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Chapitre 1 Géneéralités sur la vectorisation des médicaments

L’adressage des molécules thérapeutiques vers 1’organe, le tissu ou la cellule malade
constitue aujourd’hui un défi majeur pour le traitement des maladies humaines, notamment
infectieuses, cancéreuses ou d’origine génétique. Dés le début du vingtiéme siécle, le savant
Paul Ehrlich révait déja du « magic bullet» susceptible d’acheminer un médicament de
maniére spécifique vers son site d’action. Le réve de Paul Ehrlich est aujourd’hui proche de
la réalité grace au développement des nanotechnologies qui ont permis de proposer le concept
de vectorisation des médicaments (Couvreur, 2010).

1. La vectorisation des médicaments: Définition et objectifs

La vectorisation est un phénomeéne qui consiste & administrer des médicaments directement
a la cellule malade afin d’éviter le fait de subir 1’action de ce médicament a toutes les cellules
du corps humain (Gutierrez et al.,, 2006). Elle correspond au transport des molécules actives
jusqu’a leur cible biologique. Cette technique permet de cibler les traitements mais aussi de
réduire les concentrations au niveau des organes cibles et donc aussi réduire la toxicité de
certain médicament tel les anticancéreux (Shi et al., 2010). La vectorisation des médicaments
a pour but de:

= Permettre la distribution de molécules actives uniquement au site d’action sans
affecter les tissus sains comme les spécialités Ambisome® ou Daunoxone®, utilisées
dans le traitement des tumeurs cancéreuses.

= Faciliter le franchissement de certaines barriéres physiologiques comme la barriére
hémato-encéphalique, et de certains types de cellules.

»  Administrer des médicaments par 1’autres voies que la voie traditionnelle, par exemple
I’administration de I’insuline par voie orale au lieu de la voie sous cutanée (Couvreur,
1985).

= La protection éventuelle du principe actif contre son inactivation prématurée
(Couvreur, 1985).Certaines molécules biologiquement actives sont physico-
chimiquement et/ou biochimiquement instable dans I’environnement biologique (ph,
enzymes, protéines). Leur encapsulation dans des nanoparticules permet une
protection contre 1’inactivation chimique, enzymatique ou immunologique. Ainsi, les
caractéristiques pharmacocinétiques du médicament sont optimisées. Ceci est
particuliérement intéressant pour les principes actifs a faible durée de vie in vivo (Wu,
2007).

» L’augmentation de la pénétration cellulaire ou intracellulaire de principe actif
inaccessible par simple diffusion (Couvreur, 1985).

»  Améliorer la cinétique des principes actifs dans 1’organisme pour qu’ils ne soient pas
trop vite éliminés.

























Chapitre 1 Généralités sur la vectorisation des médicaments

2.5.3.1. Polyméres naturels

Les polyméres naturels sont de deux types, les protéines (albumine, gélatine) (Weber
et al., 2000), et les polysaccharides (Dextrane, Alginate, Chitosane, cellulose) (Hovgaard et
Brondsed, 1995 ; Mitra et al, 2001). Les polysaccharides sont les plus utilisés pour constituer
la couche hydrophile des particules. Ils présentent, pour la plupart, une biocompatibilité
satisfaisante, et ils sont parfois biodégradables. HIs sont extrémement hydrophiles, et de
nombreux polysaccharides peuvent entrer dans des cycles de dégradation par la cellule et/ou
le tissu, ce qui est un avantage prépondérant dans ’interface vivant/matériaux. De plus,
comme ils sont constitués de sous-unités saccharidiques (type galactose, glucose ou dérivé
acide ou N-acétylé...), leurs produits de dégradation sont facilement éliminés, voire assimilés
par I’organisme. Par ailleurs, ce sont des polymeres dont I’origine est bien connue et depuis
longtemps, ce qui a permis de mettre en ceuvre de nombreux procédés d’extraction avec un
fort taux de rendement (exemple, I’alginate des algues brunes ou le hyaluronate du cartilage
de requins...) (Wu, 2007). Les principaux polysaccharides utilisés pour constituer la couche
hydrophile des vecteurs « furtifs » sont les suivants:

a. Chitosane

Le chitosane (figure 5) est un copolymére linéaire constitué d’unités de glucosamine et de N-
acétyl glucosamine. Il est obtenu par désacétylation de la chitine, polysaccharide treés
abondant sur terre, et qui se trouve principalement dans les carapaces des
crustacées et dans certains champignons (Thanou et Junginger, 2004). Les propriétés du
chitosane dépandent de son degré d’acétylation (DA). Il n’est soluble qu’a pH compris entre 2
et 6 lorsque le DA est inferieur a 25 % ; quand le DA est proche de 50%, il devient soluble
quel que soit le pH : par contre si le DA devien supérieur a 60%, il est complétement
insoluble dans I’eau pour des pH > 6 a cause de la formation de liaisons hydrogéne (Domard,
2001). La masse molaire est un autre paramétre influengant la solubilité du chitosane en
milieu aqueux : la solubilité augmente lorsque la masse molaire diminue.Ceci est également
du a la formation de liaisons hydrogéne avec 1’eau (Anthonsen et al.,, 1993). Le chitosane est
un polymére cationique qui est plus ou moins chargé positivement selon le pH de
I’environnement. Il est donc capable de s’adsorber a la surface de muqueuses (structure
anionique) par interaction ionique (Grabovac et al., 2005). Ceci permet d’augmenter le temps
de résidence du principe actif dans 1’organe concerné. Les micro/nanoparticules de chitosane
ont été proposées comme vecteur de médicament pour les traitement anti-inflamatoires du
colon (Andreas et Hand, 2004).

Figure 5. Structure chimique de chitosane (Wu, 2007).
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Ils sont largement étudiés du fait de leur biocompatibilité, leur (bio)dégradabilité contrdlée, de
la faible toxicité des sous-produits de dégradation et de leur aptitude a libérer de fagon
contrdlée de macromolécules biologiques, tell que les protéines (Wang et Wu, 1998). Leur
dégradation se fait par hydrolyse dans un délai allant de quelque heure a quelque mois selon
la masse molaire, la morphologie et le rapport surface sur volume du polymére. La
dégradation produit de 1’acide lactique et I’acide glycolique qui sont des métabolites naturels
de ’organisme, in fine ces métabolites sont transformés en CO2 et eau. Par ailleurs, la
cinétique de dégradation des PLGA peut étre contrdlée par leur composition, c’est -a-dire par
le taux de lactide par rapport a celui de glycoside (Lin et al, 2000). Dans le cas de
microsphéres de PLGA, la vitesse de dégradation augmente avec la proportion d’unité
glycolique (Blanco et al., 2007; Kocbek et al., 2007). Ces molécules notamment utilisés pour
encapsuler des anticorps (Cirstoiu et al, 2007) et des agents anticancéreux (Zhang, 2007).

La poly ( e-caprolactone)(PCL) est également un polyester aliphatique. Elle est obtenue par la
polymérisation par ouverture de cycle de 1’s-caprolactone. La PCL est plus hydrophobe que
les polyméres précédents et subit une dégradation lente in vivo (1 a 2 ans) en présence de
lipase. Les microcapsules de PCL peuvent étre utilisées comme vecteurs de vaccins (Jamees
etal., 1997).

b. Deérivés du type méthacrylate

Le poly(méthyl-méthacrylate) (PMMA) est synthétisé a partir du méthacrylate de méthyle
(MMA) par polymérisation radicalaire (Figure 9) amorcée par irradiation UV, ou par
amorg¢age chimique (peroxodisulfate de potassium ou d’ammonium) (Berg et al., 1986).

~CH; LCHa
o Polymérisaion AHC—C
HaC N radicalaire Ve C\f r
=0 =0
o"\ o
CH:IJ CH3

Figure 9. Mécanisme de la polymérisation radicalaire du MMA (Wu, 2007).

