)
et une chambre postérieure (entre iris et cristallin).

o Un segment postérieur en arriere du cristallin.

Segment Antérieur Segment Postérieur

— Sclére (Tunique Fibreuse)

Uvée (Tunique Vasculaire)

Rétine (Tunique Nerveuse)
Cornée (Tunique Fibreuse) =———b

Humeur Aqueuse =—————T—+>

Cristallin

Vitré

| Chambre Antérieure ” Chambre Postérieure |

Figure 1 : Tuniques, milieux transparents et segments topographiques de
Pceil @
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1.1. LES TROIS COUCHES DE LA PAROI
1.1.1. LA TUNIQUE FIBREUSE
1.1.1.1. La sclérotique ou sclére &4

Il s’agit de la tunique la plus externe du globe oculaire formée
principalement de fibres de collagene.

Elle est inextensible et quasiment acellulaire.

On peut toutefois noter la présence de quelques fibrocytes mais en quantité
insuffisante pour permettre une cicatrisation en cas de plaies.

La sclére entoure les 4/5°™ postérieurs du globe et son role est de protéger
et maintenir la forme de 1’ceil.

Dans sa partie antérieure, la scleére est recouverte par une membrane
muqueuse translucide extrémement vascularisée appelée conjonctive.
Cette conjonctive est divisée en deux parties (voir figure 2) :
- Laconjonctive palpébrale qui tapisse la face postérieure de la paupiere
- La conjonctive bulbaire qui recouvre la partie saillante du globe
oculaire jusqu’au debut de la cornée.
Une structure anatomique d’importance a mettre en évidence est le cul de
sac conjonctival ou fornix qui correspond a la jonction entre la conjonctive
palpébral et la conjonctive bulbaire.
Cette muqueuse permet ainsi d’isoler la partie interne du globe oculaire du
milieu extérieur en formant une barriere protectrice.
La conjonctive est également a I’origine de la production du film lacrymal
et permet une réponse immunitaire notamment inflammatoire en cas
d’infection ou de réaction allergique : il s’agit de la conjonctivite.
Pour se protéger face a une agression, 1’ceil peut réagir de différentes facons :
- Via une protection mécanique avec une augmentation de la sécrétion
lacrymale en présence d’un corps étranger
- Via un phénomene inflammatoire avec l’intervention de cellules
polynucléaires et la phagocytose du corps étranger
- Via une protection immunologique avec la production d’enzymes
bactériostatiques ou bactériolytiques a la surface de la conjonctive.
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1 Cul de sac conjonctival supérieur ‘

Conjonctive bulbaire
Conjonctive palpébrale

1 Cul de sac conjonctival inférieur

Figure 2 : Conjonctives ©

1.1.1.2. La cornée

La cornée se situe dans la prolongation antérieure de la sclere. Elle possede
une fonction de réfraction et de transmission de la lumiére et agit comme
premier dioptre du systeme optique.

Cette surface doit nécessairement étre d’une transparence absolue et
parfaitement lisse pour permettre 1’obtention d’une image nette. Les larmes
formant un film y jouent donc un role fondamental.

Sa face antérieure est convexe et elliptique. Elle est recouverte par le film
lacrymal et est en contact avec I’air ambiant ou avec les paupieres lors de la
fermeture de 1’ceil.

Sa face postérieure, directement en contact avec I’humeur aqueuse, est
concave et constitue la limite extérieure de la chambre antérieure.

Sa circonférence est en rapport avec la sclere et les voies de drainage de
I’humeur aqueuse.

La cornée est I’une des zones les plus sensible de 1’organisme, elle est tres
fortement innervée mais n’est pas vascularisée.

Elle est formée de 5 couches paralleles entre elles qui sont de 1’extérieur vers
I’intérieur (voir figure 3) :

- L’¢épithélium cornéen, composé de plusieurs couches cellulaires,
directement en contact avec le film lacrymal. C’est par son
intermediaire que la cornée puise son oxygene dans 1’air ambiant.

- La membrane de Bowman, couche acellulaire formée de fibres de
collagene.
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Le stroma cornéen (ou tissu cornéen), couche la plus épaisse de la
cornée composee de fibrocytes et de fibres de collagene paralleles.
La membrane de Descemet, couche amorphe, €lastique et acellulaire.
L’endothélium cornéen, composé d’une couche de cellules plates de
forme hexagonale. Il est directement en contact avec [’humeur
aqueuse de la chambre antérieure et va permettre ’apport de nutriment
via la filtration de ’humeur aqueuse.

Milieu Extérieur

Epithélium Cornéen —_— ST e
= == &———— Membrane de Bowman
&———— Stroma Cornéen
Endothélium Cornéen — e £ Membrane de Descemet
Chambre Antérieure

Figure 3 : Les cinq couches de la cornée ©

La cornée ne possede aucune sensibilit¢ thermique mais simplement une
innervation douloureuse.
Au niveau biochimique, la cornée est composée de 6 éléments :

Eau a 80%

Protéines : principalement du collagéne (70% du poids sec) sur lequel
se fixe des mucopolysaccharides neutres

Protéoglycanes qui interviennent dans I’hydratation cornéenne et
comblent les espaces entre les protéines de collagene.

Enzymes, notamment de dégradation du glucose au niveau de
I’endothélium et de 1’épithélium.

Ions : sodium et potassium

Glucose et métabolites, principalement au niveau de 1’épithélium.

La transparence cornéenne est potentialisée par :

L’organisation réguliere, uniforme et paralléle des fibres de collagene
Les protéoglycanes qui maintiennent un espace interfibrillaire fixe

L’ absence de vascularisation

La pauvreté cellulaire du stroma

L’hydratation avec pres de 80% d’eau. Elle est paradoxalement
maintenue en déshydratation comparativement au film lacrymal qui
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possede une osmolarité hypertonique et agit comme une pompe en
collaboration avec I’endothélium.
La pression oculaire.

Nous pouvons mettre en évidence plusieurs voies de nutrition pour la
cornee :

Via la vascularisation limbique pour la partie la plus périphérique de
la cornée.

Par voie trans-épithéliale pour le passage de 1’oxygene depuis le
milieu extérieur.

Par voie trans-endothéliale en interne depuis I’humeur aqueuse.

Cette derniere voie fait appel a différents mécanismes :

o Un mécanisme passif par simple diffusion au travers de
I’endothélium pour les molécules de faible poids moléculaire
ou par la solubilité de phase pour les gaz

o Un mécanisme actif pour les molécules de plus haut poids
moléculaire par passage combiné a 1’eau. C’est par ce
mécanisme que transitent depuis I’humeur aqueuse, les sources
d’énergie telles que le glucose et le glycogene ou les acides
aminés et protéines, nécessaires a la croissance et au
renouvellement cellulaire.

Cette croissance et ce renouvellement cellulaire des 3 principales couches de
la cornée se font de différentes facons :

Pour I’épithélium, le cycle de renouvellement complet est de 7 jours.
Il se fait par division, migration cellulaire et desquamation des cellules
superficielles dans les larmes.

Pour le stroma, le cycle de renouvellement est plus lent. Dans un
premier temps, il y a destruction des tissus 1ésés par des phagocytes
ou par un mecanisme enzymatique faisant intervenir des collagénases,
suivi dans un second temps par une synthese de collagene par les
fibroblastes.

Pour I’endothélium, le stock post-natal de cellules hexagonales est
definitif. L’absence de renouvellement cellulaire entraine donc une
diminution progressive de leur nombre. La cicatrisation tissulaire se
fait par un mécanisme appelé coalescence entrainant, au fil du temps,
une diminution de densité endothé¢liale et une augmentation de la
variabilite de tailles et de formes des cellules (voir figure 4).

De plus, pour deux individus du méme age, d’autres facteurs peuvent
provoquer un changement endothélial comme le port prolongé de
lentilles de contact sur plusieurs années (voir figure 5).
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74 ans 1944 cellules/mm?

Figure 4 : Changement de densité endothéliale en fonction de I’age @

(a) Endothélium normal (b) Endothélium chez un porteur de lentille de contact

Figure S : Changement de densité endothéliale chez deux individus du
méme Age sans et aprés port de lentille de contact @

1.1.2. LA TUNIQUE VASCULAIRE

Cette tunique aussi appelée tissu uveal ou uvée (voir figure 6) est formeée par
la choroide dans la partie arricre du globe et I’iris dans la partie antérieure.
Ces deux tissus sont reli€s par le corps ciliaire.

L’uvée est une tunique vasculaire qui joue un rdle nourricier pour I’ceil.

Corps Ciliaire Choroide

Iris

Figure 6 : Tunique vasculaire @
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1.1.2.1. L’iris

L’iris est une membrane en forme de disque perforée en son centre.
Cet orifice circulaire, la pupille, agit comme un diaphragme a ouverture
variable et automatique en fonction de 1’accommodation et de I’intensité
lumineuse du milieu extérieur (voir figure 7).
L’iris possede deux types de fibres musculaires lisses (voir figure 8) :
- Le sphincter, circulaire, autour de la pupille, permettant la fermeture
dans un milieu lumineux
- Le dilatateur de Grynfelt, dans I’iris, composé de fibres plus minces,
radiaires permettant I’ouverture, dans un milieu sombre

Pour ce qui est de ’innervation, elle est due au trijumeau, au nerf oculaire
commun et au sympathique :
- La constriction se fait grace au nerf moteur oculaire commun (nerf I1I)
- La dilatation est sous la dépendance du sympathique
- L’innervation sensitive se fait via le nerf VI

Pupil  Circular muscle fibers
Iris | Radial muscle fibers

a Normal light b Dim light c Strong light

Figure 7 : Fermeture et ouverture de I’iris @

Figure 8 : Muscles iriens ®
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L’iris possede une face postérieure, de couleur brune, uniforme et présentant
des plis.

La face antérieure de D’iris est variablement pigmentée. Elle est composée
d’une matrice de collagéne dans laquelle s’enchevétrent deux types de
cellules : les fibroblastes qui fabriquent ce collagene et les mélanocytes qui
sont des cellules pigmentées conférant sa couleur a I’iris et donc a I’ceil.

Pour rappel, la coloration d’un objet est a définir comme une sensation
colorée dépendante des longueurs d’ondes qui la composent et captées par
I’ceil de la personne qui 1’observe.

Cette composition va varier en fonction de la lumiere que 1’objet émet ou
réfléchit. @

La lumiere solaire étant composee de I’ensemble des longueurs d’onde du
spectre visible, elle apparait blanche. Par ailleurs, un objet per¢u comme vert
absorbe en fait tous les rayons du spectre de la lumiere naturelle sauf le vert
qui est réfléchit et capté par ’ceil de I’observateur. Par extension, un objet
rouge réfléchit le rouge, un objet noir absorbe la totalité des rayons du spectre
lumineux et un objet blanc les réfléchit intégralement.

D’autre part, la composition de la lumiere qui €claire un objet va avoir une
influence, ce qui explique la variation de couleur de nos yeux en fonction de
la lumiere environnante.

Dans le cas d’une exposition a la lumiere naturelle, les facteurs influencant
la couleur de I’iris sont les suivants :
- La densité et la structure organisationnelle des fibres de collagéne
composant la trame de la face antérieure de I’iris.
- La densité de cellules pigmentées (mélanocytes) ainsi que la densité
de pigments qu’elles contiennent.

Ainsi, plus un ceil contient un nombre important de mélanocytes, plus ceux-
ci absorbent les rayons lumineux et plus I’ceil apparait sombre (marron voir
noir). Un phénomeéne comparable pouvant étre donné en exemple est le
brunissement de la peau lors d’une exposition aux rayons UV résultant de la
production croissante de mélanine par les cellules de la peau.

Dans le cas des yeux bleus, il s’agit au contraire d’'une absence totale de
mélanocytes dans la face antérieure de I’iris. La lumiére est donc peu
absorbée et c’est sa réflexion et diffraction au travers des structures
transparentes de 1’ceil qui expliquent cette couleur bleue.

En effet, le bleu est la longueur d’onde la plus courte et donc la plus
facilement diffusée du spectre visible. C’est par ce méme phénomene que le
ciel nous apparait bleu. @
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Il est intéressant de noter que les collyres contenant des dérivés de
prostaglandines utilisés dans le traitement du glaucome comme le
latanoprost par exemple provoquent une pigmentation définitive des yeux
bleus en vert voire marron. Une autre classe de collyre sera donc
préférablement utilisée pour éviter ce phénoméne. ©

1.1.2.2. Le corps ciliaire

C’est un epaississement du tissu uvéal en arriere de 1’iris, formant un anneau
(voir figure 9).

En coupe, il a une forme triangulaire (voir figure 10).

Le corps ciliaire et I’iris partagent la méme origine embryologique.

Il est en charge de la sécrétion de ’humeur aqueuse via les proces ciliaires
(décrits ultérieurement) sur sa face postérieure et joue un role essentiel dans
I’accommodation puisque I’iris et le cristallin s’inserent sur lui.

1 = Pupille
2 = Face postérieure de I’iris
3 = Procés ciliaire

4 = Pars plicata

Figure 9 : Face postérieure d’un corps ciliaire de lapin

(microscopie électronique a balayage x 28) 19
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Procés ciliaires :

Ils sont au nombre de 60 a 80 chez I’Homme, chacun centré sur une artériole
issue du grand cercle artériel de I’iris et se divisant en plusieurs capillaires
fenétres.

Ces structures conjonctivo-vasculaires sont recouvertes par un €pithélium
bistratifié¢ appelé épithélium ciliaire.

Comme nous le montre la figure 11, on distingue de I’extérieur vers
I’intérieur de ceil :

- La limitante externe : formée par la membrane basale, elle est en
contact direct avec le stroma (tissu conjonctif de remplissage lui-
méme en contact direct avec les capillaires fenétrés).

- La couche de cellules pigmentées : cellules cubiques

- La couche de cellules claires : cellules non pigmentées, cylindriques,
a noyaux ovale et dont le cytoplasme contient de nombreux organites
en rapport avec la fonction sécrétante de 1’épithélium ciliaire (humeur
aqueuse)

- La limitante interne composée de glycoprotéines comme le collagéne
et de laminine sépare 1’épithélium ciliaire de la chambre postérieure.

| Chambre Postérieure |

Limitante Interne

Cellules Claires

Epithélium Ciliaire

Cellules Pigmentées

Limitante Externe
(Lame Basale)

Stroma

Capillaire fenétré

Figure 11 : Epithélium ciliaire 19

Les cellules disposées les unes a coté des autres sont en contact par leurs
membranes cellulaires.

Des jonctions cellulaires permettent de maintenir un ensemble cohérent en
unissant des cellules entre elles, en permettant la communication, ou encore
I’adhérence des cellules a la lame basale (figure 12).
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Les jonctions occlusives ou serrées aussi appelées Zonulae Occludens.
Il s’agit d’une soudure des deux membranes cellulaires adjacentes
dont résulte la disparition de 1’espace inter cellulaire. Ce scellement
créé des occlusions qui empéchent tout passage de molécules méme
les plus petites.

Elles sont présentes seulement entre les cellules non pigmentées, au
pole apical, formant un complexe étanche.

Les jonctions serrées sont la composante essentielle des barrieres
tissulaires. Elles sont formées par de protéines d’adhérence
transmembranaires organisées en réseau ramifié de brins de
scellement. Les jonctions serrées sont composées de protéines comme
les occludines, les claudines et les molécules jonctionnelles
d’adhésion (JAM).

Ces molécules sont en relation avec des protéines membranaires
situées dans le cytoplasme en périphérie directe des jonctions serrees,
appelées protéines ZO qui permettent 1’ancrage au cytosquelette
(actine).

Les jonctions intermédiaires appeleées Zonulae Adherens permettent
d’attacher les cellules a leurs voisines via leur cytosquelette.
Elles laissent cependant un espace intercellulaire plus important que
les jonctions serrées.
Elles sont composées de cadhérines et de nectines qui s’encrent sur
une plaque dense située dans le cytoplasme.
La fixation des cadhérines et des nectines au cytosquelette et donc aux
microfilaments d’actine, se fait grace :

O aux caténines pour les jonction actines/cadhérines

o al’afadine et la ponsine pour les jonctions actine/nectines

Les desmosomes et hémidesmosomes sont des zones d’ancrage des
filaments intermédiaires sous la forme de tache, d’ou le terme de
Macula Adherens.

Les desmosomes créent des jonctions intercellulaires alors que les
hémidesmosomes permettent les jonctions entre cellules et lame
basale.

La plaque dense situ¢e dans le cytoplasme est de forme arrondie et
permet la fixation des filaments intermédiaires de cytokératine.

Les desmosomes et hémidesmosomes sont responsables du maintien
de la cohésion cellulaire via le réseau de filaments intermédiaires de
cytokératine entre les plaques.

Les jonctions communicantes ou Gap Jonction qui comme leur nom
I’indique laissent passer des molécules ou des signaux entre cellules
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voisines. On retrouve ce type de jonctions entre les cellules
pigmentées, entre les cellules non pigmentées et entre les cellules
pigmentées et non pigmentées.

Elles sont composées de plusieurs centaines de canaux bidirectionnels
Chaque canal est un connexon formé de 6 sous-unités appelées
connexines, elles méme formées par 4 segments transmembranaires.

En plus de ces jonctions intercellulaires, des microvillosités sont présentes
sur les membranes plasmatiques apicales des deux couches cellulaires,
augmentant ainsi la surface de contact et la cohésion cellulaire.

L’ensemble de ces structures aboutissent a la formation d’une structure
anatomique cohérente : 1’épithélium ciliaire.

Une autre structure anatomique d’importance est a mettre en évidence : la
barriére hémato-aqueuse, sous-structure anatomique qui en association avec
la barriere hémato-rétinienne forme les barrieres hémato-oculaires.
Les barrieres hémato-oculaires séparent le systeme circulatoire du reste du
tissu oculaire. Elles garantissent ainsi le maintien de la transparence
cornéenne et du cristallin, la régulation de la pression intraoculaire et
I'homéostasie de la rétine.
La barriere hémato-aqueuse peut €tre mise en €vidence sur deux sites :

- au niveau du corps ciliaire, principalement représentée par

1I’épithélium ciliaire
- au niveau de I’iris, principalement représenté par I’endothélium des
capillaires

Le site qui nous intéresse ici est celui du corps ciliaire. En effet, a ce niveau,
la présence des capillaires fenétrés permet un échange relativement simple
et rapide entre le sang et le stroma et ne constitue pas la barriere.
Celle-ci est donc formée par les couches de cellules pigmentaires en externe
et claires en interne, reposant sur la membrane basale.
L’ensemble forme une structure anatomique cohérente grace a la présence
des jonctions cellulaires, décrites précédemment.
La présence de cette barriere hémato-oculaire joue un role important dans la
régulation de la production d’humeur aqueuse qui sera décrite plus tard.

1.1.2.3. La choroide

Elle forme les 2/3 postérieurs du tissu uvéal en s’étendant du corps ciliaire
au nerf optique.

La choroide est une membrane intermédiaire entre la rétine et la sclére dont
elle peut se décoller.

Elle est formée de cellules pigmentées, d’¢léments vasculaires et nerveux et
elle fournit les nutriments a 1’ceil.
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Cette membrane, qui empéche la lumiere de se diffuser dans I’ceil, est un lieu
de cheminement pour les arteres ciliaires, les veines vortiqueuses et les nerfs
ciliaires.

1.1.3. LA TUNIQUE NERVEUSE

Aussi appelée rétine, cette tunique sensorielle est constituée d’un ensemble
de fibres nerveuses qui se regroupent pour former le nerf optique.
Membrane la plus interne du globe oculaire, la rétine s’étend de la papille a
I’ora serrata (voir figure 13).

Elle est en charge de la transformation de la lumiére en signal nerveux, ainsi
que de sa transmission au systéme nerveux central.

Ora Serrata!

Macula
Fovea

Papille?

Nerf Optique

1 =1"Ora Serrata est une ligne blanche ¢ posée de dents correspondant  la partie la plus externe de la Rétine. Elle est aussi appelée Extréme Périphérie Rétinienne.
2 = la Papille est la portion intra-oculaire du nerf optique ou convergent les axones non myélinisés des cellules ganglionnaires de la rétine. C’est le point de départ de la voie optique et le
carrefour d’épanouissement des vaisseaux rétiniens.

Figure 13 : Tunique nerveuse @

La rétine se divise en deux grandes zones :

- La rétine centrale qui contient en son centre la fovea au centre de
laquelle on trouve la fovéola.

On distingue également une zone elliptique avasculaire formant une
dépression autour de cette fovéola, appelée macula. La présence de
pigments xanthophylles donnent a cette zone un aspect jaunatre.

- La rétine périphérique divisée en 4 avec de la partie centrale vers
I’extérieur, successivement : La périphérie proche, la périphérie
moyenne, la périphérie ¢loignée et I’extréme périphérie (ora serrata)

Il faut donc visualiser la rétine comme une superposition de cercles ayant
pour centre commun la fovéola et pour pourtour, I’ora serrata.
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La figure 14 nous montre d’un point de vue théorique via un dessin cette
superposition de cercles.

La figure 15 est un véritable fond d’ceil sur lequel sont clairement visibles la
papille, la rétine centrale, la macula et la fovea.

Ora Serrata

Extréme Périphérie

Papille

Périphérie Proche

Figure 14 : Dessin de rétine grand angle 9

Rétine Centrale

Papille Macula
Fovea

Figure 15 : Fond d'eeil de la périphérie proche de la rétine 9
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D’un point de vue histologique, la rétine est composée de 10 couches
cellulaires qui sont de la périphérie vers le centre de I’ceil (voir figure 16) :

L’épithélium pigmentaire : son nom est dii a la présence de grains de
mélanine. Il joue le role d’écran, stock la vitamine A, intervient dans
la phagocytose et les échanges de nutriments et d’oxygene, et permet
ainsi la régénération des photorécepteurs.

La couche des photorécepteurs : composée des cones et batonnets qui
sont des récepteurs sensibles aux influx lumineux. Les cones sont
globalement plus nombreux que les batonnets avec un rapport
d’environ 1 pour 15 mais leur répartition est tres inégale dans la rétine.
Dans la fovéola seuls les cones sont présents contrairement au reste
du tissus rétinien ou les batonnets sont majoritaires.

La membrane limitante externe : fine lame perforée par les extrémités
des photorécepteurs, jouant plus le role d’une zone d’adhérence que
de véritable membrane.

La couche nucléaire externe : couche contenant les expansions des
cellules photoréceptrices.

La couche pléxiforme externe: lieu de jonction entre les deux
systtmes de vascularisation de la rétine (interne et externe). Elle
contient les synapses entre les photorécepteurs et les cellules
bipolaires.

: couche contenant les corps cellulaires de
plusieurs cellules et notamment les cellules bipolaires qui forment un
relais pour permettre le passage de Dinflux nerveux des
photorécepteurs vers les cellules ganglionnaires.