Il permet d’encapsuler des principes actifs hydrophiles (daunorubicine, doxorubicine,
bromure d’éthidium) mais aussi hydrophiles comme des antigénes (Kreuter et Liehl , 1981).
Dans ce cas, ces derniers sont adsorbés a la surface des nanoparticules. Cependant, le PMMA
est un polymeére non biodégradable, ce qui peut aboutir & une toxicité par accumulation au
niveau de certains compartiments in vivo. C’est pour pallier ce probleme que les
nanoparticules de PACA ont été développées (Couvreur et al., 1979).

c. Les poly (alkyl cyanoacrylate)

Les poly(alkyl-cyanoacrylate)s (PACA)s sont des polymeres non toxiques, non immunogenes
et bioéliminables. Ils sont généralement synthétisés a partir des alkylcyanoacrylates (ACA)s
par polymérisation anionique en milieu acide. Les nanoparticules & base de PACA recouvertes
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par une couche hydrophile sont souvent utilisées pour encapsules des principes actifs en
chimiothérapie du cancer (Chauvierre et al., 2004)

Les PACAs se dégradent principalement par hydrolyse de la liaison ester de la chaine alkyle.
La dégradation produit un alcool et le poly(acide cyanoacrylique) (Lenaerts et a/.,1984). Ces
composés sont soluble dans I’eau, et éliminés in vivo par le rein a condition que leur masse
molaire ne soit pas trop élevés. Les PACAs se dépolymérisent probablement in vivo, ce qui
conduit & la formation d’un polymeére de masse molaire plus faible que la masse molaire
initiale (Robello et al., 1999 ; Vautier et al., 2003).

d. Poly (oxyde d’éthyléne)

Le poly(oxyde d’éthyléne) (POE), est un polymeére synthétique liniére obtenu par
polymérisation anionique de 1’oxyde d’éthyléne. Il est largement utilisé pour la modification
de surface de particules en raison de certaines de ces propriétes telles que 1’hydrosolubilité, 1a
flexibilité, la biocompatibilité, et ’absence de toxicité. Cependant, il ne peut étre bioéliminé
lorsque sa masse molaire est supérieure a 20 000 g/mol (Lee et al., 1995). Donc, seuls les
POE de masse molaire peu élevée (< 20 000 g/mol) peuvent étre utilisés pour les applications
biomédicales. Le greffage de chaines de POE a la surface de particules est une méthode
fréquemment utilisée pour la modification des surfaces hydrophobes (Vila et al,, 2002 ; Chan
et al., 2007).

2.6. Biocompatibilité des vecteurs

Etant donné le caractére exogéne des nanoparticules injectées par voie intraveineuse,
celles-ci doivent subir divers tests de toxicité avant de pouvoir étre utilisées. Notamment, il
faut vérifier que ces matériaux ne sont pas susceptibles d’interagir avec le sang et qu’ils
n’induisent pas d’effets thrombogénes ou immunogenes. Par exemple, des ferrofluides
ioniques de magnétite et de maghémite stabilisés ou non par des tartrates, injectés par voie
intraveineuse dans des souris, se sont avérés hautement toxiques.Ces dispersions ont engendré
des réactions inflammatoires séveres, des morts cellulaires et se sont révélées mutagenes
(Lacava et al., 1999).

Afin d’éviter cette déconvenue, le choix initial des matériaux et notamment des
macromolécules utilisées dans la fabrication des vecteurs et des agents de contraste doit étre
fait en prenant soin de vérifier leur hémocompatibilité.

Des tests de cytotoxicité in vitro doivent aussi étre envisagés pour vérifier I’inertie des
particules vis-a-vis des cellules et particuliérement par rapport aux cellules endothéliales,
situées a I’interface entre le sang circulant et le tissu vasculaire, qui jouent un role clef dans
les mécanismes de coagulation du sang (Chouly, 1993).
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Les microparticules
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3. Encapsulation et cinétique de libération

Les microparticules contiennent de maniére trés variable entre 1 et 90% en masse de
matiére active. Les taux d’encapsulation déterminés par CLHP ou spectrophotométrie sont
généralement plus ¢€levés au sein des réservoirs formés par les microcapsules.
En effet, une dispersion moléculaire de matiere active encapsulée ne se libérera pas de la
méme manieére que des cristaux et n’aura pas non plus la méme stabilité au sein du systéme
(Aiache et al., 2007).

En fonction de I’application visée, les microparticules sont congues pour libérer I’espéce, soit
de maniére déclenchée, soit de maniére continue. Les systémes a libération déclenchée sont
généralement des microcapsules formées d’une membrane de faible perméabilité, qui vont
libérer brutalement leur contenu par éclatement de cette membrane. La rupture est alors
déclanchée, soit par une pression (mécanique ou osmotique), une variation de température,
une variation de pH ou encore la dégradation enzymatique de la membrane. Les systéme a
libération continue sont majoritairement des microsphéres (Figure 11). Les mécanismes mis
en jeu sont, soit la diffusion de I’espéce a travers la matrice, soit la dégradation (érosion) ou
dissolution de la matrice ou encore un couplage des deux (Shah et al., 1992).

Libération déclenchée (Alicrocaps )
Ruprure . A
Y
-\ E
—» -. e o
S
-
I
Temps
Libération contii (QMicrosphére)
Diffusion o1
=
f—-_‘:
==
-
»
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"2
- Ey
:H A
»
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Figure 11. Représentation schématique des différents modes de relargage des
microparticules et allure des cinétiques de relargage (Kreuter, 1994).

Les profils de la figure 2 donnent une allure générale des différents modes de relargage des
microparticules (Kreuter, 1994). Cependant, les cinétiques de libération de I’espéce
encapsulée sont avant tout déterminées par les caractéristiques physicochimiques du systéme.
Ces caractéristiques physicochimiques sont fonction du type de polymeére ou de lipide utilisé
mais aussi du processus de fabrication. Plus de 200 types de formulation sont actuellement
citées dans la littérature et chacune d’elle influence ’arrangement de la microparticule mais
aussi son taux d’encapsulation (Couvreur et al., 1995; Pinto Reis et al., 2006). Défini comme
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le rapport entre la masse de matiére active sur la masse totale de la microparticule, le taux
d’encapsulation peut étre élevé dans les microcapsules, de 1’ordre de 85 & 90%. Dans le cas
des microsphéres, il reste relativement faible de I’ordre de 20 & 35% (Kreuter, 1994).

Les principaux parameétres qui gouvernent les propriétés d’encapsulation de ces systémes
sont:

» Les paramétre externes tels que la température, le pH, la présence d’enzyme dans le
milieu continu pouvant dégrader la particule, I’humidité (Sauer et al, 2001;
Lamprecht et al., 2004; Gao et al., 2005)

» Les paramétres intrinséques 3 la phase interne tels que la solubilité de 1’espéce, sa
température d’ébullition et de fusion (Sansdrap et al., 1993).

® Les paramétres intrinseques & la matrice ou a la membrane tels que la taille de la
particule ( Berkland et al, 2002 ; Berkland et al, 2003 ; Siepmann et al., 2004),
I’épaisseur de la membrane, la structure chimique du polymére, sa masse moléculaire
(Capan et al., 1999), sa cristallinité et sa porosité (Klose et al., 2006).

4. Les différents procédés de microencapsulation

Les microparticules peut étre obtenues de plusieurs fagons, suivant les caractéristiques du
polymére, du principe actif, du site d’action du principe actif et de la durée envisagée de
I’action thérapeutique (Giraud, 2002; Park et al., 2005). On distinguera trois grandes familles
de procédés d’obtention: Procédé physico-chimique, procédé chimique et procédé
mécanique (tableau 2).

Tableau 2. Classification des procédés de microencapsulation (Dieuleveult-Courage,

1990)
Procédé Techniques Quelques exemples de polymeéres
d’encapsulation
Gélatine ; méthylcellulose ; pectine; alcool polyvinylique ;
Coacervation simple | acétophtalate de sodium
Gélatine/gomme arabique ; gélatine/acide polyacrylique ;
Coacervation gélatine/alginate de sodium
Physico- complexe
chimique
Hot-melt ou fusion | Cire de carnauba
du matériau support
Poly(acide lactique) ; poly(acide
Evaporation de | glycolique) ;polystyréne ;poly(méthacrylate de méthyle);
solvant éthylcellulose ; copolymere(acide lastique/acide
glycolique)....
chimiques | Polymeérisation Polyamides ; polyesters ; polyuréthanes ; polyurée
interfaciale
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secondaire. On prépare 1’émulsion secondaire en se servant d’une phase continue de méme
nature que celle du produit actif. Cette émulsion est dite complexe, par exemple eau dans
huile dans eau (E/H/E) si le principe actif est hydrophile. Apres diffusion et évaporation du
solvant du polymére, on obtient dans ce cas un systéme réservoir. Lors de la formation de
I’émulsin secondaire, si la membrane liquide de solution de polymére n’est pas continue et
étanche. Il y a une fuite du principe actif qui est soluble dans la phase continue. D’autre part,
la membrane formée étant poreuse, il ne faut pas que I’opération dure trop longtemps car le
rendement d’encapsulation peut diminuer si la cinétique de relargage du produit est
suffisamment rapide (Bryjes, 1996).