: couche contenant un enchevétrement
d’axones et de dendrites provenant des cellules ganglionnaires.

: couche contenant les corps
cellulaires des cellules ganglionnaires. Ces cellules ganglionnaires
sont des neurones a proprement parlé.

: couche contenant les axones des
cellules ganglionnaires axés horizontalement et paralleles, formant
ainsi une couche.

La membrane limitante interne : Il s’agit cette fois-ci d’une véritable
membrane correspondant a I’élément le plus interne de la rétine en
contact avec le vitre.
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1.2. LES MILIEUX TRANSPARENTS DE L’(EIL

En plus de la cornée, qui est le premier ¢lément transparent facilement
observable de I’ceil, on peut distinguer 3 autres milieux transparents internes
de la sphere oculaire :

- En arriere, le vitré

- Au centre, le cristallin

- En avant, I’humeur aqueuse

1.2.1. LE VITRE

C’est le milieu transparent le plus important en volume.

Il possede un role de tamponnement et d’échanges avec les structures
environnantes que sont la rétine, la choroide, le corps ciliaire et le cristallin.
Il s’agit d’un gel dont I’hydratation et donc la viscosité varie en fonction de
la partie observée : il est gélifi€¢ en son centre et fibreux en périphérie.

Il s’insére sur la rétine et, de ce fait, toute traction sur les fibres vitréennes
peut la décoller voir la déchirer.

1.2.2. LE CRISTALLIN

Il s’agit d’une lentille biconvexe, aplatie en avant, suspendue dans 1’ceil par
le ligament suspenseur la reliant aux corps ciliaires.

Le cristallin est la seule structure réfractrice dynamique de 1’ceil globalement
composée de trois parties allant du centre vers la périphérie : le noyau, le
cortex et la capsule (voir figure 17).

Le noyau est une structure €volutive, pouvant étre subdivisée en plusieurs
parties. La plus centrale appelée noyau embryonnaire qui ressemble a un
grain de café, se forme in utero dans les trois premiers mois de gestation.
Elle est ensuite recouverte par le noyau foetal qui se développe jusqu’a la
naissance puis par le noyau adulte qui prend le relais en post-natal.

Le cortex, qui lui se forme apres 1’age de 10 ans, est compos¢ d’une série de
couches concentriques de fibres cristalliniennes centrées sur le noyau a la
manicre de pelures d’oignon.

Enfin, la capsule est composée de collagene bordé par une simple couche de
cellules épitheliale.
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Figure 17 : Structure du cristallin adulte ¥

Le cristallin est une structure transparente, totalement dépourvue de
vascularisation, d’innervation et dont la nutrition est assurée par ’humeur
aqueuse.

Avec I’age, le cristallin peut subir plusieurs variations de propriétes.

La plus connue est la modification qualitative et quantitative de la
transmission lumineuse résultant de I’opacification du noyau et du cortex
aboutissant a la cataracte.

Dans le cadre de la presbytie, il s’agit d’une perte presque complete de
I’¢lasticité du cristallin, qui survient aux environ de 60 ans, aboutissant a une
puissance accommodative proche de zéro perturbant ainsi la vision
rapprocheée.

1.2.3. HUMEUR AQUEUSE
1.2.3.1. Rdle et composition

Située entre le cristallin et la cornée, il s’agit d’un liquide nourricier limpide
comme de I’eau.

Il est sécrétée par les proces ciliaires et €¢liminé au niveau de 1’angle
iridocornéen, de fagon continue.

La pression oculaire est le résultat d’un équilibre entre le contenant et le
contenu de I’ceil. L humeur aqueuse €tant la seule structure potentiellement
variable, la pression intra oculaire est intimement li¢ a la régulation des
phénomenes de sécrétion et excrétion de ce liquide pour maintenir une
pression oculaire normale.
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On peut donc observer trois étapes dans « la vie » de I’humeur aqueuse : la
sécrétion, la circulation dans la chambre antérieure et 1’excrétion.

L’humeur aqueuse est composée a 99% d’eau.

On y trouve également des ions, un faible taux de protéines et des substances
non ¢lectrolytiques telles que du glucose, des acides aminés ou de 1’acide
hyaluronique.

Les compositions chimiques de I’humeur aqueuse et du plasma sont les
suivantes : 10

- Sodium (mmol/L) : 153 (plasma : 143)

- Bicarbonate (mmol/L) : 19,6 (plasma : 25)

- Chlorure (mmol/L) : 134 (plasma : 106)

- Glucose (mmol/L) : 3,7 -4,8 (plasma : 4,7-6,5)
- Protéines (mmol/L) : 0,3-1,7 (Plasma : 65-80)
- Ascorbate (mmol/L) : 1,06 (Plasma : 0,04)

Si on compare la composition de I’humeur aqueuse a celle du plasma, elle
est hypertonique, acide, tres riche en acide ascorbique et en ion chlore.
L’acide ascorbique est présent en forte concentration dans I’humeur aqueuse
des yeux de nombreuses especes.

Il a été observé que les mammiferes diurnes avaient un taux de concentration
35 fois plus élevé d’acide ascorbique que les mammiféres nocturnes. 7

Ce taux ¢éleveé d’acide ascorbique dans I’humeur aqueuse aurait un effet
protecteur contre les dommages induits pas les UV sur ’ADN des cellules
épithéliales et protegerait ’ceil des mammiferes diurnes contre les effets
cataractogénes de ces rayons. ¥

L’existence de la barriecre hémato-oculaire explique la différence de
composition entre le plasma et ’humeur aqueuse.
Cette barriere laisse passer :

- des grosses molécules au niveau des capillaires fenétrés du stroma

- des molécules de plus petite taille (urée)

- des molécules liposolubles et des ions

- de l’eau.

1.2.3.2. Mécanismes de sécrétion de ’humeur aqueuse
L’humeur aqueuse est sécrétée dans la chambre postérieure par I’épithélium

ciliaire qui recouvre les proces ciliaires, disposés de facon circulaire en
arricre de I’1ris.
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En effet, au niveau microscopique, cette partie du corps ciliaire comporte de
nombreux ¢léments concordant avec son caractere secrétant : un nombre de
mitochondries important dans les cellules claires, de nombreuses jonctions
communicantes entre les cellules claires et les cellules pigmentées et des
fenestrations de I’endothélium capillaire.

Comme nous avons pu le voir précédemment, la présence de capillaires
fenétrés permet un passage simple et rapide du sang vers le stroma, mais par
la suite le passage des diffeérents ¢léements dans la chambre postérieure et
donc la production de I’humeur aqueuse et sous la dépendance des
différentes forces osmotiques et hydrostatiques présentes de part et d’autre
de la double couche cellulaire formant la barriére hémato-aqueuse.

Le passage des molécules se fait donc via les trois mécanismes
classiques que sont la diffusion simple, la diffusion facilitée ou la sécrétion
active (voir figure 18) et un dernier transport particulier mais mineur appelé
ultrafiltration.

Molécules transportées

Protéine de canal e - T o

Gradient de
concentration

Bicouche
lipidique v

o
-

T

Simple v

A Protéine porteuse
1

diffusion © :

1

\Elergie

Parun  Parun

| —
\ canal transporteur) Transport actif

T4 Transport passif

Figure 18 : Passages transmembranaires de la barriére hémato-oculaire D

- La Diffusion Simple :

Elle est sous la simple dépendance du gradient de concentration et ne
nécessite pas d’énergie.

Ce mécanisme est €galement appelé diffusion passive car elle correspond a
un libre passage des molécules au travers de la membrane lipidique du milieu
le plus concentré vers le moins concentré jusqu’a 1’équilibre de celles-ci.
Les molécules concernées sont donc des molécules liposolubles qui doivent
se dissoudre dans la bicouche phospholipidique avant de passer de I’autre
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coteé ou des molécules hydrosolubles de taille suffisamment petite pour
pouvoir diffuser malgré leur polarite.

Il s’agit d’un mécanisme relativement lent comparativement aux deux
suivants. La vitesse de diffusion est dépendante de la différence de
concentration entre les deux milieux, de la taille de la molécule et de la
température.

La diffusion simple n’étant pas un mécanisme régulé, il n’est donc pas
spécifique.

- La Diffusion Facilitée :
Le principe de fonctionnement de base est le méme que pour la diffusion
simple : la diffusion facilitée se fait selon le gradient de concentration sans
consommation d’énergie et fait donc partie des transports dit passifs.
L’¢lément différenciant est la fixation transitoire sur I’élément a transporter
d’une protéine appelée transporteur membranaire lors de son passage au
travers de la bicouche phospholipidique, créant une sorte de canal.
Ce mécanisme est donc plus rapide que la diffusion simple mais saturable.
La vitesse de diffusion au travers de la membrane augmente donc de facon
¢quivalente au gradient de concentration jusqu’a saturation des transporteurs
membranaires et stabilisation de la vitesse de diffusion.
Les protéines canal pouvant se fermer, il s’agit d’un transport régule.
Les principales substances utilisant ce type de transport dans 1’ceil sont le
glucose, la plupart des acides aminés et 1’acide ascorbique.

- La Sécrétion Active :
Contrairement aux deux mécanismes de diffusion précédents, la sécrétion
active s’effectue contre le gradient de concentration et implique donc
’utilisation d’énergie.
Cette énergie peut €tre fournie via ’utilisation de co-transport, dans ce cas,
c’est le gradient de concentration d’un autre €lément qui fournit 1’énergie
nécessaire au passage de 1’élément désiré contre son gradient de
concentration.
L’autre source d’énergie potentielle est I’hydrolyse de I’ATP en ADP, avec
la pompe NaK ATPase.

La sécrétion active est le mécanisme majeur de la production d’humeur
aqueuse puisqu’il participe a hauteur de 80-85% de sa sécrétion notamment
au travers de la création d’un gradient de concentration de 1’ion sodium (ion
Na*, voir ANNEXE 1 pour le tableau périodique)

Le sodium va diffuser librement au travers des capillaires fenétrés vers le
stroma, puis par simple diffusion, va passer au travers de la lame basale vers
les cellules pigmentées.
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L’ion Na' va ensuite passer des cellules pigmentées vers les cellules claires
via un échange Na'/H" régulé par I’anhydrase carbonique.

Enfin, le passage des cellules claires vers la chambre postérieure est un
passage actif sous le controle de la NaK ATPase.

Le gradient de concentration d’ion Na' ainsi créé aboutit a une hyper-
osmolarité dans la chambre postérieure de laquelle résulte un passage de
I’eau du plasma des capillaire fenétrés vers la chambre postérieure.

Pour rappel, ce phénomene nommé appel osmotique de 1’eau est une
diffusion simple des molécules d’eau au travers de la membrane semi-
perméable, du milieu le moins concentré en ions vers le milieu le plus
concentre.

L humeur aqueuse est composée a 99 % d’eau. La sécrétion de I’ion Na*
dans la chambre postérieure, et donc la création d’un gradient de
concentration, est le phénomene clé directement responsable de la majeure
partie de la production d’humeur aqueuse.

- L’ Ultrafiltration :
Ce mécanisme tres particulier est un phénomene de filtrage au travers de la
barriere hémato-aqueuse et donc de séparation des molécules contenues dans
le liquide plasmatique en fonction de leur poids moléculaire.
L’ultrafiltration se produit au travers de deux filtres: au niveau des
capillaires ciliaires au travers de I’endothélium fenétré et au niveau de
I’épithelium ciliaire.
La barriere hémato-aqueuse (épithélium ciliaire) peut, en effet, étre
considérée comme un filtre constitué par une couche cellulaire continue unie
par des jonctions serrées (cellules claires et pigmentées) reposant sur une
lame basale possédant des pores d’un diameétre de I’ordre de 10 a 20 nm.
Ceci explique donc la faible concentration de protéine dans I’humeur
aqueuse puisque qu’il s’agit de macromolécules de gros poids moléculaire.
Cette dialyse est un phénomene mineur responsable de seulement 10 a 15 %
de la production d’humeur aqueuse.

L’ultrafiltration est sous la dépendance du gradient de pression existant de
part et d’autre du filtre et fournissant la force nécessaire au passage des
molécules au travers de celui-ci, selon la loi de Starling :

F = C x (Phc¢ — Pht) + (Posmt — Posmc)
F = Flux d’Humeur Aqueuse
C = Constante
Phc = pression hydrostatique capillaire
Pht = pression hydrostatique tissulaire
Posmt = pression osmotique tissulaire
Posmc = pression osmotique capillaire
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1.2.3.3. M¢écanisme d’écoulement de I’humeur aqueuse

Nous avons vu précédemment que I’humeur aqueuse est sécrétée dans la
chambre postérieure.

Apres P’avoir remplie, elle passe ensuite en avant de I’iris vers la chambre
antérieure au travers de la pupille.

Il existe une legere différence de température entre I’humeur aqueuse déja
présente dans la chambre antérieure et celle nouvellement produite.

L’ir1s étant richement vascularisé€, sa température est de 1’ordre de 36°C alors
que la cornée présente une température de 30°C car elle est en contact avec
le milieu extérieur. 4

L’humeur aqueuse déja présente a €té en contact avec la cornée et est donc
légerement plus froide, ce qui entraine la nouvelle humeur aqueuse, plus
chaude, vers le haut le long de I’iris lors de son arrivée dans la chambre
antérieure.
Celle-ci va ensuite redescendre le long de la face postérieure de la cornée.
Il s’agit donc d’un mouvement de convection li€¢ au gradient de température :
- Température plus basse vers la cornée = mouvement descendant
- Température plus élevée vers I’iris = mouvement ascendant
L humeur aqueuse quitte ensuite 1’ceil, il s’agit de 1’excrétion.
Ce mécanisme d’écoulement de I’humeur aqueuse est représenté dans la
figure 19.

Chambre
antérieure

Cornée Cristallin
/) Zonule
Chambre .
postérieure

Figure 19 : Mécanisme d'écoulement de 'humeur aqueuse
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1.2.3.4. Mécanismes d’excrétion de I’humeur aqueuse

L’excrétion de I’humeur aqueuse se fait par les voies trabéculaire ou
uveéosclérale avant de rejoindre la circulation générale (voir figure 20).
Comme son nom I’indique, la voie trabéculaire se fait au travers du
trabéculum qui joue le role de filtre.

Il est situé a la jonction de ’iris et de la cornée, dans I’angle iridocornéen.
Apres son passage par le trabéculum, I’humeur aqueuse filtrée rejoint la
circulation générale via le canal de Schlemm situé en arriere de la cornée.
Cette voie est la voie dite principale car elle est responsable de I’excrétion
de 70 a 90 % de I’humeur aqueuse.

Au cours du vieillissement, sa part augmente suite au déclin de la voie
uveosclérale.

La voie uvéosclérale est la seconde voie d’excrétion de I’humeur aqueuse.
Elle regroupe en fait deux voies dites voies non conventionnelles : la voie
irienne et la voie uvéosclérale a proprement parlé.

Elle se fait au niveau de la racine de I’iris. Cette partie étant dépourvue
d’épithélium, le passage se fait au travers du stroma irien.

De fagon mineure a 1’¢tat physiologique, I’humeur aqueuse est résorbée par
les veines de I’iris (voie irienne).

L’humeur aqueuse peut aussi continuer et passer au travers du corps ciliaire
puis de la sclere ou elle est résorbée par les vaisseaux sanguins ou
lymphatiques (voie uvéosclérale).

Cette voie est responsable de 10 a 30 % de I’excrétion de I’humeur aqueuse
et sa part diminue avec I’age. ?¥

Cornée

Voie Trabéculaire
70-90% s
Iris

Circulation
générale

Voie Uveosclérale
10-30 %

Sclere /

— Cristallin

Corps ciliaire

Figure 20 : Mécanisme d'excrétion de I'humeur aqueuse ?12?
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2. PHARMACOCINETIQUE DE LA VOIE OPHTALMIQUE

Pour rappel, la méthode d’application d’un collyre d’apres le site ameli.fr,

représentée dans la figure 21, se fait de la suivante : @

- Si P’ceil a traiter présente des sécrétions épaisses, il doit Etre
préalablement nettoyé a 1’aide d’une compresse humidifiée d’eau.
Celui-c1 doit étre propre et débarrass€ de toute sécrétion pour que le
collyre puisse pénétrer.

- Incliner légérement la téte vers Darricre, abaisser la paupiere
inférieure avec I’index et regarder vers le haut.

- Laisser tomber une goutte dans le cul de sac conjonctival en évitant
tout contact entre le flacon et ’ceil afin d’éviter de contaminer le
contenant.

- Relacher la paupiere et fermez 1'ceil en appuyant légerement avec le
doigt sur le coin interne de I’ceil pendant une dizaine de secondes afin
d’éviter une ¢€limination trop rapide du produit par les voies
lacrymales.

En cas d’administration de plusieurs collyres contenants des principes
actifs différents, il est nécessaire de respecter un intervalle de 5
minutes entre deux applications ¥

Figure 21 : Administration d'un collyre @

Lors de I’instillation d’un collyre dans I’ceil, le produit est soumis aux
processus pharmacocinétiques classiques que sont 1’absorption, la
distribution, le métabolisme et I’élimination.

2.1. L’ABSORPTION 426)

On appelle absorption le processus par lequel le principe actif passe, sous
forme dissoute, de son site d’administration au sang et donc le phénomene
aboutissant a la pénétration d’un collyre dans 1’ceil.

Celle-ci peut se faire soit directement au travers de la cornée soit au travers
de la conjonctive et de la sclere.

L’absorption et donc la biodisponibilit¢ du produit sera fonction des
propriétés physico-chimique de la substance mais elle est €¢galement sous la
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dépendance de facteurs environnementaux comme par exemple la
perméabilité de la conjonctive ou la sécrétion lacrymale.

A T’¢état physiologique normal, la sécrétion lacrymale est de 1,2 pul/min mais
comme nous avons pu le préciser précédemment, un des mécanismes de
défense de I’ceil en cas d’irritation consiste en une protection mécanique se
faisant via une augmentation significative de cette sécrétion pouvant aller
jusqu’a 400 pl/min, ce qui peut considérablement diminuer la quantité de
produit au contact de I’ceil.

La voie d’absorption au travers de la cornée est la voie mineure.

En effet, le passage par cette voie étant environ cent fois plus lent que la
vitesse de drainage par la voie naso-lacrymal, au final la fraction de produit
effectivement absorbé est assez faible.

La lenteur de cette voie peut s’expliquer par le fait que le collyre va devoir
passer au travers de trois couches de la cornée décrites précédemment.
Dans un premier temps, le produit doit traverser 1’€pithélium, qui est un tissu
a caractere lipophile et contenant de nombreuses jonctions serrées. Puis, il
doit franchir le stroma composé a 78 % d’eau et donc hydrophile et enfin la
monocouche cellulaire représentée par 1’endothélium.

De ce fait, le produit idéal pour un passage par cette voie doit a la fois
posséder des propriéteés hydrophiles et lipophiles.

Cependant, méme dans des conditions idéales, cette voie ne permettra pas le
passage de plus de 1 4 10 % du produit. ¢?

Par conséquent, la voie privilégi¢e pour I’absorption des collyres sera donc
au travers de la conjonctive et de la sclere.

Selon les recommandations, 1’instillation doit donc se faire dans le cul de sac
conjonctival qui a une contenance d’environ 10 pl ce qui correspond a
environ 20 % du volume d’une goutte de collyre. @®

Malgré ce faible volume, 1’absence de barriere a ce niveau permet un passage
plus rapide et plus important en volume que par la cornée.

Le produit va emprunter le réseau artériel de la conjonctive fortement
vascularisée et parvenir directement dans le corps ciliaire et I'uvée.

2.2. LA DISTRIBUTION @429

Le phénomene faisant suite a I’absorption s’appelle la distribution. Elle
correspond a la diffusion du médicament dans 1’organisme et donc au
passage du principe actif de I’humeur aqueuse vers les tissus environnants
tels que : I'iris, le corps ciliaire, le cristallin et le vitré.
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Si I’on compare la distribution en fonction de ces différents tissus :

- L’iris étant fortement vascularis€é et ayant une grande surface de
contact avec I’humeur aqueuse, les principes actifs seront rapidement
distribués.

- La distribution dans le corps ciliaire est trés lente

- La structure fibreuse du cristallin aboutit également a une faible
distribution dans ce tissu

- Le wvitré, de par sa consistance ge¢latineuse et une vitesse de
distribution faible, ne recgoit également qu’une faible quantit¢ de
principe actif. Par conséquent, s’il s’agit de l’organe cible, on
préferera au collyre la voie sous-conjonctivale ou intra-vitréenne pour
traiter ce tissu efficacement.

En plus de ce différentiel de distribution, d’autres phénomenes peuvent faire
obstacle a la distribution du principe actif d’un collyre :
- La fixation a la mélanine de 1’iris
- La fixation a des protéines présentes dans I’humeur aqueuse
- Le flux de renouvellement de I’humeur aqueuse rapide et opposé a la
distribution du médicament puisque ce flux va du corps ciliaire vers
la chambre antérieure.

2.3. LE METABOLISME 429

La métabolisation au niveau de 1’ceil est faible et se fait au niveau du corps
ciliaire, de la rétine, dans I’épithélium et I’endothélium de la cornée.

2.4. L’ELIMINATION #429

Pour cette phase, I’¢limination du principe actif est principalement sous la
dépendance du renouvellement de I’humeur aqueuse.

Le renouvellement total de I’humeur aqueuse étant en moyenne de 1,5 % par
minute, la demi-vie d’un collyre est donc située entre 30 minutes et 2 h. ¢

Pour rappel, la demi-vie €évalue la vitesse d’élimination d’un médicament.
C’est le temps au bout duquel la concentration d’un médicament en phase
d’¢limination a diminu¢ de moitié. Il faut 5 demi-vies pour qu’un
meédicament soit considéré comme totalement éliminé.
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3. CONCLUSION

Dans cette premiere partie nous avons vu la complexite¢ et 1’aspect
extrémement structuré de I’anatomie de D’ceil, ainsi que les principaux
phénomenes relatifs a la pharmacocinétique de la voie ophtalmique.

L’ce1l, véritable trait d’union entre le monde extérieur et le cerveau, est un
organe a la fois sensible mais également bien armé pour faire face aux
agressions. Il met en jeux des protections mécaniques comme par exemple
la production accrue de film lacrymal ou le renouvellement rapide des
¢léments les plus exposés comme 1’épithélium cornéen.

Les protections structurelles sont ¢€galement importantes comme les
jonctions cellulaires formant une barriere, comparable a celle que 1’on peut
retrouver au niveau hémato-encéphalique, ne laissant que peu passer les
¢léments.

Cette premiere partie nous a démontré 1’aspect normal et nous met face a un
paradoxe : D’ceil est un organe cumulant les protections mais laissant
entrevoir un équilibre fragile que des éléments extérieurs comme les
conservateurs présents dans les collyres pourraient mettre a mal.

Il est donc primordial de développer des médicaments adaptés prenant en
compte ’ensemble de ces parametres.
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Chapitre Il : COLLYRES ET CONSERVATEURS
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Comme nous avons pu le voir précédemment, un ensemble d’éléments
aboutit a une faible biodisponibilité du principe actif des collyres, inférieure
as %.

Méme si cette biodisponibilité parait faible, elle peut étre suffisante pour
avoir une action thérapeutique car, dans le cadre de la voie ophtalmique, la
finalit¢ de ces collyres appartenant aux médicaments topiques est le plus
souvent d’avoir une action locale ou de surface. ¢V

Dans cette seconde partie, nous développerons d’un coté les caractéristiques
générales des collyres et de de I’autres celles des conservateurs utilisés dans
leurs formulation.

1. DEFINITIONS PRINCIPALES

L’¢éventail galénique des produits a usage ophtalmique ne se limite pas
seulement aux collyres. Les définitions officielles, d’une part, des
préparations ophtalmiques de fagon générale et, d’autre part, des collyres en
particulier, sont les suivantes :

Préparations ophtalmiques :

« Les préparations a usage ophtalmique sont des préparations liquides
(collyres, solutions pour lavage ophtalmique), semi-solides (pommades,
cremes, gels ophtalmiques) ou solides (poudres pour collyres et pour
solutions de lavage, inserts) stériles et destinées a étre appliquées sur le
globe oculaire et/ou les conjonctives ou a étre introduites dans le sac
conjonctival. » @

Collyres :
« Solutions, émulsions ou suspensions steriles, aqueuses ou huileuses,

contenant une ou plusieurs substances actives et destinées a l'instillation
oculaire. » ®»

2. PROPRIETES ET COMPOSITION DES COLLYRES ©¢1:3334

2.1. PROPRIETES D’UN COLLYRE

L’ceil est un organe sensible et, de ce fait, les produits administrés doivent
respecter certaines propriétés physico chimiques.

2.1.1. NEUTRALITE

Un collyre se doit d’étre théoriquement le plus proche possible du pH
physiologique du liquide lacrymal.
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Le pH d’un collyre va influencer non seulement le confort a 1’instillation
mais ¢également D’activit¢ du produit (pénétration, solubilisation) et sa
stabilite.

Le pH physiologique du film lacrymal étant situé entre 7,4 et 7,7 ; la
préparation idéale devrait se situer dans cette fourchette afin d’éviter toute
irritation de 1’ceil aboutissant comme nous I’avons vu précédemment a une
sécrétion accrue de larme et donc une élimination d’autant plus rapide du
principe actif.

Cependant, I'une des propriétés du film lacrymal est son pouvoir tampon
faible mais toutefois suffisant pour permettre 1’administration de collyres
avec un pH plus acide ou plus basique.

Les larmes pourront ainsi abaisser ou augmenter le pH d’une faible quantité
de solutions modérément acides (pH > 3,5) ou modérément basiques (pH <
10,5). @9

A cet effet tampon s’ajoute le mécanisme de larmoiement réflexe induit par
I’instillation d’une solution irritante entrainant la dilution rapide des ions
acides ou basiques en exces et a la normalisation rapide du pH (en 20 min
environ). 6

Ces deux propriétés permettront donc de favoriser un pH compatible avec
I’administration de principes actifs dont la solubilite, 1’activité ou la stabilité
est pH-dépendante.

Au final, un collyre doit donc trouver un €quilibre entre stabilite, solubilité,
efficacité du principe actif et tolérance de I’ceil.

2.1.2. PRESSION OSMOTIQUE

Les larmes ont une osmolarité proche de celle du plasma et sont donc
comparables a une solution de chlorure de sodium a 0,9 %.

L’isotonie d’un collyre est importante pour avoir un bon confort lors de
I’application. Un ceil sain peut tolérer une variation d’osmolarité comprise
entre 0,7 a 1,5 % sans réaction d’inconfort type larmoiement accru ou
douleur.

Cependant, lors de I’application d’un collyre sur un ceil pathologique, ce
dernier étant plus sensible, il est donc préférable de se rapprocher au plus
pres de ’isotonie.

Les collyres hypertoniques sont généralement mieux tolérés par 1’ceil que les
collyres hypotoniques.

2.1.3. STERILITE

La stérilité¢ des collyres est un point fondamental et obligatoire tant pour la
stabilité¢ du principe actif que pour la sécurité microbiologique.
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Il est donc souvent nécessaire de prévoir un conservateur lors de la
formulation d’un collyre.

De facon schématique, 1’ajout de conservateur n’est pas indispensable pour
les formes unidoses mais s’avere presque incontournable pour les récipients
multidoses sauf dans des cas particuliers que nous développerons plus tard.

2.1.4. TAILLE DES PARTICULES

La taille des particules présentes dans un collyre doit se situer dans une
fourchette comprise entre 25 et 90 um.

2.1.5. VISCOSITE

La viscosite est fonction de la tolérance, de la stabilité du principe actif et du
temps de résidence nécessaire a la surface de I’ceil.

2.1.6. VOLUME INSTILLE

Comme nous avons pu le voir précédemment, 1’instillation d’un collyre doit
se faire dans le cul de sac conjonctival dont le volume est d’environ 10 pL.
Le volume instillé ne dépasse donc pas 25 a 30 puLL en général car un volume
plus important serait immédiatement ¢liminé et créerait un inconfort a
I’application.

De ce fait, si plusieurs gouttes de collyres différents ou identiques doivent
étre appliquées, 1l convient d’attendre 10 a 15 min entre deux instillations
pour permettre une bonne efficacité du traitement.

2.2. COMPOSITION D’UN COLLYRE

Un collyre étant un médicament, il contient donc un ou plusieurs principes
actifs et des excipients.

2.2.1. PRINCIPE ACTIF

Définition du principe actif selon la pharmacopée européenne 2001 :

« Tout composant d’'un médicament qui est destiné a exercer une action
pharmacologique ou un autre effet direct en rapport avec le diagnostic, le
traitement ou la prévention d 'une maladie, ou a agir sur la structure ou les
fonctions de [’organisme humain ou animal par les moyens
pharmacologiques. Un médicament peut contenir plusieurs principes
actifs. » GD
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Comme pour les autres formes galéniques, les principes actifs sont aussi
divers que variés et doivent étre aussi pures que possible.

Dans les collyres, la concentration en principe actif est en général de I’ordre
de 0,1 a2 %.

2.2.2. EXCIPIENTS

Définition de I’excipient selon la pharmacopée européenne 2001 :

« Tout composant, autre que le(s) principe(s) actif(s), qui est présent dans
un médicament ou utilisé pour sa fabrication. La fonction d’un excipient est
de servir de vecteur (véhicule ou base) au(x) principe(s) actif(s), ou d’entrer
dans la composition du vecteur, contribuant ainsi a certaines propriétés du
produit telle que la stabilité, le profil biopharmaceutique, [’aspect et
["acceptabilité pour le patient, la facilité de fabrication. La formulation d’un
médicament comprend en général plusieurs excipients. » 7

Les excipients sont des matieres premieres sans effet thérapeutique direct,
présents pour servir 1’action du ou des principes actifs ou permettre leur mise
en forme et I’administration.

Les excipients présents dans les formulations de collyres sont destines a
adapter au plus juste les proprietés physico-chimiques pour permettre
I’absorption la plus optimale possible tout en respectant au mieux le confort
d’application et I’action médicamenteuse finale recherchée.

IIs peuvent notamment modifier la solubilit¢ du principe actif mais
¢galement le pH, 1’osmolarité, la viscosité ou la stabilit¢ du produit final.

2.2.2.1. Le véhicule @9

Les collyres étant majoritairement des solutions aqueuses, le véhicule est en
genéral de I’eau purifice.

Afin d’augmenter la solubilit¢ du principe actif dans ’eau, on peut
I’incorporer sous forme de sel qui sont des formes habituellement
hydrosolubles ou ajouter un co-solvant comme le glycérol ou le propyléne
glycol qui sont miscibles dans 1’eau.

Pour les principes actifs apolaires, afin d’éviter une formulation sous forme
de suspension, des cyclodextrines qui sont des molécules permettant de
former un complexe d’inclusion avec le principe actif et augmenter sa
solubilité apparente peuvent étre utilisées.

En effet, les cyclodextrines, parfois appelées molécule-cages, ont une
structure en tronc de cone. Elles possedent en leur centre un environnement
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carboné¢ hydrophobe alors que I’extérieur du cone possede de nombreux
groupements hydroxyles, leur conférant une bonne solubilité.

Le principe du complexe d’inclusion est la fixation d’un principe actif
hydrophobe de maniere non-covalente a l’intérieur de la cavité via des
liaisons hydrogenes ou des interactions €lectroniques mettant en jeux les
forces de Van der Waals.

Au final, la cyclodextrine offre a Dintérieur de sa cavité un
microenvironnement lipophile dans lequel se fixe le principe actif apolaire,
formant ainsi un complexe dont la solubilité dans ’eau est améliorée. ¥

La figure 22 nous montre une représentation schématique de ce complexe
d’inclusion.

-

Drug Cyclodextrin Inclusion complex

Figure 22 : Cyclodextrines, principe actif et complexe d'inclusion ¢

D’autres véhicules que 1’eau peuvent €tre utilisés pour les principes actifs
tres lipophiles ou risquant d’étre hydrolysés.
Le véhicule choisi est alors le plus souvent une huile végétale.

Il existe ¢galement des suspensions liquides qui sont employées pour les
principes actifs peu solubles dans l’eau ou lorsqu’un effet retard est
recherché.

Dans ce type de formulation, un sédiment peut se former mais il est
facilement dispersé par agitation du flacon.

2.2.2.2. Isotonisants
En général, pour ajuster I’isotonie, le chlorure de sodium est le plus souvent
utilisé. Il peut étre remplacé par le mannitol en cas d’incompatibilité du

chlorure de sodium avec d’autres composants.

2.2.2.3. Tampons
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Les tampons les plus courants sont le tampon borate, le tampon phosphate et
le tampon citrate.

Des sels tampons peuvent €galement €tre utilisés pour ajuster a la fois le pH
et ’osmolarité.

2.2.2.4. Conservateurs

Ces conservateurs seront développés plus en détail un peu plus loin mais de
facon générale, leur but sera de maintenir 1’efficacité et la sécurité du collyre
jusqu’a la fin de son utilisation.

Ils seront choisis en fonction de leurs propriétés physicochimiques, des
risques d’interactions avec les autres constituants, de leur pouvoir
bactéricide ou bactériostatique, de leur spectre d’action, du pouvoir
allergisant et bien évidemment du risque de toxicité oculaire.

2.2.2.5. Tensio-actifs

Les tensio-actifs sont utilisés comme agent solubilisant, mouillant et
dispersant.

Dans les collyres, ils doivent étre utilisés a une concentration aussi faible que
possible de par le risque de provoquer une rupture de la couche lipidique
externe de la cornée.

De plus, ils peuvent €galement se fixer sur les conservateurs et réduire leur
efficacite.

2.2.2.6. Agents viscosifiants

Leur introduction dans la formulation présente un intérét pour permettre
I’augmentation du temps de s€jour dans le cul de sac conjonctival.

Il s’agit généralement de polymeres types acide hyaluronique ou carbomeres
qui se doivent d’€tre transparents, solubles ou miscibles dans 1’eau.

3. LES CONSERVATEURS DANS LES COLLYRES

3.1. GENERALITES SUR LES CONSERVATEURS “4D

Définition d’un conservateur :

Un conservateur est defini comme toute substance exclusivement ou
principalement destinée a s’opposer aux altérations d’origine physique
(lumiere, température...), d’origine chimique (réactions entre les ingrédients
eux méme, entre le contenant et le contenu...) ou d’origine microbiologique
d’un produit.
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L’ceil étant un organe sensible et les collyres étant principalement des
préparations aqueuses a grand risque de contamination, l’utilisation de
conservateurs est donc quasiment incontournable lors de la formulation de
ces formes galéniques qui se doivent d’€tre stériles lors de leur instillation.
Les conservateurs vont avoir pour but de protéger le collyre d’une
contamination ¢éventuelle et s’opposent notamment aux dégradations
d’origine bactérienne ou fongique (champignons microscopiques ou
unicellulaires (levures) ou filamenteux (moisissures)).

Dans le cadre des collyres, les conservateurs vont surtout étre ajoutés lorsque
les préparations n’ont pas elles-mémes des propriétés antimicrobiennes
suffisantes pour se protéger contre les proliférations des micro-organismes
et présentent donc un risque d’altération de la préparation ou un danger pour
le patient.

Les parameétres de choix du conservateur sont les suivants :
- Le spectre d’activité: bactéries Gram +, Gram -, levures ou
champignons
- La toxicité pour le patient
- Le pouvoir allergisant
- Leurs propriétés physico chimiques
- La compatibilité avec les autres constituants
- La stabilité dans le produit final

Il est ¢également important de prendre en compte qu’un conservateur n’est
pas d’une fiabilit¢ absolue et que son efficacité va dépendre de différents
facteurs.

Selon la pharmacopée européenne, un conservateur va donc contribuer a
stabiliser le médicament :

« Un médicament est considéré comme pratiquement stable lorsque, dans un
laps de temps déterminé, ses propriétés essentielles ne changent pas ou
changent au plus dans des proportions tolérables ; de plus, il est entendu
que le médicament doit étre conservé dans des conditions appropriées et
prescrites de température, d’humidité et d’exposition a la lumiere et qu’un
recipient convenable a éte utilisé »

Les conservateurs utilisés dans les collyres doivent présenter les 3
caractéristiques suivantes :

- Assurer une stabilit¢ microbiologique, c’est-a-dire lutter contre la
contamination ou la prolifération de micro-organismes durant toute la
durée d’utilisation par le patient selon les recommandations du
fabricant (conditions de stockage, durée de validité apres ouverture...)
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- Présenter une inertie vis-a-vis du ou des principes actifs et du
conditionnement

- Présenter une compatibilit¢ physico-chimique avec les autres
constituants de la formule

Concernant la stabilit¢ microbiologique, on peut identifier deux types de
contaminations : lors de la fabrication ou aprés la fabrication. Ces
contaminations sont décrites ci-dessous :

- Contamination lors de la fabrication :
Trois sources potentielles sont a surveiller pour limiter cette contamination :

o Les matieres premicres a risque dont I’eau qui, comme nous
I’avons vu, est un des excipients principaux des collyres aqueux
et les produits d’origine végétale comme les huiles dans les
collyres huileux.

o Les locaux et le matériel : il faut des matériaux adaptés comme
des surfaces lisses ou de ’acier inoxydable. Des procédures
devront également étre mises en place et validées pour le
nettoyage avec des desinfectants adaptes, les appareillages et
les locaux. Les tuyauteries avec un risque de formation de
biofilm ainsi que I’air sont des éléments a controler.

o Le personnel : importance de 1’hygiene, le choix des vétements
et surtout de la formation du personnel.

Pour obtenir un produit avec le plus faible risque de contamination, les
Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) doivent étre respectées.

- Contamination apres la fabrication
Deux sources peuvent étre a I’origine de cette contamination :
o Le conditionnement primaire lui-méme qui peut étre inadapte
o Le patient lors de I’utilisation avec I’introduction d’air, d’eau
dans le contenant, la conservation a une température trop ¢levée
ou encore la contamination par contact avec I’ceil infecté, les
mains ou autre.
Une fois encore, afin de limiter au maximum le risque de contamination, les
Bonnes Pratiques d’Utilisation (BPU) doivent étre respectées.

Les contaminations lors de I'utilisation par le patient sont plus compliquées
a maitriser, d’ou ’importance des conseils donnés au comptoir lors de la
délivrance par le pharmacien qui doit s’assurer de la bonne compréhension
du traitement mais également du respect des regles permettant de préserver
I’asepsie : 23254249

- Avant Dinstillation, procéder a un lavage soigneux des mains et
éventuellement utiliser des gants a usage unique
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- Vérifier I’aspect de la solution avant I’instillation, bien agiter le flacon dans
le cas des suspensions et jeter la premicére goutte en cas d’application apres
une période de non utilisation du flacon

- Apres ouverture du flacon, déposer le bouchon sur une compresse stérile

- Presser le corps du flacon et non son extrémité.

- Eviter tout contact du contenant avec I’ceil, les paupiéres ou les cils

- Dans la mesure du possible, préférer une instillation par une autre personne
- Pour éviter les contaminations croisées, utiliser un collyre donné pour une
seule personne

- Reboucher le flacon immédiatement apres utilisation.

- Respecter la date de péremption et les modalités de conservation définies
par le fabricant (température de conservation, exposition a la lumicre...)
Dans tous les cas, ne jamais exposer un collyre a une chaleur excessive ou
au soleil.

- Lors de la premiere utilisation, indiquer la date d’ouverture sur le flacon et
respecter la période apreés ouverture (PAO) qui peut aller de deux semaines
a plusieurs mois.

3.2. LES CATEGORIES, LES MODES D’ACTIONS ET LES
CONSERVATEURS CLASSIQUES

3.2.1. LES CATEGORIES ET METHODES DE CLASSIFICATION
DES CONSERVATEURS

Les conservateurs étant principalement utilis€s dans les collyres pour
proteéger celui-ci des contaminations microbiennes, on peut distinguer deux
grandes catégories de conservateurs antimicrobiens selon la cible :

- Les bactériostatiques et bactéricides

- Les fongistatiques et fongicides

3.2.1.1. Définitions

Ci-dessous, quelques définitions d’intérét pour appréhender la suite du
paragraphe.

Pouvoir bactériostatique :

On qualifie de bactériostatique tout phénomene ou toute substance,
notamment antibiotique capable d’inhiber la prolifération des bactéries sans
les tuer.

Pouvoir bactéricide :

On qualifie de bactéricide une substance ayant la capacité de tuer des
bactéries.
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Pouvoir fongistatique :
On qualifie de fongistatique, toute substance capable de limiter la
prolifération de champignons.

Pouvoir fongicide :
On qualifie de fongicide, une substance congue pour éliminer des
champignons.

Inoculum :

C’est un echantillon contenant le germe sur lequel on déterminera le pouvoir
antimicrobien du conservateur. Il est préparé a partir d’une culture de 24h
dans un bouillon de Mueller-Hinton (milieu de culture pour micro-
organismes compos¢ d’extrait de viande, d’hydrolysat acide de casé€ine et
d’amidon soluble “¥)

CMI : “5:46)

Concentration minimale inhibitrice qui est la plus petite concentration de
substance qui inhibe toute culture visible apres 18 h a 24 h de culture a 37°C.
Cette valeur caractérise I’effet bactériostatique ou fongistatique.

CMB (ou CMF) : @546

Concentration minimale bactéricide (ou fongicide) qui est la plus petite
concentration ne laissant subsister que 0,01 % ou moins de survivants de
I’inoculum initial aprés un temps de contact donné.

Cette valeur caractérise I’effet bactéricide ou fongicide.

3.2.1.2. Détermination de la CMI/CMB

Les conservateurs ¢étant des biocides au méme titre que les antibiotiques ce
pouvoir bactériostatique ou bactéricide (ou fongistatique/fongicide) se fera
au travers de la détermination du CMI ou CMB (CMF) du conservateur.

Un conservateur contrairement a un antibiotique n’agira pas sur une cible
bactérienne spécifique mais aura une multitude de cibles, non
spécifiquement bactérienne.

De plus, les conservateurs ne sont pas des produits destinés a étre administrés
par voie générale. 47

Afin de faciliter la compréhension, les méthodes décrites dans la suite du
paragraphe seront basées sur les déterminations de CMI/CMB pour des
antibiotiques mais les principes restent applicables pour les autres biocides
et micro-organismes.
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La CMI peut étre déterminée selon plusieurs méthodes : “54®

- Les méthodes en milieu gélosé

- Les méthodes en milieu liquide : macrométhode et microméthode.
La CMB ne pourra étre déterminée que par une macrométhode en milieu
liquide avec passage par un milieu gélosé. %)

3.2.1.2.1. Méthodes en milieu gélosé “¥

Il existe deux méthodes en milieu gélosé représentees dans la figure 23.

La premicre méthode de détermination de la CMI en milieu gélosé consiste
a incorporer une dilution du conservateur dans des géloses de Mueller-
Hinton maintenues en surfusion.

Cette gélose est ensuite coulée dans une boite de Pétri et ensemencée d’un
inoculum (1 boite de Pétrie = 1 concentration).

Un des avantages de cette méthode est la possibilité d’ensemencer jusqu’a
une dizaine de souches par boite.

La lecture de la CMI correspond a la boite ayant la plus petite concentration
en conservateur inhibant la croissance bactérienne (absence de colonie sur la
strie).

La seconde méthode, appelée méthode Etest®, consiste en I’ensemencement
d’une boite de Pétri de fagon classique.

Une bandelette graduée et imprégnée de facon croissante du biocide a étudier
est déposee. Le biocide va diffuser selon un gradient de concentration et la
determination de la CMI se fait par simple lecture de la valeur inscrite a la
jonction entre la zone d’inhibition et la bandelette.

| Méthode Etest® | | Ensemencement strie de 4 souches |

Figure 23 : Les méthodes en milieu gélosé %D
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3.2.1.2.2. Méthodes en milieu liquide “%>

3.2.1.2.2.1.  Macrométhode 4*->3

On utilise une série de tubes a hémolyse contenant une gamme de
concentration croissante du conservateur a étudier.

On ajoute le méme volume d’inoculum dans chaque tube contenant une
dilution différente.

Un tube témoin sans conservateur est ¢galement réalisé.

Apres le temps d’incubation nécessaire de 24h, on observe les tubes.

Le tube témoin doit présenter un trouble, signe d’une croissance positive de
micro-organisme.

- Détermination de la CMI :
La CMI correspond a la concentration en conservateur la plus faible pour
laquelle il n’y a pas de croissance visible, c’est-a-dire la concentration
correspondant au premier tube non trouble dans la gamme de concentration
(voir figure 24).

i \m\mu T

\!

a1 I
____\_

CMI
Témoin | Concentrations croissantes de biocide

Figure 24 : Macrométhode en milieu liquide &3

- Détermination de la CMB :
On détermine dans un premier temps le nombre de micro-organismes
présents dans I’'inoculum initial. Cela se fait par ensemencement en milieu
gelosé d’une série de dilution de I’inoculum initial.
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Lorsqu’une solution suffisamment diluée permet le décompte, on compte le
nombre d’unités formant colonie (UFC) et on pourra ainsi calculer la
concentration dans I’inoculum initial selon la formule :

N=nx1/V)xf

N = nombre de micro-organismes présents dans ['inoculum initial

n = nombre d’unités formant colonie dans la boite dont la dilution permet
un dénombrement

1/V = ou V correspond au volume de ['inoculum

F = facteur de dilution de l’'inoculum pour la boite dont la dilution permet
un dénombrement

On procede ensuite de fagon analogue par ensemencements du tube
correspondant a la CMI déterminée précédemment.