Solvant Y Solvant X
+principe actif + polymére
Phase dispersée Phase continue

\/

Emulsion
Primaire Solvant Y
Phase dispersée Phase continue

v

Emulsion secondaire
(émulsion complexe)

Diffusion et évaporation
du solvant X

Microcapsules

Figure 14. Schéma du procédé de microencapsulation par évaporation de solvant pour
principe actif non soluble dans la solution de polymére (Bryjes, 1996).

4.2. Procédés chimiques
4.2.1 Encapsulation par polymérisation interfaciale

Cette technique, qui est la plus récente, combine une émulsion eau dans huile (E/H) ou
huile dans eau (H/E) et une réactin chimique entre deux réactifs a I’interface de la phase
continue et de la phase disperser. La phase & disperser contient un solvant, un principe actif et
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Chapitre 3 Les nanoparticules

physico-chimiques désirées. Le choix de la méthode dépend essentiellement des propriétés du
principe actif (solubilité, coefficient de partage) et du matériau encapsulant (polymére ou
monomere) ainsi que des propriétés souhaitées pour les particules. Pour le matériau
encapsulant, le choix est déterminé principalement par des critéres comme la biocompatibilité,
la biodégradation, la voie d’administration et le profil de libération de principe actif (Hans,
2002; Wissing et al., 2004).

Les méthodes de préparation des nanoparticules polymeéres sont basées soit sur des
mécanismes de polymérisation de monomeéres soit sur I'utilisation de polyméres préformés.
Les méthodes de préparation des nanoparticules lipidiques peuvent nécessiter quant a elles la
mise en ceuvre de méthodes spécifiques (Hans, 2002; Wissing et al., 2004).

3.1. Méthodes de préparation par dispersion de polymeéres préformés
3.1.1. L’émulsion-évaporation de solvant

Cette méthode est adaptée de celle permettant de produire des microparticules (chapitre
2). Le polymeére synthétique et le principe actif sont dissous dans une phase organique non
miscible a ’eau. La solution ainsi obtenue est dispersée dans 1’eau pour former une émulsion
grossiére. L’émulsion est ensuite traitée pour obtenir des goutteleties plus fines
(homogénéisateurs, ultrasons). I.’élimination de la phase organique volatile sous I’effet de la
chaleur, du vide ou encore sous 1’action combinée des deux conduits a I’obtention des
nanosphéres : chaque gouttelette de 1’émulsion donne naissance a une nanoparticule apres
évaporation de la phase organique (Aiache et al., 2007) (figure 28).

La technique d’emulsification-évaporation permet de produire des particules dont la taille
dépend des conditions de I’étape d’homogénéisation et de réduction de taille. Elle est adaptée
aux principes actifs lipophiles. Les PA hydrophiles qui diffusent vers la phase externe pendant
I’emulsification ne sont donc pas piégés dans les particules (Aiache et al., 2007).

AT
Polymeére + Principe actife —— et/a
solvant volatil non miscible & I u AP .
Teou | . Nanosphéres
o m— — —
Emulsion H/E évaporation du solvant

Eau+ stabihsant

Figure 28. Schéma illustrant le principe du procédé de préparation des nano- ou
microparticules par "émulsion-évaporation de solvant" (diache et al., 2007).
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3.1.2. Le déplacement de solvant ou « la nanoprécipitation »

Dans cette méthode, le principe actif et le polymére sont dissous dans un solvant
semipolaire miscible a 1’eau, comme 1’acétone ou 1I’éthanol. Cette solution est alors injectée
dans une solution aqueuse contenant un stabilisant sous une agitation magnétique (figure 29).
Les nanoparticules sont formées instantanément par une diffusion rapide du solvant dans la
phase aqueuse. Enfin, le solvant organique et une partie de 1’eau sont évaporés sous pression
réduite pour obtenir une suspension concentrée des nanosphéres (Fessi ef al, 1992).
L’addition d’une substance huileuse a la phase organique en faible quantité permet d’obtenir
des nanocapsules (Fessi ef al., 1991).