On obtient ainsi deux valeurs que 1’on peut comparer : le nombre de
microorganismes présents dans I’inoculum initial (Ninoculum) €t le nombre de
microorganismes présents dans le tube correspondant a la CMI (Ncmr).

Si le rapport Ncmi/Ninocutum €st inférieur a 0,01% alors la CMI est égale a la
CMB et le conservateur est considéré comme étant bactéricide.

Par contre si le rapport Nemi/Ninoculum €5t supérieur a 0,01 %, cela signifie
que la CMB est supérieure a la CMI et que le conservateur est
bactériostatique.

Dans ce cas pour déterminer la CMB, il faut alors dénombrer les autres
dilutions non troubles et les comparer au Ninoculum afin de déterminer celle
qui tue 99,99 % du nombre de micro-organismes de 1’inoculum initial.

3.2.1.2.2.2. Microméthode

Pour la microméthode, on réalisera la gamme de conservateur sur une plaque
de 96 puits a fond en U.

Selon, le méme principe, un volume identique d’inoculum est mis en contact
avec une concentration croissante de conservateur et le premier puit ne
présentant pas de trouble correspondra a la CMI. ¥®

La figure 25 représente une plaque vide a gauche et une ensemencée a droite.

L’avantage de cette méthode est qu’elle peut Etre partiellement ou totalement
automatisée d’un bout a 1’autre des manipulations et peut également
permettre la détermination de plusieurs CMI différentes en méme temps.
C’est notamment le cas pour les systémes Sensititre® du laboratoire Thermo
Fisher Scientific qui permettent un gain de temps et de précision non
négligeables par rapport aux méthodes manuelles. ¥
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Figure 25 : Microméthode en milieu liquide 559

3.2.1.3. Le test d’efficacité de la conservation microbienne G759

Ces meéthodes de classification des conservateurs selon qu’ils soient
bactériostatiques ou bactéricides via la détermination de leur CMI/CMB,
bien qu’applicables, ne sont pas les plus utilisées en pratique et on leur
préferera 1’essai de I’efficacité de la conservation antimicrobienne dont le
conservateur de référence est le chlorure de benzalkonium.

Cet essai consiste en la contamination artificielle par un microorganisme
donné de la préparation a étudier, dans notre cas du collyre selon sa formule
finale et dans son récipient définitif.

Le but est de déterminer la pertinence de I’utilisation d’un conservateur
donné dans un produit fini précis.

En effet, I’efficacité d’un agent de conservation antimicrobienne peut étre
modifi¢ par I’un des composants de la formulation deéfinitive ou par le
récipient et le mode de fermeture utilisés. On va étudier la stabilité
microbienne du produit fini sur sa durée de validité pour s’assurer que
I’activité antimicrobienne ne se modifie pas au cours de la période de
conservation.

On va donc maintenir la préparation inoculée a une temperature donnée et
effectuer des prélevements a intervalles de temps réguliers et procéder a des
dénombrements.

Les propriétés de conservation de la formulation et donc du conservateur
seront jugées acceptables si, dans les conditions de températures et de temps
du test, on observe une diminution ou une absence d’augmentation du
nombre de microorganisme.

Bien évidemment, les critéres d’acceptations seront variables selon la
catégorie de préparation ou le degré de protection recherché.
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Pour les préparations ophtalmiques, au méme titre que les préparations
parentérales, les critéres pour I’évaluation de ’activité antimicrobienne sont
les mémes et sont exprimés en réduction logarithmique du nombre de
microorganismes viables par rapport a la valeur obtenue dans I’inoculum.
Les criteres d’acceptation sont récapitulés dans le tableau 1.

Réduction Logarithmig

6h 24h 7j 14j 28

A 2 3 - - Non retrouvé

Bactéries

Pas
d’augmentation

Pas
A - - 2 - d’augmentation

Champignons

Pas
B - = - 1 d’augmentation

Tableau 1 : Criteres d’acceptation de 1’essai d’efficacité de la conservation
antimicrobienne pour les préparations ophtalmiques ¥

Dans ce tableau, les critéres d’acceptation notés A sont les criteres qu’il
faudrait atteindre dans I’idéal.

Lorsque ces criteres A ne peuvent étre respectés, dans le cas de risque
d’augmentation d’effets indésirables par exemple, ce sont les criteres B qui
s’appliquent.

Si nous prenons 1’exemple des bactéries, pour qu'un conservateur soit jugé
efficace pour une préparation ophtalmique, on doit observer une réduction
logarithmique du nombre de bactéries de 2 a 6 h et de 3 a4 24 h par rapport a
I’inoculum initial. De plus, a 28 jours, le microorganisme ne doit pas €tre
détecté dans I’échantillon préleveé.

Si I’on ne peut respecter ces criteres, les criteres B imposent une réduction
logarithmique de 1 a 24 h et de 3 a 7 jours et enfin une absence
d’augmentation a 28 jours.

La méthodologie décrivant comment réaliser ce test d’efficacité de la
conservation microbienne est décrite en ANNEXE 2.

57



3.2.2. LES MODES D’ACTIONS DES CONSERVATEURS

Les trois principaux modes d’actions des conservateurs antimicrobiens sont
les suivants :
- La dénaturation des protéines
- L’altération du systéme enzymatique de la cellule bactérienne
- La modification du systeme de reproduction par dénaturation de
I’acide nucléique

3.2.3. LES CONSERVATEURS CLASSIQUES DES COLLYRES

Nous pouvons distinguer quatre grandes familles de conservateurs classiques
(ou ancienne génération) utilisés dans les collyres : 6759
- Les ammoniums quaternaires

- Les dérivés organomercuriels

- Les amidines

- Les alcools

Quelques rappels de chimie organique pouvant é&tre utiles a la
compréhension de ce paragraphe sont disponibles en ANNEXE 3.

3.2.3.1. Les ammoniums quaternaires

Les ammoniums quaternaires dont la formule de base est NR4", se présentent
sous forme de sels neutres issus de la réaction d’une amine tertiaire sur un
compos¢ halogéné via une réaction de quaternisation €galement appelée
réaction de Menshutkin (voir figure 26). 69

R,

N""Il
/ “1y, R3 —  QUATERNISATION N—tu,, » X
77
R + Ry—XI / "Ry
1
Rl
R2

Amine Composé Cation Anion
Tertiaire Halogéné Ammonium Quaternaire ~ Halogene
Sel d’Ammonium
Quaternaire

Figure 26 : Réaction de quaternisation d’une amine
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Pour rappel une Amine tertiaire (voir figure 27) est un dérivé de ’ammoniac
(de formule NH3) constitué d’un atome d’azote (N) et dont les trois atomes
d’hydrogene (H) ont été remplaces par des groupes carbonés qui peuvent étre
des groupements alkyles ou aryles (notés R) dans le cas des ammonium
quaternaires.

yd ﬁ%”" H
A
H

AMMONIAC

e N\ v N\ S N\ R,
K, K, K,
H R, R,

AMINE AMINE AMINE
PRIMAIRE SECONDAIRE TERTIAIRE

Figure 27 : Ammoniac et Amines

Les ammoniums quaternaires sont donc des composés chimiques constitués
d’un atome d’azote li¢ a quatre groupements carbonés et possédant entre 8
et 35 atomes de carbone.

Les principaux ammoniums quaternaires utilisés dans les collyres sont le
chlorure de benzalkonium, le bromure de cétrimonium (cétrimide), le
bromure de benzododécinium et le chlorure de cétylpyridinium.

(voir tableau 2)
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Formule chimique développée Nom Formule chimique brute

ﬁ/CnHZnH
AN c® C¢HsCH,N(CH;),RCI
HaC CHj Chlorure de benzalkonium

R= groupement alkyle de C8 a C18
n=38,10, 12, 14, 16, 18

Br

CHs Bromure de cétrimonium
N—CHy (cétrimide) CigHpoBrIN
CHs

AN

| =
N cr 2 e
’\L/\/\/\/\/\/\/\ Chlorure de cétylpyridinium C,H33CIN
CHs

CH,

|
@7‘3”2_']"*—(&‘2)‘1_—0'*3- Br Bromure de benzododécinium CaH3BrN

CH,

Tableau 2 : Les ammoniums quaternaires utilisés dans les collyres (6169

Propriétés des ammonium quaternaires et modes d’actions :

Il s’agit de composés polaires, tres solubles dans 1’eau et ayant également
des propriétés tensioactives.

Les ammoniums quaternaires vont agir sur la bicouche phospholipidique des
bactéries provoquant leur rupture et le déversement du contenu
cytoplasmique dans 1’environnement.

L’effet bactéricide est concentration-dépendant puisque, a faible
concentration, les ammoniums quaternaires se fixent sur la surface
membranaire, provoquant la perte de capacité¢ de la cellule a réguler son
osmolarité et une fuite de potassium.

Une concentration intermédiaire d’ammonium quaternaire va perturber la
respiration membranaire, le transport de solutés et la synthese protéique.
Enfin, a forte concentration, ils vont provoquer la dissolution de la
membrane cellulaire et le relargage du contenu cellulaire. ©6

Les ammoniums quaternaires ont un pouvoir bactéricide rapide qui
augmente a 37°C en milieu alcalin.

Ils ont un spectre d’action principalement orienté sur les bactéries Gram +
comme Staphylococcus aureus mais leur action sur les bactéries Gram — type
Pseudomonas aeruginosa peut €tre augmentée par une association avec de
I’acide éthylenediaminetétraacétique ou EDTA.
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Les ammoniums quaternaires ont ¢galement une trées bonne activité
fongicide et plus particuliecrement sur Candida albicans et Aspergillus
fumigatus.

Ces tres bonnes propriétés bactéricide et fongicide, associées a une puissante
activité¢ spermicide, font des ammoniums quaternaires des molécules trés
largement utilisées au-dela de leur fonction de conservateur dans les
préparations ophtalmiques (cosmétiques, spermicides, détergents...).

Il est cependant important de noter que, chez les porteurs de lentilles de
contact, les collyres contenant des ammoniums quaternaires sont a éviter au
méme titre que les collyres colorés. Il est donc conseillé de retirer les lentilles
pendant le traitement. “3

3.2.3.2. Les dérivés organomercuriels

Les dérivés organomercuriels sont des composés organométalliques ayant
pour formule de base R-Hg-X.

L’¢lément central est le Mercure (Hg) sur lequel se fixent un composé
organique (R = groupement alkyle, aryle ou alcoxy) ainsi qu’un anion
dissociable (X) qui peut étre organique ou inorganique. ©¢7)

Les quatre types de dérivés organomercuriels sont le phénylmercure, le
mercurobutol, le mercurothiolate sodique et la Merbromine (tableau 3). ¢®

Formule chimique développée Noms Formules chimiques brutes

Phénylmercure
0 o | Nitrate de Phénylmercure | CsHsHgNO;
©/HQ~O‘N\O- OHQOLCHS gH H /© | Acétate de Phénylmercure | CsHgHgO,
HO~ O I Borate de Phénylmercure I C¢HsBHgO,
CH,
CH. CH.
Mercurobutol C,oH;CIHgO
a
N e
o
d o Ne Mercurothiolate sodique
s (également appelé CyoHoHgNaO,S
Hg Thiomersal ou Thimerosal)
kCH3
o @ I\A(: Merbromine C,HgBr,HgNa,Og
g0

Tableau 3 : Dérivés Organomercuriels

(69-78)




Propriétés des organomercuriels et modes d’actions : 737

Les organomercuriels possédent une activité bactériostatique et
fongistatique.

Cette activité se base sur les propriétés thioloprives liées a 1’ion mercuriel,
c’est-a-dire qu’ils vont facilement se fixer aux molécules possédant un atome
de soufre.

Le groupement thiol constituant la partie active de nombreuses enzymes
bactériennes, c’est donc plus précisément sur elles qu’ils vont agir
provoquant leur précipitation sous forme de protéinates de mercure.

Nous ne parlerons pas ici du Mercurobutol ni de la Merbromine,
respectivement vendus sous les noms commerciaux Mercryl® et
Mercurochrome® comme antiseptiques cutanés dans leurs formules
originelles, modifiées depuis le début des années 2000.

En pratique, 'utilisation de dérivés organomercuriels dans les collyres tant
a disparaitre et le Thiomersal est actuellement le seul utilis¢ dans de rares
spécialités comme 1’Indocollyre® en flacon en raison de sa plus grande
stabilit¢ et des effets secondaires moins importants engendrés aux
concentrations d’usage comprises entre 0,001 et 0,004 %.

En effet, les sels de phénylmercure appliqués de fagon chronique peuvent
entrainer des impressions mercurielles de 1’ceil a savoir une coloration grise
irréversible du cristallin pouvant aboutir a2 une forme de cataracte ou une
kératopathie en bandelette (voir figure 28).

| Cataracte | | Kérathopathie en bandelette |

Figure 28 : Impressions mercurielles de 1’ceil #08D

Cependant, le Thiomersal reste un conservateur contest¢ notamment pour
son utilisation dans les vaccins.
Depuis la fin des années 90, une hypothese est apparue selon laquelle le
Thiomersal pourrait étre a 1’origine de déficits neurologiques comme
I’autisme ou d’atteintes rénales.
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Cette hypothese n’a pas €té confirmée par les autorités sanitaires francaises
comme I’Agence National de Sécurit¢ du Médicament (ANSM) mais elles
ont cependant invité les laboratoires producteurs a limiter son utilisation
dans les formulations de vaccins. Depuis 2012, il n’existe plus de vaccins
contenant du Thiomersal en France. 289

3.2.3.3. Les amidines

Les amidines sont des composés organiques ayant pour formule de base
Ri-C-NR2R3-NRa.

La structure est homologue a celle d’un amide dans lequel 1’atome
d’oxygene (O) a été remplacé par un atome d’azote (N), (voir figure 29).

o) ﬁR4

C C R

N o8 /N /0
R, N R, T
R, R,
AMIDE AMIDINE

Figure 29 : Structures Amide et Amidine

Le principal représentant utilis€ dans les collyres pour ce type de
conservateurs est la chlorhexidine de formule C22H30Cl2Njo.

Il s’agit d’une molécule appartenant a la famille des bis-diguanides c’est-a-
dire qu’elle comporte deux groupements diguanides (RC2HgNj5).

En effet, selon les regles de nomenclature mises en place par I’International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) en 1970, les deux ligands
¢tant deux guanides identiques, on parle de diguanides. Ces diguanides étant
eux méme les deux ligands formant la molécule de chlorhéxidine, on
remplace alors le préfixe grec « di » par « bi ».

Au final la chlorhéxidine est un bis-diguanide. ¢
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Pour rappel, un groupement diguanide est un groupement composé de deux
groupements guanidines (CHsN3) dont I’'un des atomes d’azote est commun
(figure 30).

NH NH

)]\ R\ JL

GUANIDINE GUANIDE
NH NH

NE PN

NH “NH “NH,

DIGUANIDE

Figure 30 : Guanidine, Guanide et Diguanide ®®37)

La forme de base de la chlorhéxidine (figure 31) est une molécule symétrique
dont les deux ligands (diguanides) sont reliés entre eux par une chaine
carbonée CgH 2.

HN NH
HN.  »—NH HN—4  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Figure 31 : Structure chimique de la chlorhéxidine ¢®
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Cette forme de base étant pratiquement insoluble dans 1’eau, le chlorhéxidine
est alors utilisée dans les formulations galéniques sous forme de sels comme
le diacétate, le dihydrochloride ou le digluconate.

La forme chlorhydrate est la moins soluble, la forme acétate est d’une
solubilité intermédiaire et la forme gluconate est trés hydrosoluble. ®
Dans les collyres, la chlorhéxidine est donc utilisée sous forme de
digluconate en raison de cette forte solubilité et de son activité en milieu
neutre ou légerement alcalin (pH = 8).

Au final, par abus de langage on désigne souvent par le terme générique
chlorhéxidine la forme de base ou ses sels. Il convient donc de rappeler que
c’est le digluconate de chlorhéxidine de formule C3sHs4C12N10O14 qui
présente un intérét dans les formulations.

Il s’agit donc d’un sel composé de la molécule de chlorhéxidine de base
associée a deux molécules de D-Gluconate (dérivées du D-Glucose). @

Propriétés de la chlorhéxidine et modes d’actions : ©V

La chlorhéxidine posseéde une activité bactéricide sur les bactéries de type
Gram + et Gram —.

Cette activité antimicrobienne est d’une efficacité supérieure sur les
bactéries de type Cocci et Bacille Gram +.

Elle possede ¢galement une activite¢ fongistatique notamment sur Candida
albicans.

On observe une certaine résistance des bactéries de type Serratia, Proteus et
Pseudomonas.

La chlorhéxidine est un agent cationique chargé positivement qui va réagir
avec les groupements chargés négativement de la paroi des bactéries.

Elle est immédiatement absorbée a la surface des bactéries et son effet va
étre dépendant de la quantit¢ de produit absorbé ainsi que du type de
microorganisme ciblé.

A faible concentration, la chlorhéxidine va altérer la membrane
cytoplasmique des bactéries et provoquer une fuite du contenu cellulaire
ainsi que I’inhibition de certains enzymes comme notamment ceux impliqués
dans le transport membranaire des cations ou [I’hydrolyse de I’ATP
membranaire.

A une forte concentration, I’intégrité de la paroi bactérienne reste intacte
mais le cytoplasme des bactéries apparait coagulé par précipitation des
proteines et de I’acide nucléique.

L’action de la chlorhéxidine est annulée en milieu alcalin et elle va précipiter
a un pH supérieur a 8.
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Les savons, les composés anioniques, les tensio-actifs, les récipients en
polyéthyléene ou les tannins (présents dans les bouchons en liege par
exemple) sont incompatibles avec la chlorhéxidine et vont inhiber son action.

Dans les collyres, la chlorhéxidine est utilisée a une concentration comprise
entre 0,005 et 0,01 %.

Elle présente également un intérét pour les porteurs de lentilles de contact.
En effet, on lui reconnait une activité amibicide et notamment contre
Acanthamoeba, qui est un agent responsable de kératite oculaire auquel les
porteurs de lentilles de contact peuvent étre exposés par le contact avec 1’eau
(baignade avec les lentilles, lavage des lentilles ou du boitier a ’eau du
robinet ou I’eau minérale).

C’est pourquoi elle rentre dans la composition de nombreux produits
d’entretien pour les lentilles de contact 4 une concentration de 4 %. ©2%9

La chlorhéxidine est également utilis€ée dans 1’hygiene bucco-dentaire sous
forme de bain de bouche notamment dont il convient de limiter ’'usage a 6
mois maximum selon la FDA en raison du risque carcinogene d’un de ses
métabolite (la p-chloroaniline) ©3%9

Enfin, son utilisation la plus courante reste dans la désinfection des mains et
de la peau.

Son usage pour la désinfection péri-orbitale est cependant déconseillée en
raison de la concentration potentiellement toxique pour la cornée avec un
risque de kératopathie grave avec néo-vascularisation.

Des exemples de kératite amibienne et de néo-vascularisation de la cornée
sont visibles dans la figure 32.

el )

Kératite amibienne sévére sous lentille Neo-vascularisation de la cornée

Figure 32 : Kératite amibienne et néo-vascularisation cornéenne ©%9
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3.2.3.4. Les alcools

La formule de base des alcools est R-OH.

Il s’agit de composé organique dont un des atomes de carbone est li¢ a un
groupe hydroxyle (OH).

Les seuls alcools utilisés comme conservateurs dans les formulations
ophtalmiques sont le Chlorobutanol et le Phényléthanol (voir tableau 4).

Formule chimique développée Nom Formule chimique brute
cl CH,
CI"_F OH Chlorobutanol C,4H,;CL,0
Cl CH,
Phényléthanol CgH, 0O

Tableau 4 : Alcools utilisés comme conservateurs dans les collyres ¢

Le chlorobutanol est obtenu par simple addition de chloroforme et d’acétone
(voir figure 33) et se présente sous la forme d’une poudre blanche brillante
a I’odeur camphrée.

O Hydrox;;ie( ;le_l potassium CI 3 C O H
M +cHcyg >
H;C™ "CHj H3;C CHj
ACETONE CHLOROFORME CHLOROBUTANOL

Figure 33 : Synthése du Chlorobutanol ®”

Concernant le phényléthanol, la forme utilisée comme conservateur dans les
collyres est le 2-Phényléthanol.

Il est naturellement présent dans certaines plantes comme la rose, la fleur de
Pandanus (espece tropicale principalement présente en Polynésie), ’amande
ou I’huile d’ylang-ylang.

Ce composé¢ ayant une odeur de rose et un golit amer a légerement sucre, il
est souvent utilis¢é comme ar6me, tant dans I’industrie agroalimentaire que
dans les cosmétiques.
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Le 2-Phényléthanol naturel est principalement extrait des pétales de rose
mais ce processus necessite une grande quantité de maticre premicre et
présente un coiit €levé. De plus, les parametres tels que la saisonnalité, la
météo, le temps de pousse des plantes ou les maladies sont des facteurs
difficilement maitrisables pour les industriels.

C’est pourquoi plusieurs méthodes chimiques ont €té mises en place pour
permettre la synthése du 2-Phényléthanol.

La figure 34 montre une des méthodes possibles, simple et peu couteuse
consiste a faire réagir du benzéne en présence de pyridine pour obtenir un
bromobenzene.

Ce bromobenzene est mis en réaction avec un magnésium et un éther pour
donner du bromure de phénylmagnésium.

L’autre réactif, I’éthyleéne, a été synthétisé a partir d’éthanol pour donner le
1,2-dibromoéthane.

Par réaction entre le bromure de phénylmagnésium et le 1,2-dibromoéthane,
on obtient du 2-phnénylbromoethane.

Ce 2-phénylbromoéthane en présence d’hydroxyde de sodium avec pour
solvant ’acétone va donner du 2-phényléthanol. #3100

——
Br MgBr
BROMURE DE Br
BENZENE BROMOBENZENE PHENYLMAGNESIUM
>—
Br
BR, 2-PHENYLBROMOETHANE
CH, CH,
OH

Br NaOH
Acétone

ETHANOL ETHYLENE 1,2-DIBROMOETHANE

OH

| 2-PHENYLETHANOL

Figure 34 : Synthése du Phényléthanol 199
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Propriétés du chlorobutanol et mode d’action ; ©7:101:102)

Le chlorobutanol posséde une activité antimicrobienne de par sa capacité a
traverser la membrane lipidique. Il va agir en augmentant la solubilité
lipidique de la cellule entrainant une augmentation de la solubilité
membranaire.

Il est bactériostatique et antifongique aux concentrations usuelles comprises
entre 0,2 et 0,5 %.

Le chlorobutanol est actif a la fois sur les bactéries Gram+ et Gram- comme
Pseudomas aeruginosa et Candida albicans.

En dehors de son activité antimicrobienne, le chlorobutanol possede
¢galement une faible activité anesthésique locale qui peut s’avérer d’une
certaine utilité¢ dans les collyres pour €viter les instillations douloureuses. 11
possede ¢€galement une activité sédative voir hypnotique mais il est
cependant rarement utilisé en tant que sédatif a cause de sa demi-vie treés
longue (37 jours) pouvant étre a 1’origine d’une accumulation néfaste.

Propriétés du phényléthanol et mode d’action :

Le phényléthanol possede une activité bactériostatique a de faibles
concentrations et bactéricide a de fortes concentrations.

Il est actif a des concentrations similaires a la fois sur les bactéries Gram+ et
Gram- et va agir en augmentant la solubilit¢ membranaire a des
concentrations bactériostatiques et une fuite massive des ions potassium a
des concentrations bactéricides. “9

Le phényléthanol en lui-méme possede cependant une faible activité
antimicrobienne.

Il est plutét utilisé en association avec d’autres conservateurs comme la
chlorhéxidine, le chlorure de benzalkonium ou encore le chlorobutanol dont
il va potentialiser I’effet par son action synergique.

Le tableau 5 récapitule I’ensemble des conservateurs ancienne génération.
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Famille

AMMONIUMS
QUATERNAIRES

Noms

Chlorure de benzalkonium
Bromure de cétrimonium
Chlorure de cétylpyridinium
Bromure de benzododécinium

Activité

Bactéricides

Plut6t Gram +

Action sur Gram — augmentée
par association avec EDTA

Fongicides

Mécanisme d’action

Cible : bicouche phospholipidique

Faibles doses : perte de I’osmorégulation et fuite de
potassium

Doses intermédiaires : perturbation de la respiration
membranaire, du transport de solutés et de la synthése
protéique

Fortes doses : rupture membranaire et déversement du
contenue cytoplasmique dans I’environnement

Phénylmercures

Bactériostatiques

Cible : molécules possédant un atome de soufre

DERIVES Mercurobutol PP PPN
ORGANOMERCURIELS Thiomersal (enzymes) par leur activité thioloprive = précipitation
Merbromine Fongistatiques sous forme de protéinates de mercure
Bactéricide Cible : molécules membranaires chargées négativement
Efficacité supéricure sur cocci et Faibles doses : altération de la membrane, fuite du
Chlorhéxidine bacilles Grarlrjl o~ contenu cellulaire et inhibition des enzymes (transport ou
AMIDINES ATPase)
Fongistatique Fortes doses : paroi intacte mais coagulation des
g q protéines et acide nucléique cytoplasmiques
Bactériostatiques et
tifongi ds 11 . S .
ALCOOLS Chlorobutanol antriongiques aux doses usueties Cible : membrane lipidique par augmentation de la

Phényléthanol solubilité membranaire

Action synergique avec d’autres
conservateurs

Tableau 5 : Récapitulatif des conservateurs ancienne génération

3.3. LES METHODES DE DETECTION DE LA TOXICITE D’UN
CONSERVATEUR POUR L’OEIL 1%

Bien que de nombreuses techniques, in vitro ou in vivo, peuvent étre utilisées
pour observer la toxicité d’un conservateur, nous allons nous intéresser dans
ce paragraphe aux principales.
Chacune de ces méthodes va permettre de mettre en évidence les potentiels
effets secondaires suivants :

- Les tests sur les animaux : le pouvoir irritant

- La mesure de la perméabilité membranaire : 1’érosion cornéenne

- Les analyses morphologiques : les dystrophies, les déperditions ou les

altérations des composants des cellules endothéliales
- Les mesures ¢€lectrophysiologiques : les neuropathies

3.3.1. LES TESTS SUR LES ANIMAUX (103.104

Il s’agit d’une des méthodes classiques utilisée pour évaluer I’effet toxique
et notamment irritant sur I’ceil, qui se fait généralement via des tests sur les
lapins albinos.

En effet, méme si les réactions du sujet sont moins proches de I’homme que
celles d’un chat, d’un chien ou d’un primate, la facilit¢ d’élevage en
laboratoire, le colit et I’'uniformité geénétique, associés a la large surface
d’exposition oculaire et [’absence de pigmentations facilitant les
observations et interprétations, le lapin albinos est le sujet le plus adapté.

70



La méthode de référence longtemps recommandeée par la FDA fut le test de
Draize.

Il s’agit d’un test se déroulant sur 28 jours, avec trois semaines d’application
topique sur 1’ceil du lapin, puis une semaine d’observations et enfin sacrifice
de I’animal avec une étude histologique.

Des tests réalisés sur le primate ont mis évidence les résultats suivants : une
instillation de chlorure de benzalkonium a 10 % provoque des dommages
importants suivis par une gu€rison lente mais complete en 21 jours.

Lors de l'instillation, la réaction immeédiate est un cedéme modéré a sévere
et un érytheme de la conjonctive palbébrale, un écoulement modéré et un
certain trouble de la cornée.

3.3.2. LA MESURE DE LA PERMEABILITE CORNEENNE

En clinique, on va mettre en évidence 1’abrasion de la cornée induite et donc
la modification de perméabilité cornéenne par un test utilisant un colorant
appelé fluorescéine (voir figure 35).

En effet, la surface épithé¢liale de la cornée présente des charges négatives et
un caractere lipophile favorisant I’interaction avec les molécules cationiques
et faisant obstacle a la pénétration des molécules hydrophiles.

La fluorescéine est une molécule anionique relativement hydrophile qui
possede donc une pénétration limitée dans un épithélium cornéen sain.
Cependant, lors d’une érosion cornéenne, la fluorescéine pénetre plus
facilement et va se fixer sur le stroma hydrophile au niveau de la 1ésion
permettant sa mise en évidence par coloration. (105196)

(Eil présentant un point |

e , (Eil cicatrisé |
d’érosion de la cornée

Figure 35 : Test de la Fluorescéine 197

3.3.3. LES ANALYSES MORPHOLOGIQUES 1%

3.3.3.1. La microscopie speculaire
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L’analyse morphologique peut se faire a 1’aide d’un microscope spéculaire

permettant une visualisation directe des cellules épithéliales et endothéliales.

En pratique, le microscope spéculaire s’est impos¢ comme la technique

d’évaluation de I’endothélium cornéen.

Cette technique ne permet pas une analyse précise de I’endothélium, ni de

mesurer sa densité cellulaire, mais elle permet toutefois d’observer une

dystrophie cellulaire ou une importante déperdition cellulaire, en lien avec

la cytotoxicité endothéliale potentielle d’un produit.

Ci-dessous, le principe du microscope spéculaire dont le nom dérive du latin

« speculum » signifiant « miroir ».

Cette technique est basée sur 1’observation de la lumiere réfléchie par

I’endothélium a la manicre d’un miroir et la formation d’une image

endothéliale par réflexion spéculaire.

A T’aide d’une lampe a fente, on éclaire fortement I’épithélium par une

lumiere incidente qui arrive obliquement sur la cornée selon un angle

d’environ 50° et apres des réflexions successives produites par la traversée

de différentes interfaces, on obtient une image de I’endothélium avoisinant

la zone d’éblouissement.

Deux techniques existent : 198

- La microscopie spéculaire sans contact cornéen qui est la technique
de base, la plus simple a mettre en place mais qui ne permet qu’une
observation en champ étroit et d’une surface limitée de la cornée.

- La microscopie spéculaire avec contact cornéen qui permet une
observation en grand champ.

3.3.3.2. La microscopie ¢lectronique en transmission

Les observations morphologiques peuvent ¢également étre faites a partir d’un
TEM (microscope ¢lectronique en transmission ou Transmission Electron
Microscopy).

Contrairement a D’observation histologique qui nécessite une
degénérescence ou une altération cellulaire pour déterminer la toxicité d’un
produit, le TEM va permettre une analyse de I'ultrastructure des cellules.
En effet, celui-ci va permettre d’observer des objets plus petits que la cellule
et donc directement les altérations des composants cellulaires tels que les
mitochondries, les microfilaments, les réticulum endoplasmiques ou les
jonctions cellulaires par exemple.

La TEM utilise un faisceau d’¢lectrons a haute tension émis par un canon a
¢lectrons pour mettre un échantillon en image.

Des lentilles électromagnétiques vont focaliser le faisceau d’électrons et les
atomes traversés vont produire différentes sortes de rayonnements, 19%110
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3.3.3.3. La microscopie ¢lectronique a balayage

La SEM (microscopie ¢€lectronique a balayage ou Scanning Electron
Microscopy) est basée sur le méme principe que la TEM avec un faisceau
d’¢lectrons a haute tension émis par un canon a €lectrons.

La différence réside dans le fait que les rayonnements observés ne seront pas
les rayonnements transmis au travers de 1’échantillon mais ceux renvoyés.
On obtient ainsi une image en trois dimensions de la surface de I’échantillon.
On va pouvoir ainsi observer des structures telles que des couches de
desquamations, un détachement anormal des cellules endothéliales ou
¢valuer I’aspect normal ou anormal de toute structure observable.

Il est a noter que la TEM et la SEM sont des techniques nécessitant la
préparation d’échantillons et donc utilisables in vitro et non in vivo.

La figure 36 représente les trois types d’images observées par microscopie
spéculaire, TEM et SEM.

Couches de la rétine par SEM Mitochondrie par TEM

Endothélium cornéen
par microscopie spéculaire

Figure 36 : Microscopie Spéculaire, TEM et SEM (11-113)

3.3.4. LES MESURES ELECTROPHY SIOLOGIQUES (14117

Comme tous les organes du corps humain, I’ceil génere des signaux
¢lectriques qui ne sont pas strictement des courants électriques au sens d’une
circulation d’électrons dans un conducteur comme le cuivre mais il s’agit de
courants ioniques correspondant a une circulation d’ions.

L’ceil se comporte au final comme un dipole électrique dont le pole positif
est situé a I’avant (vers 1’extérieur au niveau de la cornée) et le pole négatif
a ’arriere de Iceil.
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Le principe sera donc de mesurer les variations des potentiels €lectriques de
I’ceil lors d’un examen comme ¢lectrorétinogramme (ERG) ou 1’¢lectro-
oculogramme (EOG) afin de mettre en ¢évidence un éventuel
disfonctionnement.

Pour se faire, les signaux €lectriques sont recueillis a I’aide d’électrodes
placées a la surface du corps au voisinage de I’ceil et apres avoir soumis le
patient a différents signaux lumineux on pourra déceler une neuropathie
optique inflammatoire, toxique ou dégénérative.

4. CONCLUSION

Dans cette seconde partie, nous avons définis ce qu’est un collyre et nous
avons mis en ¢évidence la composition de base ainsi que les propriétés
requises.

Nous avons également fait un bilan sur les conservateurs classiquement
utilisés dans cette forme galénique en développant leurs propriétés physico-
chimiques et leurs principaux modes d’action.

Malgré un éventail de choix de conservateurs d’apparence assez large, la
grande majorité d’entre eux ont €été¢ délaissés dans les formulations des
collyres en raison de leurs effets secondaires importants.

Au fil des années, les industriels se sont tres majoritairement tournés vers le
chlorure de benzalkonium pour en faire le conservateur le plus utilisé sur le
marché.

C’est la raison pour laquelle nous allons maintenant nous y intéresser.
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Chapitre Ill : LE CHLORURE DE BENZALKONIUM ET
ALTERNATIVES
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Dans cette troisieme et derniere partie nous développerons plus en détail les
caractéristiques ainsi que les conséquences de [’'utilisation d’un des
conservateurs les plus utilisé dans la voie ophtalmique a I’heure actuelle : le
chlorure de benzalkonium (BAC).

En effet, si I’on fait un bilan des conservateurs encore utilisés sur le marché
a ’heure actuelle, la trés grande majorité a été abandonnée ou est en cours
de disparition, au profit du BAC ou des formulations sans conservateur.
C’est pourquoti, le choix de s’intéresser au BAC s’est imposé.

Cette partie sera conclue par des alternatives possibles a celui-ci ainsi qu’a
’utilisation des conservateurs de fagon générale dans la voie ophtalmique.

1. CARACTERISTIQUES GENERALES DU BAC 67119

Comme nous avons pu le voir dans la partie précédente, le BAC appartient
a la famille des ammoniums quaternaires.
Il pourrait cependant étre lui-méme considéré comme un nom désignant une
sous famille, puisqu’il s’agit en réalit¢ d’un meélange de Chlorures
d’alkylbenzyldiméthylammonium de formule générale
CsHsCH2N(CH3)2RCI ou le groupement R est un radical alkyl qui peut aller
de 8 a 18 carbones 119 :
- BAC-C8 : Chlorure de Benzyldimethyloctylammonium
- BAC-C10 : Chlorure de Benzyldimethyldecylammonium
- BAC-C12 : Chlorure de Benzyldimethyldodecylammonium
- BAC-14 : Chlorure de Benzyldimethyltetradecylammonium ou
Chlorure de Myristalkonium
- BAC-C16 : Chlorure de Benzyldimethylhexadecylammonium ou
Chlorure de Cétalkonium
- BAC-C18 : Chlorure de Benzyldimethyloctadecylammonium

La composition du melange final va dépendre du procéde de fabrication et
notamment de I’amine tertiaire de départ utilis€e pour sa synthese.
L’appellation « chlorure de benzalkonium » est principalement utilisée dans
I’industrie pharmaceutique et cosmétique et regroupe 1’ensemble de ces
derivés que D'on peut également appeler « composés d’ammonium
quaternaire alkyl en Cs.1s benzyl diméthyles, chlorures ».

Cependant, la majorit¢ des composé€s utilis€s sont ceux comportant une
chaine de Ci2 a Cis et plus majoritairement ceux en Ci2 et Cias.

Le BAC présente un intérét pour ses propriétés tensio-actives et biocide

puisqu’il est bactériostatique a bactéricide (selon la concentration), fongicide
et algicide.
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1.1. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DU BAC

Il se présente sous forme de poudre amorphe, de paillettes gélatineuses ou
de gel épais de couleur blanche a jaunatre et légerement aromatique.

Il est trés soluble dans I’eau, 1’alcool et I’acétone mais il est tres légerement
soluble dans le benzéne et pratiquement insoluble dans 1’éther.

Les solutions aqueuses contenant du BAC ont une faible tension de surface
et vont mousser lorsqu’elles sont agitées.

En effet, il s’agit d’un tensioactif (également appelé agent de surface ou
surfactant) qui va donc modifier la tension qu’il existe a la surface de
séparation entre deux milieux non miscibles et permettre ainsi leur
solubilisation.

Les tensioactifs présentent donc deux parties de polarités différentes leur
conférant leur propriété. Ils ont une partie dite apolaire et donc lipophile et
une partie dite polaire et donc hydrophile.

Pour le BAC, il s’agit d’un tensioactif cationique, c’est-a-dire que sa partie
hydrophile est chargée positivement (NH4").

Il possede une concentration micellaire critique a 0,02 %, c’est-a-dire qu’au-
dela de cette concentration, les molécules dispersé€es grace a cette action
tensioactive vont en partie se regrouper sous forme de micelles.

Comme il s’agit d’un meélange de plusieurs composés certaines
caractéristiques sont légerement variables comme son point de fusion (entre
29 et 34°C) et son pH (de 6 a 8).

Dans des conditions normales, il s’agit d’un produit stable qui se décompose
au-dela de 150°C.

Lors de sa combustion, il va dégager des composés dangereux comme le
chlorure d’hydrogene, des oxydes d’azote ou des oxydes de carbone.

Il corrode les métaux classiques et présente un risque d’incendie et
d’explosion s’il est mis en contact avec des oxydants puissants.

1.2. PHARMACOCINETIQUE DU BAC

Chez I’animal, en cas d’ingestion, il est rapidement absorbé en faible
quantit¢ au niveau du tractus gastro-intestinal. Au niveau cutané, il est peu
absorbeé.

Il diffuse ensuite dans le foie, les poumons et les reins ou on observe une
concentration 10 fois supérieure a celle du sang, laissant penser qu’il s’agit
d’organes cibles et de réservoirs.

La demi-vie du BAC est de 1h30 a 2h, il n’est pas métabolis¢ et est éliminé
lentement dans les urines et les féces.
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1.3. TOXICITE DU BAC

En cas d’intoxication aigue, c’est I’action corrosive du produit qui domine
avec une sensation de brllure immédiate. Il est nocif par voie orale,
provoque une atteinte musculaire et une dépression du systeme nerveux
central pouvant conduire a des convulsions et un arrét respiratoire fatal.

On peut également observer une hypotension, une insuffisance rénale et une
cytolyse hépatique.

Il est €également corrosif pour la peau, les muqueuses, ou par inhalation.
Des solutions concentrées (a partir d’une concentration de 10 %), sont
irritantes pour la peau et peuvent entrainer une nécrose.

Enfin, il est séverement irritant pour I’ceil, provoquant des conjonctivites
pour des concentrations de 0,1 a 0,5 %, voire une atteinte grave de la cornée
a partir de 10 %.

Lors d’intoxications chroniques, ce sont les réactions allergiques cutanées et
respiratoires qui prédominent avec de rares cas d’asthme réactionnel
notamment lors de 1’utilisation de désinfectants par pulvérisation.

Il est irritant pour les muqueuses et toxique pour le rein, le foie et les
poumons.

Selon sa fiche toxicologique, le BAC ne présente pas d’effet cancérogene ni
mutagene sur les animaux.

Le test d’Ames sur Salmonella typhimurium, le test d’¢électrophorese sur gel
d’ADN d’hépatocytes de rats, et le test du micronoyau sur lymphocytes
humains et sur des cellules de racine de Vicia faba, ont mis en évidence un
effet génotoxique modéré mais significatif chez les cellules eucaryotes. 129

D’autres tests ont mis en évidences des effets cytotoxiques et génotoxiques
du BAC sur des cellules respiratoires humaines en culture apres 2h
d’exposition a des concentrations comprises entre 0,002 et 0,05 %. Cet effet
cytotoxique s’est révélé croisant en fonction de la concentration avec une
valeur maximale a 0,02 % puis décroissant aux concentrations supérieures,
surement li€¢ a la concentration micellaire critique de 0,02 % citée
précédemment. 12D

Concernant ses effets sur la reproduction, il n’est pas tératogene mais il est
embryotoxique en intra-vaginal chez le rat selon sa fiche toxicologique.
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2. PROPRIETES ET MECANISMES D’ACTION DU BAC (22-129)

Il va avoir une activité antibactérienne selon plusieurs mécanismes d’action :
- Il va dénaturer de fagcon plus ou moins sélective les protéines ou les
enzymes bactériennes par solubilisation ou dépolymérisation. Il en
résulte une inactivation notamment des déshydrogénases ou des
enzymes intervenant dans la respiration et la glycolyse. Cette
inactivation est réversible mais devient définitive aprés un contact
prolonge.

- 1l peut se fixer sur les ribosomes, entrainant un arrét de la synthese
protéique.

- Par adsorbion sur la membrane cellulaire des cellules chargees, il peut
provoquer une perturbation des échanges osmotiques, entrainant un
changement de perméabilité et des 1ésions membranaires. Ceci aboutit
a une baisse de I’activité mitotique, une altération du potentiel
¢lectrique et méme une lyse cellulaire.

Comme nous avons pu le voir précédemment, le BAC est un agent tensioactif
cationique qui possede une activité bactériostatique voir bactéricide a de
faibles concentrations (0,1 a 0,2 %) avec un large spectre contre les bactéries
Gram+ et Gram- mais avec une prédominance sur les Gram+.

Il est faiblement fongistatique et virucide mais il est inactif contre les
mycobactéries.

Pour rappel, les mycobactéries sont des bacilles aérobies appartenant au
genre Mycobacterium dont la paroi possede une composition particulicre
riche en cire (acide mycolique) qui leur confere une grande résistance aux
antiseptiques et certains antibiotiques.

Ces différentes propri¢tés vont en réalit¢ dépendre de ’homologue et donc
de la longueur de la chaine alkyle.

L’action antiseptique va €tre maximale pour les composés en Ci4 et minimale
pour les composés en Csg et Cig. 129

L’homologue Ci2 va étre plus efficace sur les levures ou champignons, le Ci4
sur les bactéries Gram+ et le Ci¢ sur les bactéries Gram-. (129

Cependant, a I’heure actuelle, le BAC utilisé dans les collyres est un mélange
qui n’est pas précis¢ par le fabricant mais comme nous 1’avons vu
précédemment, les industriels favorisent 1’utilisation des homologues en Ci
et Cia.

Des études ont d’ailleurs été réalisées pour déterminer la composition de ces
meélanges en utilisant notamment 1’¢lectrophorese capillaire couplée a un
spectromeétre de masse.
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Avec ce genre de méthode, les différents éléments vont non seulement étre
séparés en phase liquide en fonction de leur charge sous I’'influence d’un
champ électrique comme dans une électrophorese classique, mais ils vont
¢galement Etre séparés en fonction de leur taille par passage au travers d’un
capillaire.

Le spectrometre de masse va quant a lui les séparer en phase gazeuse en
fonction de leur rapport masse/charge.

Le couplage de ces deux méthodes permet ainsi une identification directe et
une ¢valuation des pourcentages de concentrations relatives dans
’échantillon. 27

L’activité biocide va également €tre favorisées par des facteurs comme le pH
légerement alcalin ou la température de 37°C mais son action sera annulée
par les composés anioniques comme les savons, les eaux calcaires et les
matieres organiques comme le sang ou le pus.

3. UTILISATION DU BAC HORS OPHTALMOLOGIE :
CONSEQUENCES ET TOXICITE

Son activité biocide et surfactante présente un intérét pour les industriels au-
dela de celui de son utilisation comme conservateur dans les collyres.

On le retrouve ainsi dans de nombreux domaines comme 1’hygiéne humaine
ou animal, comme agent de traitement antimousse des toitures ou dalles,
algicide pour les piscines ou circuits d’eau, en taxidermie, comme produit
anti-biofilm, spermicide, agent de nettoyage ménager et industriel...

3.1. UTILISATION COMME CONSERVATEUR DANS LES
DECONGESTIONNANTS TOPIQUES ©7:128-133)

Des ¢études ont mis en évidence la toxicité de I’utilisation chronique de
produits décongestionnants possédant dans leur formule du BAC avec pour
conséquence une rhinite médicamenteuse.

Les rhinites médicamenteuses, aussi appelées rhinites iatrogenes, est un type
de rhinite chronique c’est-a-dire une atteinte non mécanique chronique (au
moins 12 semaines par an, consécutives ou non) des structures nasales
(muqueuse et €léments associes) a ’exclusion des atteintes infectieuses des
structures sinusiennes.

Des études comparatives de I'influence sur la fréquence des battements

ciliaires de cellules épithéliales nasales humaines de 5 conservateurs utilisés
dans les formulations de décongestionnants nasaux ont éte réalisées.
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Ces conservateurs que sont le BAC, [Dalcool phényléthylique, le
méthylparaben, le propylparaben et le chlorbutol, ont ét¢ étudi€s pour une
exposition de courte durée et une exposition a long terme.

Les résultats de ces études sont les suivants :

- Pour les concentrations usuelles de méthylparaben (0,0033 %), de
propylparaben (0,0017 %) et de chlorbutol (0,005 %), aucun effet n’a
¢té mis en évidence pour une exposition tant sur le court terme que sur
le long terme.

- Par contre, une exposition a long terme a 1’alcool phényléthylique
(0,125 %), a I’association de méthyl/propylparaben (0,033/0,017 %)
ou au BAC (0,001 %) a diminu¢ significativement la fréquence des
battements ciliaires.

De plus, pour le BAC, cette diminution de la fréquence de battements
ciliaires s’est révelée irréversible et sa toxicite a ét€ confirmée in vitro.

Le BAC va donc étre responsable de la diminution de la clearance ciliaire,
mais €¢galement de la modification histologique de la muqueuse nasale et de
la sélection de germes comme Pseudomas aeruginosa ou Staphyloccocus.
(133)

De ce fait, I’utilisation chronique de spécialités de la voie nasale contenant
dans leur formule du BAC est potentiellement génératrice de rhinite
iatrogene.

Le tableau 6 récapitule les médicaments de la voie nasale ainsi que la
présence ou I’absence de BAC dans leur formulation.

Présence de
Benzalkonium

Vasoconstricteurs Ephédrine Rhinamide Oui
Naphazoline + Prednisolone Derinox Non
Oxymétazoline Aturgyl Oui
Oxymétazoline + Prednizolone Deturgylone Oui
Phényléphrine Humoxal Oui
Tuaminoheptare Rhinofluimucil Oui
Glucocorticoides Béclométasone Beconase, Rhinomaxil Oui
Budésonide Rhinocort Non
Fluticasone Avamys, Flixonase Oui
Flunisolide Nasalide Oui
Mométasone Nasonex Oui
Tixocortol Pivalone Non
Triamcinolone Nasacort Oui
Anti H1 Azélastine Allergodil Non
Anticholinergiques Bromure d’Ipratropium Atrovent Oui
Cromones Acide cromoglicique Cromorhinol Non

Tableau 6 : Médicaments de la voie nasale contenant ou non du BAC 133
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3.2. UTILISATION POUR SES PROPRIETES SPERMICIDES

Le BAC possede également une activité spermicide et va provoquer la
rupture de la membrane du spermatozoide par déséquilibre osmotique di a
son pouvoir surfactant. On aura d’abord la destruction du flagelle, puis
I’éclatement de la té€te aboutissant a la destruction totale du spermatozoide.

Il est donc présent dans la composition de certains médicaments
contraceptifs locaux.

Son efficacité théorique est de 1’ordre de 100 % puisqu’il est efficace méme
a Iétat de traces. 7139

3.3. ’UTILISATION DU BAC DANS L’INDUSTRIE: UN
PROBLEME DE SANTE PUBLIQUE ?

Comme nous avons pu I’évoquer précédemment, les propriétés du BAC en
ont fait un produit trés répandu tant dans 1’industrie pharmaceutique, que
chimique, cosmétique ou agro-alimentaire.

Cependant, son utilisation, au méme titre que celle des ammoniums
quaternaires de fagon plus générale n’est pas sans conséquences.

En effet, plusieurs études ont mis en évidence des impacts dont les
répercussions dépassent le cadre de la simple pathologie induite au niveau
individuel.

3.3.1. UN RISQUE DE RESISTANCES CROISEES 67139

Les ammoniums quaternaires, seraient selon plusieurs chercheurs, a I’origine
du développement de résistances de certaines bactéries, tant Gram+ que
Gram-.

Ces résistances sont dites « résistances croisées » c’est-a-dire que la méthode
développée par la bactérie pour survivre a [’action des ammoniums
quaternaires pourrait également étre efficace contre des antibiotiques ou
d’autres antiseptiques.

3.3.1.1. La résistance intrinséque

Comme nous avons pu le voir précédemment, les ammoniums quaternaires
sont plus efficaces sur les bactéries Gram+ que sur les bactéries Gram- qui
possedent donc ce que 1’on appelle une résistance intrinseque. C’est par
exemple le cas pour Pseudomonas aeruginosa qui montre une resistance
intrinseque pour des taux ¢levés d’ammoniums quaternaires.
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Cette résistance est due a sa membrane cellulaire, principale cible du mode
d’action des ammoniums quaternaires, qui présente une faible perméabilité
et également a la présence de pompes d’efflux qui vont expulser I’agent
antimicrobien en dehors de la cellule.

3.3.1.2. La résistance acquise

La fréquente utilisation des ammoniums quaternaires comme désinfectants
dans I’environnement agro-alimentaire notamment, peuvent ¢également
provoquer des changements phénotypiques chez Pseudomonas aeruginosa,
faisant craindre 1’émergence de résistances. C’est ce que 1’on appelle une
résistance acquise.

Ce risque de résistance acquise est d’autant plus €levé si ces bactéries sont
exposées a des doses non Iétales répétitives lors de désinfections inadaptées.

Ces changements phénotypiques sont principalement des changements qui
se font au niveau de la membrane des bactéries avec des modifications des
protéines membranaires, des acides gras, des polysaccharides, de la
permeabilite. ..

Dans les modifications des protéines membranaires induites par les
changements phénotypiques, celles qui entrent en jeu dans les systemes
d’efflux sont particulicrement importantes pour le développement de
résistances croisées aux antibiotiques.

En effet, ces systemes d’efflux sont des transporteurs membranaires qui vont
rejeter a ’extérieur de la cellule des composés toxiques.

Le plus connu et le plus important est le transporteur Multi-Drug Resistant
(MDR), qui présente un spectre d’action tres large.

Ces systemes d’efflux vont pouvoir €tre surexprimes suite a des mutations
genétiques chez certains individus leur conférant une plus grande résistance
aux biocides, et notamment aux antibiotiques.

Le risque résulte principalement dans I’apparition de mutants hautement
résistants.

Une étude réalisée sur un prélévement de la flore bactérienne d’une femme
de ménage ayant utilisé des produits contenant des ammoniums quaternaires
pendant des années comparée a celle d’une personne n’en utilisant pas, a mis
en évidence une augmentation de la CMI et donc une plus grande résistance
des bactéries de sa flore aux antibiotiques. 139

3.3.1.3. La sélection de super-bactéries

Au-dela de cette résistance aux antibiotiques, il a ¢été démontré que
I’augmentation de I’efflux, associée a d’autres modifications phénotypiques,
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induisent non seulement une résistance aux antibiotiques mais également une
meilleure condition physique pour les bactéries.

Nous sommes d¢s lors face a un risque de sélection de super-bactéries.

Les recherches s’orientent donc a I’heure actuelle vers des inhibiteurs des
pompes a efflux pour permettre la restauration de la sensibilit¢ aux
antibiotiques des bactéries.

3.3.1.4. Exemple de résistance au BAC

Pour le BAC, des ¢tudes ont été menees chez Listeria monocytogene, mettant
en ¢vidence des résistances faisant entrer en jeux ces mécanismes d’efflux.
Deux pompes d’efflux ont été trouvées :

- La pompe MDR L capable d’expulser des antibiotiques comme les
macrolides ou la céfotaxime, des métaux lourds et le bromure
d’ethidium

- La pompe LDE, qui va agir sur les fluoroquinolones, I’acridine
d’orange ou le bromure d’éthidium.

Les souches de Listeria monocytogenes sont normalement naturellement
sensibles aux ammonium quaternaires (CMI < 1 mg/L) mais celles-ci sont
capables de s’adapter en deux a trois semaines avec une augmentation de
deux a quatre fois de la CMI aux antibiotiques et aux désinfectants et ceci
notamment via la surexpression de la pompe MDR L.

Pour des bactéries comme Escherichia coli, I’adaptation progressive au BAC
a multipli¢ la CMI par sept a huit fois sa valeur initiale.

3.3.2. L’IMPACT SUR L’ENVIRONNEMENT (137-139)

La large utilisation du BAC dans les produits désinfectants ou comme
surfactant dans beaucoup d’industries, couplé a la grande difficulté a traiter
les tensioactifs dans les eaux usées 149, en fait un produit largement retrouvé
dans I’environnement et ceci principalement dans les eaux de surface.

Cependant, au-dela des problemes déja évoques, celui-ci présente une forte
toxicité méme a faible concentration pour la faune et la flore aquatique. 4V

Comme pour la détermination des formules des mélanges de BAC dans les
collyres, la méthode d’¢lectrophorese capillaire couplée a un spectrometre
de masse peut étre utilisée pour déterminer les différents homologues

présents dans un échantillon d’eau de surface ainsi que leur concentration.
(127

Trois parametres de référence doivent étre déterminés pour évaluer I’impact
d’un produit sur ’environnement : la toxicité inhérente, la bioaccumulation
potentielle et la persistance.
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3.3.2.1. La toxicité inhérente

Elle est principalement déterminée par les doses Iétales 50 (LC50) a savoir
les concentrations provoquant 50 % de mortalité chez les espéces €tudiées.
Par exemple, elles sont les suivantes pour les poissons d’eau douce :

- Poecilia reticulata = 1,3 mg/L, 96h semi-statique

- Oryzias latipes = 2,4 mg/L, 96h semi-statique

- Lepomis macrochirus = 0,223 - 0,46 mg/L, 96h statique

- Oncorhynchus mykiss = 0,823 — 1,61 mg/L, 96h statique

Pour Photobacterium phosphoreum qui est une bactérie aquatique souvent
associée aux poissons, la concentration efficace 50 (EC50) a savoir la
concentration donnant 50 % de réduction de prolifération est de 0,6 mg/L en
15 min a 15 °C.

3.3.2.2. La bioaccumulation

Le facteur de bioconcentration ou FBC est le résultat d’une équation qui
traduit un bilan de masse entre apport et élimination d’un élément par un
organisme.

Il y a bioaccumulation lorsque les apports de contaminants a 1’organisme
dépassent les quantités ¢liminées.

Pour la bioconcentration, seule entre en compte 1’accumulation par un
organisme d’un contaminant a partir de 1’eau, par la respiration ou par
contact direct avec la peau.

Pour la bioaccumulation, il s’agit de I’accumulation d’une substance a partir
de I’eau et de la nourriture.

Au final, le FBC est donc le ratio, a I’état d’équilibre, entre la concentration
en contaminant dans l’organisme sur la concentration en contaminant
dissous dans ’eau. (142149

La bioaccumulation du BAC est peu probable puisque son facteur de
bioconcentration est inférieur & 100. (44

A titre de comparaison, la valeur moyenne de FBC du mercure organique
pour les moules est de 2 540. 149

3.3.2.3. La persistance
Le BAC est facilement miscible dans I’eau ce qui lui confeére une forte
mobilité dans I’environnement et également dans les sols.

Il est heureusement facilement biodégradable et donc sa persistance est peu
probable.
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3.4. UTILISATION DANS LES COSMETIQUES

L’utilisation du BAC dans les produits cosmétiques est assez rare mais elle
est trés réglementée.

Les regles dont définies dans la Directive européenne 76/768/CEE du 27
juillet 1976 concernant le rapprochement des législations des Etats membres
relatives aux produits cosmétiques modifiée par la Directive 98/62/CE de la
Commission du 3 septembre 1998 et par la Directive 2000/6/CE de la
Commission du 29 février 2000.

L’intérét principal sera I’utilisation en tant que conservateur, et les directives
limitent sa concentration a 0,1 %.

Lorsqu’il est utilisé dans des produits pour les cheveux destinés a étre rincés,
la limite autorisée est de 3 %. Cependant, pour les homologues contenant
une chaine inférieure ou égale a Ci4, et pour toute autre utilisations la limite
reste a2 0,1 %.

Dans tous les cas, la mention « Eviter le contact avec les yeux » est
obligatoire dans tout produit cosmétique contenant du BAC car, comme nous
allons le voir dans la partie suivante, les expositions au niveau oculaire ne
sont pas sans conséquences.

4. CONSEQUENCES DU BAC EN OPHTALMOLOGIE

L’utilisation répétée et prolongeée de préparations ophtalmiques contenant
des conservateurs et, a fortiori, du BAC, peut étre a I’origine de plusieurs
réactions oculaires.

En effet, lors de I’instillation des formes ophtalmiques, les composants et
donc les conservateurs vont se retrouver de fagon temporaire a de fortes
concentrations qui peuvent avoir des effets néfastes.

L’intégrité¢ de la barricre oculaire peut alors €tre impactee et ceci de fagon
d’autant plus importante que I’ceil est pathologique et donc fragilisé.

La cytotoxicité des conservateurs est le plus souvent cumulative et peut
aboutir a des maladies iatrogenes parfois permanentes, particulierement
lorsqu’elles touchent les cellules endothéliales, qui comme nous I’avons vu,
présentent une absence de renouvellement cellulaire. 1%

4.1. LES REACTIONS ALLERGIQUES ©7

Les réactions de sensibilisation et allergiques aux conservateurs ont tendance
a augmenter de par la présence de ces derniers, non seulement dans de
nombreuses préparations ophtalmiques, mais également comme nous avons
pu le voir dans d’autres produits d’usage courant.
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Une ¢tude portée sur 27 patients souffrants de conjonctivites, kérato-
conjonctivites ou blépharo-conjonctivites chroniques, a démontré une
réaction allergique cutanée aux préparations ophtalmiques dans 44,4 % des
cas. De plus, cette étude a ¢également mis en évidence un pouvoir
modérément allergisant du BAC dans 3,7 % des cas. 146

Dans une ¢étude finlandaise similaire, des patchs tests ont ét¢ appliqués entre
2002 et 2014 sur 622 patients représentatifs de la population présentant des
dermatites périorbitales de contact. Dans ce cas, 11,4 % ont présenté une
réaction allergique aux préparations ophtalmiques et 1,6 % plus
spécifiquement au BAC. 147

En réalite, le BAC est plutét considéré comme un irritant que comme un
allergene.

En effet, une étude a grande échelle a ¢été réalisée dans plus de 45
deépartements de dermatologie en Allemagne, Autriche et Hongrie entre 1996
et 2006 sur 42 898 patients. Une concentration de 0,1 % de BAC a été testée
sous trois formes : cutanées, ophtalmiques et les désinfectants. Cette étude a
démontré que le BAC est un irritant pouvant provoquer des réactions de
sensibilisation et peut dans de rares cas €tre considéré comme un allergene
de contact. 14®

4.2. LES MECANISMES RESPONSABLES DE LA TOXICITE DU
BAC

La toxicit¢ d’un conservateur va mettre en jeux plusieurs mécanismes
caractéristiques.

4.2.1. PERTURBATION DE LA MEMBRANE CELLULAIRE PAR
EFFET DETERGENT 7149

Comme nous avons pu le voir précédemment, le BAC est un produit non
seulement tensio-actif mais possédant également un pouvoir détergent
comme la plupart des conservateurs.

Il possede donc une téte hydrophile chargée positivement et une partie
hydrophobe non chargée qui permet son ancrage sur les membranes.

Par conséquent, il va fortement perturber la stabilit¢ de la bicouche
phospholipidique et créer des ouvertures intracellulaires ou intercellulaires.

Au niveau de I’épithélium cornéen, cet effet détergent va créer une

pénétration exagérée de fluide dans le stroma aboutissant a son hydratation
et éventuellement au développement d’un cedéme cornéen.
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Il a en effet ét¢ prouvé que le BAC provoque une perturbation dose-
dépendante de la membrane plasmique des cellules épithéliales cornéennes
et un relachement des jonctions cellulaires.

Il perturbe Il’intégrit¢ de la couche la plus externe de 1’épithélium en
provoquant la desquamation des couches périphériques (voir figure 37).

Figure 37 : Desquamation de I'épithélium induite par le BAC chez le lapin
(150)

4.2.2. MORT CELLULAIRE PAR NECROSE OU APOPTOSE ©7

Selon la concentration en ammonium quaternaire et donc en BAC, il a éte
mis en évidence deux mécanismes de mort cellulaire.

Si la concentration est relativement forte, a savoir entre 0,01 et 0,05 %, le
meécanisme de mort cellulaire mis en jeu est celui de la nécrose.

Pour des concentrations plus faibles, on observe un gel de la croissance
cellulaire et le mécanisme de mort cellulaire mis en jeux est celui de
I’apoptose ou mort programmee.

Rappels sur la nécrose et apoptose : 13157

La nécrose est une mort cellulaire qui aboutit a I’éclatement de la cellule
suivi d’une réaction inflammatoire.

En effet, 1a nécrose est considérée comme une mort cellulaire accidentelle de
la cellule suite a un stress, provoquant un gonflement de celle-ci et un
¢clatement déversant le contenu cellulaire dans le milieu environnant.

Par opposition, I’apoptose ou mort cellulaire programmeée est un phénomene
hautement régulé ne conduisant pas a une réaction inflammatoire.

On observe dans ce cas une rétraction progressive de la cellule avec une
compaction et une marginalisation de la chromatine nucléaire. Le noyau se
fragmente et chaque fragment est entouré¢ d'une double enveloppe.
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Les éléments cytoplasmiques et nucléaires entourés d’une membrane et
appelés corps apoptotiques sont relargués dans le milieu extérieur ou ils
seront phagocytes.

Au finale, la nécrose est en quelque sorte un phénomene anarchique et
deésordonné a caractere explosif, tandis que ’apoptose est un processus actif
et controlé d’implosion cellulaire.

Des ¢tudes ont €té menées sur des cellules épithéliales cornéennes humaines
en culture exposées ou non a du BAC a différentes concentrations pendant
10 minutes.

On a ensuite mesuré¢ la concentration d’un marqueur de 1’apoptose I’ Apo2.7.
Les résultats de cette étude sont exprimés dans le tableau 7.

Concentration en

Chlorure de 0,0001 %
Benzalkonium

Pourcentage de cellules

0, 0, 0, 0,
exprimant d’Apo2.7 0% 4% 69% 89%

Tableau 7 : Expression du marqueur Apo2.7 en fonction de la
concentration en BAC (153

D’autres recherches ont également mis en évidence une diminution de la
viabilité cellulaire associée a une augmentation du pH et une diminution de
70 % du calcium intracellulaire apres une exposition de cellules €épithéliales
de cornée de lapin a une faible concentration de BAC (0,0001 %). 159

4.2.3. MORT CELLULAIRE DUE AU STRESS OXYDANT

Les mécanismes de nécroses et apoptoses précédemment cités peuvent en
partie étre engendrés par la génération d’anion superoxyde suite a une
exposition a des collyres contenant des ammoniums quaternaires.

L’anion superoxyde O: est une molécule d'oxygene portant un électron
supplémentaire formant un radical libre chargé négativement, de durée de
vie extrémement courte, capable de provoquer des réactions d'oxydation
dans les cellules et dans les lipides membranaires.

Il va ainsi provoquer une perte d’intégrité membranaire, corrélée a une
nécrose ou une apoptose et potentialiser les réactions inflammatoires.

Une étude a montré par comparaison entre des collyres contenant ou ne
contenant pas du BAC, une potentialisation de la génération d’anion
superoxyde dans le cas des collyres en contenant. (124
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4.2.4. POTENTIALISATION D’UNE REACTION
D’ INFLAMMATION {59

Une étude a ét€¢ menée pour €valuer I’impact des conservateurs contenus
dans les collyres lors d’une utilisation chronique notamment chez les patients
traités par des spécialités anti-glaucomes.

Pour se faire, on a évalué I’impact sur la conjonctive et le trabéculum de 61
patients recevant un traitement en monothérapie ou multi-thérapie anti-
glaucome depuis au moins 1 an et les résultats ont ét€ comparés a une étude
expérimentale sur des rats exposés pendant 1 mois a une solution de BAC a
0,01 %, une solution Timolol a 0,5 % sans conservateur, une solution de
Timolol a 0,05 % contenant 0,01 % de BAC ou une solution de contrdle de
chlorure de sodium a 0,9 % sans conservateur. Lors de ces €tudes, plusieurs
marqueurs caracteristiques de I’inflammation ont été recherchés.
Concernant I’¢tude faite sur les patients, une infiltration anormale de cellules
inflammatoires a ét¢ observée tant au niveau de la conjonctive que du
trabeculum associé et ceci de fagon particuliecrement marquée pour les
patients suivant une multi-thérapie anti-glaucome.

Dans la partie expérimentale de I’étude, le timolol sans conservateur a
montré moins de toxicit¢ que la solution de timolol contenant un
conservateur et que la solution de BAC seul.

De fagcon concomitante, une infiltration de cellules inflammatoires a été
observée dans la conjonctive et dans les tissus plus profonds et ceci de facon
trés faible pour le timolol sans conservateur mais de fagon plus importante
et en proportions similaires pour le timolol avec conservateur et le BAC seul.
Cette étude a donc mis en évidence que les traitement anti-glaucomes
induisent une modification du statut inflammatoire des tissus oculaires et que
cette modification est en large proportion due au BAC utilis¢ comme
conservateur.

Cette étude pause donc le probléme de I'incidence du BAC sur une
utilisation a long terme avec un maintien d’une réaction immuno-
inflammatoire sous-jacente pouvant aboutir a une fibrose sous-conjonctivale
a long terme.

4.3. LES STRUCTURES OCULAIRES TOUCHEES

Nous venons de voir les différents mécanismes mis en jeux lors d’une
exposition au BAC et induisant une toxicite.
Nous allons maintenant développer plus en détail les structures atteintes.

4.3.1. ATTEINTE DES STRUCTURES OCULAIRES
SUPERFICIELLES
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4.3.1.1. Altération du film lacrymal 56

Comme nous avons pu le voir, le film lacrymal joue un rdle important a la
fois protecteur et lubrifiant pour 1’ceil et va permettre de maintenir sa surface
parfaitement lisse et transparente.

Ce film lacrymal est composé de trois couches et il est maintenu en place par
ses deux couches périphériques :

- Auniveau de sa couche interne, appelée couche muqueuse, en contact
avec la cornée et qui maintient le film par la présence de mucus.

- Auniveau de sa couche externe, appelée couche lipidique, en contact
avec D’extérieur qui est une fine couche huileuse limitant I’évaporation
de I’eau.

- Entre ces deux couches périphériques se situe la couche aqueuse

Le BAC ¢tant un conservateur détergent, il va dissoudre cette fine couche
lipidique externe du film lacrymal et on pourra observer une accélération de
I’évaporation de 1’eau.

De fagon similaire, le BAC va toucher le mucus adsorbé sur 1’épithélium
cornéen au niveau de la couche interne, augmentant ainsi la tension de
surface et aboutissant a une rupture du film lacrymal et une rétraction de ce
dernier laissant des zones seches.

Le film lacrymal ne jouera donc plus son role et on observera une sécheresse
oculaire (voir figure 38).

Film lacrymal normal | | Rupture du film lacrymal

Figure 38 : Le film lacrymal 457

Ces résultats ont pu étre mis en évidence par une observation du temps de
rupture du film lacrymal correspondant a la durée au bout de laquelle un spot
de sécheresse bien défini d’environ 1 mm de diametre est observe.

Par comparaison entre le temps normal de rupture et celui observé en
présence d’une concentration croissante de BAC allant de 0,001 % a 0,01 %,
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il a été¢ mis en évidence une diminution de ce temps de rupture du film
lacrymal.

Cette diminution est dose-dépendante et elle va d’environ 55 % du temps
normal pour une concentration de 0,0001 % en BAC a presque 25 % du
temps normal pour une concentration de 0,01 %.

4.3.1.2. Altération de la conjonctive

Comme nous avons pu le voir dans la partie précédente, le BAC peut étre a
I’origine d’une rupture du film lacrymal et d’une sécheresse oculaire qui aura
des conséquences négatives sur les structures avoisinantes comme la
conjonctive.

Une étude réalisée sur le lapin avec une seule instillation a démontré que la
BAC avait une demi-vie de 20 h sur la conjonctive mais que des résidus
pouvaient €tre retrouves jusqu’a 9 jours apres Iinstillation.

Il est important de garder en téte cette information car elle commence a faire
apparaitre 1’aspect cumulatif de ce conservateur dont résultent en partie ses
effets secondaires.

Dans la méme étude, des tests in vitro sur des cultures de cellules
conjonctivales ont démontrés qu’une concentration comprise entre 0,05 et
0,1 % de BAC entrainait une lyse cellulaire des les trois premicres heures
d’exposition et qu’une concentration comprise entre 0,01 et 0,0001 % avait
quant a elle des effets concentrations dépendants retardés aboutissant a une
apoptose voir a une nécrose cellulaire. 159

Une autre étude réalisée sur des rats s’est intéressée aux conséquences de
I’application de divers conservateurs en observant plus particulierement les
infiltrations de cellules inflammatoires.

Cinq conservateurs ont €t¢ ainsi comparés a savoir trois ammoniums
quaternaires (cetrimonium, benzododecinium, benzalkonium), un organo-
mercuriel (thiomersal) et un parabene (méthylparabéne qui est souvent
utilis¢ dans les cosmétiques et donc susceptible de se retrouver a proximité
voir en contact avec les yeux).

L’ensemble de ces conservateurs ont eu pour conséquences une altération de
la conjonctive avec une infiltration de cellules inflammatoires, une
augmentation des couches épithéliales superficielles, une kératinisation, et
ceci dans des proportions comparables quel que soit le composé testé.
L’ensemble des conservateurs et non seulement le BAC seraient donc

toxiques pour la surface oculaire et plus particuliérement pour la conjonctive.
(159)
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Au-dela de la mort cellulaire ou la réaction inflammatoire, une autre
conséquence importante du BAC est Dinfiltration de fibroblastes et
I’installation d’une fibrose chronique de la conjonctive.

Ceci a ¢été¢ mis en évidence par une ¢tude menées sur des lapins exposés
pendant 6 mois a du métipranolol (béta bloquant anti-glaucomateux)
contenant un conservateur, puis pendant 2 mois supplémentaires a du
métipranolol sans conservateur ou a des stéroides.

Les observations ont montré un accroissement comparable du collagene
sous-épithélial chez tous les animaux traités. Par conséquent, le BAC entre
bien en jeu dans le développement d’une fibrose chronique de la conjonctive
qui est observable relativement rapidement apres 1’exposition et qui de plus
semble irréversible.(160

La fibrose conjonctivale va avoir pour conséquences une diminution de la
profondeur du cul de sac conjonctival pouvant méme aboutir a la formation
de symblépharons (adhésion partielle ou totale de la conjonctive au globe
oculaire visible sur la figure 39) ainsi qu’a D’obstruction des canaux
excréteurs des glandes a I’origine de la production du film lacrymal.

La qualit¢ et la quantit¢ de celui-ci est alors impacté, aggravant le
phénomene de sécheresse oculaire qui lui-méme va amplifier I’inflammation
initiale et renforcer cette fibrose conjonctivale.

Nous faisons alors face a un cercle vicieux qui aura lui aussi des répercutions
sur la surface oculaire voisine avec une kératinisation potentielle de la
cornée. 16D

Figure 39 : Symblépharon et diminution du cul de sac conjonctival (162

4.3.1.3. Altération de la cornée 7
La cornée est un ¢lément de I’ceil particulierement vulnérable a I’exposition

au BAC puisqu’elle est en contact direct avec le milieu extérieur si 1’on fait
abstraction du film lacrymal.
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Les modifications observées lors de DI'instillation d’un conservateur sont
d’ordre morphologiques comme une perte des microvillosités ou une rupture
des jonctions intercellulaires augmentant ainsi la pénétration des solutions
instillées ou de potentiels micro-organismes.

Pour rappel, en temps normal, la cornée est composée de cellules épithéliales
parfaitement jointives pour éviter que 1’eau du film lacrymal ne pénetre dans
le stroma cornéen.

De plus, I’épithélium cornéen est un tissu en renouvellement permanent qui
se fait a partir de cellules souches situées au niveau de la limbe (a la jonction
de la cornée et de la conjonctive). Ces cellules vont se différencier et migrer
de la périphérie vers le centre et de I’intérieur vers I’extérieur de I’ceil pour
aboutir a la couche la plus externe de la cornée ou elles se couvrent de
microvillosités permettant ainsi d’augmenter la surface de contact entre
I’épitheélium cornéen et le film lacrymal.

Enfin les cellules desquament et sont évacuées dans le film lacrymal.

Le cycle de migration complet est d’une a deux semaines. 19

Plusieurs études ont mis en évidence qu’une exposition aux conservateurs
produisait des microlésions cornéennes que 1’on peut mettre en évidence par
un test a la fluorescéine.

C’est le cas d’une étude réalisée sur des lapins comparant la tolérance
cornéenne d’une instillation sur 28 jours de trois collyres différents : le
Timabak® ne contenant pas de conservateur, et deux contenant un
conservateur, le Timoptol® et le Timoptol® LP.

La spécialité Timoptol® contient du BAC a 0,01 %, tandis que le Timoptol®
LP contient un autre ammonium quaternaire qui est le bromure de
benzododécinium a 0,012 %.

Dans les trois cas, aucune réaction macroscopique neégative n’est observée
au cours de I’étude. Cependant, le test a la fluorescéine a mis en évidence
une augmentation du pourcentage de microlésions normales dues au
renouvellement cellulaire pour les formes contenant des conservateurs alors
que ce pourcentage reste stable pour la formulation non conservée.

Les conservateurs de type ammonium quaternaires comme le BAC
s’accompagnent donc d’une tendance a 1’accroissement des microlésions
cornéennes. 1649

Cet effet de potentialisation de microlésions cornéennes a €té confirmeé par
une ¢tude sur des lapins mis en contact prolongeé (1,5 a 3 h) avec des larmes
artificielles contenant du BAC a 0,01 %, sur lesquels on a observe,
comparativement a une solution de controle et d’autres conservateurs
(thimérosal et polyquad), une augmentation allant jusqu’a un facteur 100 de
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la carboxy-fluorescéine qui est une forme de fluorescéine se fixant moins
facilement sur la surface cornéenne non lésée.

Concernant la mise en €vidence de la rupture des jonctions intercellulaires,
c’est un test utilisant le rouge de ruthénium qui a éteé utilisé dans cette méme
étude.

Le rouge de ruthénium est un colorant se fixant sur les muco-polysaccharides
anioniques situés sur la membrane latérale des cellules épithéliales.

Apres une exposition au BAC, le rouge de ruthénium a pénétré jusqu’a la
lame basale alors qu’il est resté cantonné aux couches superficielles de
I’épithélium pour les autres conservateurs testés.

Cette accumulation de rouge de ruthénium dans les espaces intercellulaires
confirme donc que I’exposition au BAC provoque une rupture profonde des
jonctions intercellulaires épithéliales rendant ainsi la cornée plus vulnérable
a I’invasion de pathogénes. (169

En plus de ces microlésions cornéennes associées a une rupture
intercellulaire, il a également ¢ét¢ démontré que le BAC pouvait Etre
responsable d’un retard voire d’une inhibition de la réparation cellulaire
épitheliale.

Pour mettre en évidence ce phénomene, une €tude a été faite sur des cultures
de cellules ¢épithéliales cornéennes de chien qui ont été lésées
expérimentalement.

Dans la culture de référence, les cellules épithéliales périphériques ont €émis
des pseudopodes en direction de la 1ésion pour permettre leur migration et la
réparation cellulaire se caractérisant par une diminution progressive de la
superficie de la Iésion.

Dans le cas d’une exposition a 0,0025 % de BAC, les cellules épithéliales
n’ont pas émis de pseudopodes et la migration a été inhibée. 169

Cette inhibition de la réparation cellulaire a été confirmée par une €tude
menée sur des lapins ayant subi une kératectomie partielle (ablation d’une
partie de la cornée).

Dans le cas d’une exposition a du BAC a 0,01 % associ¢ a de ’EDTA a 0,1
%, les chercheurs ont observé un léger retard de cicatrisation et dans le cas
d’une exposition a une concentration de 0,02 % de BAC, la cicatrisation
complete n’a pu étre obtenue qu’apres 1’arrét complet de I’administration du
BAC.167

En définitive, une exposition prolongée au BAC peut étre potentiellement
responsable d’une altération de la cornée pouvant menée a une kératite le
plus souvent réversible en quelques jours apres 1’arrét de I’exposition au
conservateur.
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4.3.2. ATTEINTE DES STRUCTURES OCULAIRES
PROFONDES

4.3.2.1. Altération du trabéculum (168:16%)

En temps normal, les collyres ne pénetrent que tres faiblement au niveau des
tissus profonds. Cependant lorsque la surface cornéo-conjonctivale est
fortement atteinte, ceux-ci peuvent pénétrer de fagon plus importante dans
les tissus.

Des ¢études in vitro ont démontré que le trabéculum est un tissu
particulierement sensible au BAC et ceci méme a des doses tres faibles.
Pour exemple, une exposition durant 7 jours a une concentration de 107 a
1073 % inhibe la croissance des cellules trabéculaires et une exposition a une
concentration de 0,0001 % pendant 15 min provoque méme une apoptose
des cellules trabéculaires.

4.3.2.2. Altération du cristallin 168170

En 2002, trois études a grandes échelles ont ét¢ menées sur des patients
recevant des traitement anti-glaucomateux sur le long terme.

Comme nous avons pu le voir, sur ce type de traitement au long court,
I’utilisation d’un conservateur, dont le plus utilisé reste le BAC, s’avere
presque indispensable.

Ces trois ¢tudes que sont ’OHTS (The Ocular Hypertension Treatment
Study), ’EMGT (Early Manifest Glaucoma Treatment Study) et BISED
(Barbados Incidence Study of Eye Diseases) ont toutes mis en évidence une
augmentation de 1’incidence sur ’apparition de cataractes chez les patients
traités de facon topique par des collyres anti-glaucomateux.

Les buts de ces trois études n’étaient pas de prouver cette incidence sur le
développement de la cataracte mais le fait que ces trois études tres différentes
mettent en évidence ce point commun pose question.
Trois hypotheses peuvent alors étre évoquées :
- La diminution de ’humeur aqueuse induite prive le cristallin des
nutriments et des facteurs de croissances nécessaires
- La diminution de ’humeur aqueuse empéche la bonne évacuation des
déchets et particuliecrement des radicaux libres
- Les traitements anti-glaucomateux eux méme ou un de leur composant
sont toxiques pour les cellules du cristallin

Des études in vitro portées sur des cultures de cellules humaines de cristallin

exposées a des concentrations variables de timolol, latanoprost et BAC ont
démontré une toxicité concentration-dépendante des trois composes testés a
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I’égard des cellules cristallines et ceci, en proportion d’autant plus
importante pour le BAC.

De méme, il a ét€¢ démontré une augmentation de I’expression de médiateurs
chimiques types prostaglandines E2 (PGE2) et interleukines (IL-1 et 1L-6)
avec la méme variabilité entre timolol/latanoprost et BAC seul.

Ces cytokines sont des marqueurs de I’inflammation souvent retrouves en
post-opératoire chez des patients atteints de cataracte et notamment
impliqués dans le développement d’cedémes maculaires cystoides (OMC)
que nous développerons plus tard.

Comme nous 1’avons vu, la pénétration intraoculaire des collyres en temps
normal est trés faible avec environ 1/1000°™ de la goutte instillée qui passe
dans la chambre antérieure. A cette concentration, seul le BAC a provoqueé
une augmentation significative des médiateurs chimiques cités ci-dessus.

Ces études in vitro viendraient alors accréditer la troisieme théorie, en
incriminant le BAC entrant dans les compositions des collyres anti-
glaucomateux.

Cependant, en I’absence d’¢étude spécifique sur le passage du BAC au niveau
intraoculaire, une causalité ne peut étre mise en évidence.

Il faut pourtant €tre conscient que les patients trait€és pour des glaucomes
regoivent souvent plusieurs traitements contenant du BAC, appliqués
plusieurs fois dans la journée et ceci souvent sur plusieurs années.

Le taux d’exposition attendu est donc important.

4.3.2.3. Altération de la rétine (168:171.172)

Comme nous avons commencé a I’évoquer dans la partie précédente, il a été
établi que les patients recevant un traitement anti-glaucomateux sur le long
terme sont plus susceptibles de développer un OMC aprés une opération de
la cataracte.

Un OMC est une accumulation de liquide dans la rétine centrale (macula)
avec une formation de logettes au niveau de la couche pléxiforme externe ou
de la couche granuleuse interne.

La macula étant un élément indispensable a la vision, le patient souffrira
d’une baisse de la vision avec éventuellement un phénomene de
métamorphopsie a savoir une déformation des lignes droites qui deviennent
ondulées comme on peut I’observer dans la dégénérescence maculaire liée a
I’age (DMLA) ou encore un scotome central (tiche au milieu de la vision).
A71,173)

Un OMC par OCT ainsi qu’une métamorphopsie et un scotome sont
représentés dans la figure 40.
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Plus de 50 % des patients opérés de cataracte seraient touchés par une forme
non cliniquement significative d’OMC, c’est-a-dire une forme
asymptomatique ne s’accompagnant pas d’une perte d’acuité visuelle, 8 %
des patients présenteraient une forme cliniquement significative et entre 1 et
3 % développeraient des OMC persistants dans le temps.

En effet, dans la trés grande majorité des cas (presque 90 %), cet OMC post-
opératoire va se résorber spontanément en quelques mois.

Métamorphopsie Scotome
(Edeme Maculaire Cystoide par OCT
Grille d'Amsler Grille d'Amsler
en vision normale en vision perturbée

Figure 40 : Edéme maculaire cystoide, métamorphopsie et scotome 174175

L’origine exacte des OMC n’est pas clairement définie mais la théorie la plus
probable serait une inflammation intra-oculaire faisant suite a 1’opération de
la cataracte.

Des marqueurs de I’inflammation type prostaglandines ou interleukines sont
libérés par les tissus 1ésés lors de 1’opération.

D’autres cytokines comme les Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
ou les Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) sont ¢galement libérés par les
tissus ischémiques et participent au développement de ces OMC post-
opératoires.

Ces médiateurs chimiques de I’inflammation seraient responsables de la
rupture de la barriere hémato-aqueuse, provoquant ainsi une augmentation
de la perméabilité au liquide extracellulaire, puis diffuseraient jusqu’a la
rétine par ouverture des jonctions serrees.

Cette théorie est, de plus, appuyce par I’efficacité des anti-inflammatoires
non stéroidiens utilisés en prévention.

Il a également été démontré que la probabilité d’apparition d’un OMC post-

opératoire est d’autant plus important chez les patients traités par des collyres
anti-glaucomateux contenant du BAC.
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En effet, celui-ci va non seulement favoriser la rupture de la barriére hémato-
aqueuse mais comme nous avons pu le voir dans la partie précédente, 1l va
¢galement augmenter 1’expression des meédiateurs chimiques comme les
prostaglandines ou interleukines.

Le BAC favoriserait donc I’apparition de ’OMC angiographique post-
opératoire précoce de la cataracte avec une incidence tres certainement sous-
estimée puisque la grande majorité¢ des OMC sont des formes non infra-
cliniques peu détectables.

Par mesure de prévention, il serait donc judicieux d’utiliser des collyres non
conserves chez les patients présentant des facteurs de risques de développer
un OMC.

Une étude expérimentale menée sur des lapins a également mis en évidence
la toxicité du BAC pour les cellules rétiniennes.
Des injections sous conjonctivales quotidiennes ont été faites sur des lapins
albinos et pigmentés pendant deux semaines.
Ces injections ont €té réalisées avec différentes solutions :

- les formes commerciales du timolol ou du befunolol contenant du

BAC

- les méme principes actif sans BAC

- une solution ophtalmique de base saline contenant du BAC

- une solution ophtalmique de base saline sans BAC
Apres une semaine d’injections, les formes commerciales du timolol et du
befunolol ainsi que la solution de base contenant du BAC, ont eu un impact
significatif sur 1’¢lectrorétinogramme des lapins pigmentés mais trés peu
d’effet sur celui des lapins albinos.
Apres les deux semaines d’injections, pour ces méme produits, les études
histologiques ont montré un décollement de rétine et une perte cellulaire chez
les lapins pigmentés mais pas chez les lapins albinos.
L’ensemble des autres formes n’ont eu presque aucun voir aucun effet
significatif que ce soit chez le lapin pigmenté ou albinos.
La toxicité rétinienne du BAC a donc bien été décrite avec une possible
accumulation dans les pigments oculaires. 179

Le tableau 8 récapitule ’ensemble des structures oculaires pouvant étre
touchées ainsi que des conséquences potentielles de leur exposition au BAC.
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Conséquences de I’exposition au Chlorure de Benzalkonium

- Dissolution de la couche lipidique externe et accélération de 1’évaporation de 1’eau
Film Lacrymal - Atteinte de la couche muqueuse interne et rupture du film lacrymal
Conséquence finale = Sécheresse oculaire

- Lyse cellulaire par nécrose ou apoptose

- Infiltration de cellules inflammatoires

Conjonctive - Augmentation du collagéne et des fibroblastes

Conséquences finales = Symblépharons, sécheresse oculaire renforcée et fibrose
chronique de la conjonctive irréversible

- Perte des microvillosités et rupture des jonctions intercellulaires
- Microlésions cornéennes avec retard voir inhibition de la réparation épithéliale
Conséquences finales = kératite réversible entrainant une vulnérabilité accrue aux
pathogeénes

Cornée

- Forte sensibilité concentration dépendante a faibles doses

Trabéculum p Y 5 g q 9
abéculu Co q es finales = inhib de la cr e trabéculaire voir apoptose

Structures Touchées

- Augmentation de I’expression des médiateurs de I’inflammation
Cristallin - Toxicité cellulaire concentration dépendante
Conséquence finale = risque potentiel de cataracte

- Augmentation de 1’expression des médiateurs de 1’inflammation
- Rupture de la barriére hémato-aqueuse

Profondes

Rétine s . .
Conséquences finales = potentialisation de développ t d’un OMC normalement
réversible avec possibilité de mét. 'phopsie ou scotome

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des effets du BAC sur les structures
superficielles et profondes de 1’ceil

5. ALTERNATIVES A I’UTILISATION DU BAC

Comme nous avons pu le développer précédemment, 1’utilisation de collyres
contenant des conservateurs et notamment le BAC peut avoir des
conséquences négatives plus ou moins réversibles lors d’une utilisation a
moyen ou long terme.

Une information importante que le prescripteur devrait garder a I’esprit, c’est
I’aspect cumulatif notamment pour les patients multi-traités qui pourraient
diminuer de fagon importante leur exposition au BAC en faisant appel a des
associations fixes lorsqu’elles existent.

Cependant, il existe également sur le marché des alternatives sans
conservateur ou avec de nouveaux systemes de conservation dont
I’utilisation est a considérer plus particuliecrement chez les personnes
présentant des facteurs de risque.

5.1. LES UNIDOSES

Une des premicres alternatives a [’utilisation de conservateurs et la plus
¢vidente qui vient a ’esprit est le passage sur des formes unidoses.

Les collyres unidoses sont des formes galéniques apparues dans les années
60 a la demande du ministére britannique de la santé a la suite d’une
¢pidémie d’endophtalmies dues a des contaminations croisées survenues
dans un hopital de Birmingham. 177
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Ces formes contiennent une quantit¢ de collyre suffisante pour une
instillation (moins de 1 ml et généralement 0,2 a 0,5 mL) voir pour une
administration quotidienne lorsqu’ils sont rebouchables.

De par leur utilisation instantanée apres leur ouverture, le recours a des
conservateurs dans leur formulation n’est pas obligatoire et permet donc de
s’affranchir des conséquences li€es a leur présence.

Les collyres unidoses permettent ¢galement de garantir un bon usage en
délivrant la quantit¢ exacte de produit nécessaire sans risque de
surdosage.17®

Ces formes sont donc particulierement recommandées pour ces multiples
raisons comme par exemple par la commission geriatrie Centre-Val de Loire
de DI’Observatoire des Meédicaments Dispositifs médicaux Innovations
Thérapeutiques (OMéEDIT) dans son rapport de Juin 2016. 17

Cependant, le recours aux formes unidoses est a réserver en priorit€é aux
traitements d’une courte durée. 4¥

En effet, méme si cette forme galénique présente des avantages non
négligeables, elle présente €galement des inconvénients.

Tout d’abord le cofit d’industrialisation de ces formes unidoses reste ¢levé et
leur manipulation semblerait, selon la littérature, peu aisée pour les
personnes agees mais aucune différence significative avec les flacons
multidoses n’a été mise en évidence lors d’une étude clinique. 77

La fabrication de ces formes unidoses se fait généralement selon un mode de
production appelé « Blow-Fill-Seal Process » ou « Procédé Formage-
Remplissage-Scellage » représenté dans la figure 41.
Ce procédé de fabrication est réalisé en environnement entiérement stérile et
comporte plusieurs étapes 139
- Etape 1 : formation d’un tube extrudé a partir de granulat
- Etape 2 : la mise en forme du conditionnement primaire avec la
fermeture du moule qui soude le fond du récipient. Cette mise en
forme se fait soit par un souffle d’air comprimé soit par le vide
- Etape 3 : Remplissage du récipient
- Etape 4 : Fermeture de la deuxiéme partie du moule et scellement par
le vide de la partie supérieure du récipient a la forme souhaitée
- Etape 5 : Ouverture du moule principal et libération du récipient
Ce procedé, bien que coliteux, permet donc une formation, un remplissage
et un scellement de I’unidose en une seule étape industrielle.
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Figure 41 : Processus de fabrication « Blow-Fill-Seal » (8D

L’impact environnemental des unidoses est €également a prendre en compte.
Un impact qui peut €tre important non seulement du point de vue du volume
de déchets plastiques générés mais €galement au regard de I’impact carbone
engendre par le transport de ces formes qui, a durée de traitement égale,
nécessitent un volume supérieur et donc une multiplication des transports
logistiques vis-a-vis des formes multidoses.

5.2. LES SYSTEMES MULTIDOSES SANS CONSERVATEUR

A la vue des inconvénients de la forme unidose, les laboratoires
pharmaceutiques ont donc cherché des alternatives en format multidose.
Deux grands systemes sont alors développés : un systeme a filtre et un
systeme a valve.

5.2.1.LE SYSTEME AVEC FILTRE : ABAK® (177:182,183)

Paradoxalement, cette solution pionni€re et innovante a €té mise au point par
le laboratoire qui lui-méme avait été le premier a introduire le BAC dans ses
formulations ophtalmiques : les laboratoires Théa.

Apres 10 ans de recherche, ils ont mis au point le premier flacon multidose
sans conservateur appelé ABAK® en référence au « A » privatif de « BAK »
qui est I’abréviation anglaise de BAC.

Ce systeme a subi plusieurs évolutions (figure 42) :
- ABAK® de 1°* génération : apparu en 1989.

Dans ce systeme, le filtre adsorbait le conservateur pour en purifier le
collyre au moment de I’instillation.
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Ce systeme de tampon poreux présentait une limite majeure puisqu’il
pouvait adsorber non seulement le conservateur mais également
partiellement certains principes actifs.

- ABAK® de 2°™ génération : apparu en 1998.
A partir de cette 2°™ génération de flacons, le laboratoire Théa a
supprimé les conservateurs dans la formulation du collyre et utilisé
une membrane anti-microbienne de 0,2 pm de porosité.

Cependant, avec ces technologies, que ce soit de 1¢ ou de 2°™°
genération, le filtre, une fois mouill¢€ par la solution, ne permettait pas
un €change d’air pour compenser la sortie de produit.

Ces flacons devaient donc contenir un récipient ¢lastique déformable
pour compenser ce probléme et permettre les instillations suivantes.
Ce récipient se déformait de facon inappropriée au cours de
I’utilisation et, a la fin, lorsque la quantité de collyre devenait faible,
la pression nécessaire a 1’administration d’une goutte devenait plus
importante, rendant ainsi la manipulation plus difficile.

- ABAK® de 3°™ génération : apparu en 2005
Dans cette derniere génération encore utilisée a I’heure actuelle, la
membrane en polyéther sulfone est a la fois hydrophile comme dans
les générations précédentes mais elle est également rendue en partie
hydrophobe par un traitement de surface permettant ainsi un échange
optimal liquide sortant/air entrant, permettant de s’affranchir du
compartiment ¢lastique déformable.

Grace a ce systtme ABAK® 3™ génération, un seul flacon permet la
délivrance de 300 gouttes stériles parfaitement calibrées sans ajout
nécessaire de conservateur a la formulation.

Les gains apportés par cette nouvelle technologie vont au-dela de
I’affranchissement de conservateur puisque si I’on compare des substituts
lacrymaux en boites unidoses de 36 unités et en flacon ABAK® 3me
genération, on gagne pres de 3 % d’espace lin€aire par la réduction du
volume de conditionnement secondaire, on multiplie par 25 le nombre de
traitements par palette, et on diminue d’autant le nombre de palettes
annuelles nécessaires ainsi que le transport routier associé.

Un flacon d’ ABAK® 3™ génération correspond également a 150 unidoses
et peut €tre utilis€ jusqu’a 2 mois apres ouverture.

Cette technologie présente donc des avantages de colt, de logistique,
d’impact carbone et environnemental non négligeables.
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Membrane
hydrophile/hydrophobe 0,2

Insert avec cartouche
filtrante

Paroi souple en polyéthyléne
basse densité

Réservoir contenant jusqu’a
300 gouttes stériles

| ABAK® 1%¢ génération | | ABAK® 2¢™¢ génération | | ABAK® 3¢me génération |

Figure 42 : Les différentes générations des flacons ABAK® (182

5.2.2. LE SYSTEME A VALVE : COMOD® (77184

Le systtme COMOD® (figure 43) est un systétme dont le nom signifie
COntinuous MOno Dose mis au point par les laboratoires Ursapharm.

Il s’agit d’un autre systeme multidose de technologie différente appelée
technologie AIRLESS.

Dans ce cas, le flacon contient un sac souple sans air, rempli de solution avec
un équilibre permanent entre la pression a I’intérieur du sac et celle dans
I’espace entre le sac et la paroi du flacon.

L’instillation induit une baisse de pression a I’intérieure du sac qui s’effondre
alors sur lui-méme en empéchant I’entrée de micro-organismes.

Il n’y a donc aucun contact entre 1’air ambiant et la solution du flacon et
I’équilibre des pressions se fait par expansion de I’air sous pression contenu
entre le sac et la paroi et non par un apport d’air extérieur.

La gestuelle d’instillation est différente des flacons multidoses classiques ou
du systétme ABAK® évoqué précédemment pour lesquels il est nécessaire
d’effectuer une pression sur la paroi extérieure du flacon qui se doit d’étre
suffisamment souple.

Dans le cas du systtme COMOD®, le patient va effectuer une pression avec
son index sur la base du flacon composé grossierement de deux parties et
dont cette base rentre dans la partie supérieure a la maniere d’un piston,
permettant ainsi I’ouverture treés breve des deux points de scellements (une
valve a bille dans la partie basse et une valve en piston dans la partie haute).
Une goutte calibrée est ainsi libérée sans aucun risque de reflux et donc de
contamination de la solution contenue dans le sac.
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La duré¢e d’utilisation de ce type de flacon est de 6 mois apres ouverture et
un flacon COMOD® peut délivrer jusqu’a 300 gouttes.
Les avantages attendus sont donc comparables a ceux du systétme ABAK®,

I Valve supérieure en piston

Partie supérieure du flacon

Valve inférieure a bille

Solution contenue dans un
sac souple sans air

Espace sac/paroi avec air
sous pression

Partie inférieure du flacon

Figure 43 : Le flacon COMOD® (85

5.3. LES SYSTEMES DE CONSERVATION ALTERNATIFS AUX
CONSERVATEURS CLASSIQUES

Une autre alternative a 1’utilisation des conservateurs dans les collyres
autrement que par une technologie nécessitant une recherche longue et
coliteuse et devant €tre protégée par de multiples brevets, sera de faire appel
a des systemes de conservation alternatifs aux conservateurs classiques.
Nous développerons donc un systéme en phase de développement (Pylote®)
et des systémes déja existants sur le marché tel que Polyquad® et les
complexes oxydants (Sofzia®, Purite® et GenAqua®).

5.3.1. LE SYSTEME PYLOTE® “0.186.187)

Une société toulousaine a recu en 2016 le Pharmapack Awards dans la
catégorie « protection du patient » pour cette innovation.

La société Pylote a donc mis au point un nouveau systeme de conservation
bas¢ sur l'utilisation de nano ou microparticules minérales sphériques
desagglomérées et intégrées a I’emballage primaire de la spécialite.

Cette nouvelle technologie appelée Pyclear Protection® permettrait de
supprimer |’utilisation des conservateurs en intégrant des microspheres
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minérales a I’emballage sans en modifier I’aspect, ’'usage ou les processus
de fabrications associés.

Les microspheres contenues dans le plastique vont par réaction catalytique
avec les solutions aqueuses libérer les dérives réactifs permettant ainsi leur
action antimicrobienne.

De par son intégration dans I’emballage plastique lui-méme, le systeme
Pyclear Protection® permettrait de maintenir une hygiéne microbiologique
non seulement pour la solution contenue a I’intérieur du flacon mais
également a I’extérieur au niveau de la canule de sortie du produit,
permettant ainsi que 100 % des gouttes delivrées soit préservées.

Selon une étude réalisée par le laboratoire, cette technologie permettrait de
réduire une contamination microbienne de facon trées importante
comparativement a une surface plastique classique :

- D’approximativement log de 5,2 en UFC a log de 2,8 pour
I’Adénovirus de type 3 qui est un virus responsable de nombreuses
conjonctivites virales.

- De quasiment faire disparaitre les contaminations a Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa

Vis-a-vis de I’alternative que représentent les unidoses cette technologie
aurait un impact environnemental largement inférieur puisque le poids de
plastique nécessaire a un méme traitement peut étre réduit jusqu’a 18 fois.

5.3.2. LE SYSTEME POLYQUAD® 7

Ce systeme également appelé polyquaternium-1 (voir figure 44) est a
rapprocher de la famille des ammonium quaternaires dans laquelle on
pourrait le classer.

Polyquad® ne posséde cependant pas d’activité détergente et présente un
profil toxicologique beaucoup plus favorable. Il s’agit d’une molécule de
grande taille ne pénétrant pas dans les cellules eucaryotes, ce qui expliquerait
en partie sa toxicité moins importante.

Son efficacité antimicrobienne est similaire a celle du BAC et ceci méme a
faible concentration. (3%

Il est en effet utilisé a une concentration de 1’ordre de 0,001 % qui est un
dosage entre 4 a 20 fois moins ¢leveé que les doses usuelles de BAC.

Il posséde activité antimicrobienne optimale a un pH de 6 a 8 et 37 °C. 1%

En effet, une étude comparative a €t¢é mence sur des rats pour évaluer les
profils toxicologiques du BAC et du polyquaternium-1 a différentes
concentrations (0,1 % et 0,5 %).

Il a été démontre que le BAC altérait de facon significative la surface cornéo-
conjonctivale, ainsi que la production de larmes et qu’il présentait donc un
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profil toxicologique moins favorable que le polyquaternium-1 a forte
concentration. (%

Bien que possédant un profil toxicologique plus favorable, le
polyquaternium-1 peut €¢galement étre impliqué dans le syndrome de 1’ceil
sec, perturber la couche muqueuse du film lacrymal et provoquer des
dommages sur 1’¢pithélium cornéen ou la conjonctive, au méme titre que le
BAC mais dans une moindre mesure. 4°V

Le polyquaternium-1 a été utilis€ a I’origine pour les solutions de traitement
des lentilles de contact car il présente ’avantage de ne pas saturer la lentille
et donc évite une exposition de la cornée a des doses importantes de
conservateurs.

A la vue de tous ces €léments, le polyquaternium-1 peut donc représenter
une alternative viable au BAC mais ne semble pas pour autant étre la solution
ideale.

HO HO

|
HO\/\@N/\/\/@I\{\/\/\N@/\/OH
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Cl- H Crr : H Cl-

OH OH

Figure 44 : Le systtme POLYQUAD® ou polyquaternium-1 @

5.3.3. LES COMPLEXES OXYDANTS
5.3.3.1. Le systéme GenAqua® G719

Egalement appelé perborate de sodium, le systéme GenAqua® et un
conservateur oxydant qui va agir sur les membranes des micro-organismes
et inhiber les enzymes liées. Cette oxydation des membranes va alors altérer
la synthese protéique associée.

En milieux aqueux, le perborate de sodium va se décomposer en eau,
oxygene et peroxyde d’hydrogene (H202), et c’est ce dernier €lément qui va
avoir une action sur les micro-organismes, et notamment Aspergillus niger.
Le peroxyde d’hydrogene est en générale présent a des taux compris entre
30 et 100 ppm ce qui peut provoquer des briilures au niveau oculaire.
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De plus, il existe actuellement tres peu d’informations concernant les effets
du systéme GenAqua® sur la cornée et la conjonctive.

Ce systeme reste donc tres peu utilis€ a I’heure actuelle dans les
formulations.

5.3.3.2. Le systéme SOFZIA® 7188191

Le systtme SOFZIA® n’est pas une molécule a proprement parlé mais un
mélange de plusieurs composés : acide borique, propylene glycol, sorbitol et
chlorure de zinc.

Il s’agit d’un tampon ionique qui est désactivé au contact des cations présents
naturellement dans le film lacrymal et qui représente donc un danger moins
important pour les cellules ¢épithéliales cornéennes ou les cellules
conjonctivales. Ce systeme de conservation va agir en causant des
dommages oxydatifs aboutissant a la mort des bactéries qui ne possedent pas
d’enzyme cytochrome oxydase ou catalase pouvant les protéger.

Ce systeme de conservation a démontré une efficacité sur de nombreux
agents pathogeénes tels que Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans et Aspergillus niger avec
cependant un effet conservateur légérement inférieur aux ammoniums
quaternaires.

Ce systeme de conservation a €té approuveé en 2006 par la FDA mais il n’est
pas autoris¢é en Europe malgré une absence de toxicité apparente sur les
utilisations a long terme.

En effet, une étude comparative a été réalisée entre le BAC et le systeme
SOFZIA® et a démontré que la réduction bactérienne significative
n’intervenait qu’aprés un délai de 7 jours pour le systtme SOFZIA® alors
qu’il était de seulement 6 h pour le BAC. De méme, concernant I’activité
fongicide, le systéme SOFZIA® n’a pu démontrer une efficacité suffisante
contrairement au BAC.

Ce test a été réalisé selon les criteres de la pharmacopée européenne, plus
strictes que les pharmacopées américaine et japonaise, avec des
prélevements a 6 h et 24 h non requis dans les deux autres. Le systéme de
conservation SOFZIA® répond donc aux critéres de deux pharmacopées de
références mais pas a ceux de la pharmacopée européenne d’ou le refus de
son utilisation en Europe. 4%

5.3.3.3. Le systéme PURITE® ¢71%D

Il s’agit d’un systeme oxychloro stabilisé qui est apparu dans le milieu des
années 1990 pour purifier I’eau potable d’ou son appellation « PURITE® ».
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Les complexes oxychlorés sont des petites molécules qui pénétrent
facilement a I’intérieur des membranes et qui vont altérer les fonctions
cellulaires normales en modifiant les lipides, les protéines ou I’ADN. Il va
agir principalement par oxydation du glutathion entrainant une diminution
des défenses cellulaires contre le stress oxydant et altérer ainsi les fonctions
cellulaires. 11 est donc particulierement efficace contre les especes contenant
peu de glutathion comme Staphylococcus aureus.

Ce systeme est un détergent oxydatif a large spectre d’action antimicrobien
méme a une faible concentration de 1I’ordre de 0,005 %.

Le systtme PURITE® a également démontré son efficacité sur des
champignons tel qu’Aspergillus niger.

Ce systeme oxychloro stabilisé présente I’avantage, lorsqu’il est expose a la
lumiere, de se décomposer en ¢léments naturellement présents dans le film
lacrymal tels que le sodium, 1’ion chlorure, I’oxygene et I’eau.

Cette propriété fait de lui un agent de conservation potentiellement mieux
toléré par la surface oculaire.

Il reste cependant peu utilisé a I’heure actuelle en ophtalmologie.

6. CONCLUSION

Nous avons vu dans ce dernier chapitre les caractéristiques principales du
BAC et nous avons évoque sa large utilisation dans de nombreux domaines.
Nous nous sommes plus particulierement intéressés a ses effets sur 1’ceil qui
peut étre touché tant sur des structures superficielles que plus profondes avec
des conséquences qui peuvent s’aveérer graves et irréversibles.
Heureusement, des alternatives au BAC tendent a se développer, que ce soit
par une suppression complete de conservateur ou par [’utilisation de
systemes de conservation avec un profil toxicologique plus favorable.
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CONCLUSION GENERALE

Cette these avait pour objectif de faire un bilan sur les connaissances
relatives a I’impact de 1’utilisation des conservateurs dans les collyres et plus
particulierement du chlorure de benzalkonium.

Tout au long de celle-ci nous avons démontre 1’inévitable nécessité de garder
ces formes pharmaceutiques exemptes de toute contamination microbienne.
Nous avons exposé€ les avantages et les inconvénients des conservateurs
classiquement utilisés et nous nous sommes attardés sur le chlorure de
benzalkonium, conservateur le plus répandu, qui, jusqu’a il y a peu de temps,
¢tait considéré comme étant totalement inoffensif.

Nous avons mis en €évidence, la relative dangerosité des conservateurs lors
des utilisations a long terme et dont le lien de cause a effet est rarement
remarqué tant par les patients que par les professionnels de santé alors que
les conséquences peuvent pourtant s’avérer tres génantes et parfois
irréversibles.

En effet, s’affranchir des conservateurs classiques présente un intérét majeur
pour les personnes utilisant des collyres au long cours car ceux-ci peuvent
compliquer les interventions chirurgicales. Cette utilisation prolongée est
principalement associée a trois grandes pathologies: les allergies
chroniques, la sécheresse oculaire ou le glaucome.

L’incidence dans la population n’est pas négligeable puisque pres de 15 %
des francais de plus de 60 ans souffrent de sécheresse oculaire et 15 a 20 %
de la population mondiale serait sujette aux allergies oculaires. 1%

De méme, en France plus de 10 % des personnes de plus de 70 ans, soit
400 000 a 500 000 personnes seraient atteintes de glaucome. ¥

La suppression des conservateurs classiques dans les collyres ne peut se
faire, en I’état actuel des connaissances, que de deux manieres :

- via une protection mécanique que ce soit par le passage a la forme
unidose ou au travers des innovations technologiques des emballages
primaires

- via I’ajout d’un agent de conservation au profil toxicologique plus
favorable.

La protection mécanique des collyres semble étre la piste les plus
prometteuse a ’heure actuelle pour s’affranchir totalement de la nécessité de
’utilisation de conservateur dans les formules.

Mais ce type de protection, choisie notamment par le laboratoire Théa
(systtme ABAK®) et le laboratoire Ursapharm (systtme COMOD®), fait
souvent appel a de nouvelles technologies nécessitant de lourds
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investissements tant sur le plan financier que temporel et qui, dans le
contexte actuel, doivent prendre en compte non seulement le bien étre du
patient mais également des criteres plus larges comme [’impact
environnemental.

Comme nous avons pu le voir, le passage a la forme unidose ne constitue pas
non plus une réponse automatiquement envisageable que ce soit pour des
raisons de formulation, de colt ou encore pour les questions
environnementales que nous avons évoquées.

D’autres grands laboratoires ont fait le choix de développer des systemes de
conservation alternatifs aux conservateurs classiques comme Alcon avec
Polyquad®, Novartis avec GenAqua® ou SOFZIA® et Allergan avec
PURITE®.

Cette stratégie présente 1’avantage non négligeable de ne pas perturber le
patient dans ses habitudes, ce qui peut favoriser une meilleure observance du
traitement.

Quelle que soit la stratégie adoptée, on constate clairement une disparition
progressive des conservateurs dans les collyres les plus utilisés de fagon
chronique.

L’argument du « sans conservateur », que ce soit pour répondre a la tendance
actuelle ou pour apporter une véritable réponse aux problemes causés par les
conservateurs classiques, s’inscrit désormais dans la stratégie commerciale
des laboratoires.

Alors que faut-il répondre a un patient se présentant au comptoir avec des
inquiétudes sur ’utilisation d’un collyre contenant ou non un conservateur ?
Il est important de garder a I’esprit qu’il n’y a pas une seule et unique réponse
a la question : « avec ou sans conservateur ? »

Chaque cas est unique et doit étre ¢tudi€¢ en fonction du rapport
bénéfice/risque prenant en compte des critéres multiples comme les facteurs
de risques, la durée ou la chronicité du traitement afin de proposer au patient
la forme la plus adaptée.
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ANNEXE 1

Tableau périodique des éléments (1%
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ANNEXE 2

Méthodologie du test d’efficacité de la conservation microbienne ®
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Les essais sont généralement effectues a I’aide de souches uniques.

On va, dans un premier temps, comme pour la détermination de la
CMI/CMB, préparer un inoculum.

On procede par ensemencement a partir d’une culture mere de
microorganisme de la surface d’un milieu gélosé aux peptones de caséine et
de soja pour les bactéries ou d’un milieu Sabouraud dextrosé-gélosé sans
addition d’antibiotiques pour les champignons.

On va ensuite incuber la culture selon des parametres de température et de
temps qui différent selon le microorganisme a étudier.

En générale, on procede a une incubation a 30-35 °C pendant 18 a 24 h.
Pour certaines souches difficiles a cultiver, il sera parfois nécessaire de
procéder a des subcultures a savoir un repiquage et une remise en culture
pour obtenir un microorganisme dans son ¢€tat optimal. Cependant, la
pharmacopée recommande de limiter au maximum le nombre de repiquage.
On procéde ensuite a la récolte et 4 la mise en suspension d’environ 10%
microorganismes.

Ces suspensions doivent étre utilisées immédiatement.

On préleve alors un échantillon approprié et on procede au dénombrement
afin de déterminer le nombre d’unités formant colonie dans I’inoculum
initial.

Il est important de noter que le milieu gélosé utilise pour ce dénombrement
initial ou les dénombrements suivants devra étre le méme que celui utilisé
pour la culture initiale du microorganisme.

Dans un second temps, on va procéder a I’ensemencement ou a la
contamination du produit & étudier avec un inoculum de 10° a 10°
microorganismes dont le volume ne dépasse pas 1 % du volume total du
produit.

On homogénéise par mélange puis on maintient le produit a une température
de 20-25 °C a I’abri de la lumiere et on procede aux prélevements selon les
intervalles de te temps appropriés.

Enfin, on procede au dénombrement du nombre de microorganismes viables
dans les différents prélevements aux différents intervalles de temps.

On les compare ensuite a I’inoculum initiale afin de déterminer si les critéres
d’acceptations sont respectes.
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ANNEXE 3

Rappels de chimie organique
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Sel : Composé ionique constitu¢ d’anions et de cations formant au final un
produit neutre sans charge nette.

Groupement Alkyle : issus d’un alcane qui est un hydrocarbure saturé
composé¢ d’atomes de carbone liés par liaisons simples a un nombre maximal
d’atome d’hydrogene (exemple : méthyl, éthyl, propyl...).

Dans le groupement alkyle, I’alcane a perdu un atome d’hydrogene.

Groupement Aryle : issus d’un aréne qui est un hydrocarbure aromatique,
c’est-a-dire un hydrocarbure possédant un cycle ayant une alternance de
liaisons simples et doubles respectant la regle d’aromaticite.

Composé halogéné : 1l s’agit d’un compose portant un groupe halogene qui
sont des éléments de la 17°™ colonne du tableau périodique type Fluor,
Chlore, Brome ou lode. L’Astate et le Tennesse étant trés radioactifs et
synthétique pour le dernier, ils ne sont pas a prendre en compte dans cette
famille d’éléments chimique.

Famille d’éléments chimique : regroupements d’éléments chimiques en
fonction des propriétés physico chimique des corps simples a I’état standard.

Composé organométalliqgue : composé possédant au moins une liaison
covalente entre un atome de carbone et un métal.

Composé organique et inorganique : sauf exceptions, les composés
organiques sont des composés possédant généralement un atome de carbone
par opposition aux composés inorganiques qui en général ne possedent pas
d’atome de carbone mais un ou plusieurs atomes métalliques dans leur
structure.

Groupement alcoxy : €galement appelé alcoxyle, il s’agit d’un groupement
compose¢ d’un alkyle li¢ a un atome d’oxygene.
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