(2]
aporation du solvant
€
Injectionde la T T T T T T |
phase organique
dans la phase [ema— ">
aqueuse
/

Suspension de Suspension
nanosphéres concentrée de
(nanocapsules) nanoparticules

Figure 29. Schéma illustrant le principe de la nanoprécipitation (Diab, 2009).
3.1.3. La désolvatation ou « Salting-out »

Contrairement au précédent, le procédé de salting out passe par une étape
d’émulsification préalablement a la production de nanoparticules. Le polymére et le principe
actif sont dissous dans un solvant organique miscible a 1’eau, généralement 1’acétone. Une
émulsion huile/eau est obtenue en ajoutant, sous agitation mécanique vigoureuse (de type
rotor stator), la solution organique dans une solution aqueuse saturée en électrolyte (chlorure
de magnésium la plupart du temps) et contenant un stabilisant. La saturation de la solution
aqueuse empéche la diffusion de 1’acétone et permet I’obtention d’une émulsion. L’émulsion
est ensuite diluée par une quantité suffisante d’eau afin de provoquer la diffusion de 1’acétone
vers la phase aqueuse et la formation des nanosphéres par agrégation du polymere (Figure30)
(Aiache et al., 2007).

@ i @ @D
Emulsification Dilutionet formation Suspension
(rotor stator) des nanosphéres purifice et

concentrée de
nanosphéres
-
. —I P Cen'rr'if(fga'rion/ l l
= == lavages
o ou filtration

Figure 30. Schéma illustrant le principe de préparation des nanoparticules par Salting-out
(Aiache et al., 2007)
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3.1.4. L’émulsion-diffusion

Ce procede est base sur I'utilisation d’un solvant semi-miscible a ’eau, ce qui permet
d’éviter I'utilisation des sels et les étapes de lavage intensif. Il comporte plusieurs étapes.
Tout d’abord, la saturation mutuelle des deux solvants ; le solvant semi-miscible a 1’eau
comme |’acétate d’éthyle et I’eau. Ensuite, le polymere et le principe actif sont dissous dans le
solvant semi-miscible sature en eau. Un agent tensioactif est dissous dans 1’eau saturée en
solvant. Une émulsion (huile/eau) est préparée en ajoutant la phase organique dans la phase
aqueuse sous agitation mécanique. L’addition suivante de I’eau au systéme entraine la
diffusion du solvant semi-miscible 4 I’eau dans la phase externe et la formation des
nanoparticules. Enfin, ’acétate d’éthyle et une partie de 1’eau seront élimines pour obtenir une
suspension concentrée de nanoparticules (figure 31) (Diab, 2009).

IR
Eau
[ — | | —
e e VE. . &
Saturation Emulsion Dilutionet Evaporation Suspension
H/E formationdes ou filtration Concentrée
NS ou NC NS ou NC

Figure 31. Les différentes étapes lors de la nanoencapsulation par émulsion-diffusion de
solvant (Aiache et al., 2007).

3.2. Méthodes de préparation par polymérisation

Il y a deux grandes approches pour la préparation des nanoparticules par polymérisation
in situ : lorsque le monomere a polymériser est émulsionné dans un non solvant, on parle de
polymérisation en émulsion; dans le cas ou le monomere est dissous dans un solvant qui se
comporte comme un non-solvant du polymeére a obtenir, on parle de polymérisation en
dispersion.

3.2.1. La polymérisation en émulsion

Ce procédé consiste & émulsifier un monomere insoluble ou partiellement soluble dans
le milieu de polymérisation, en utilisant un agent tensioactif. Le monomeére est alors présent
dans le mélange sous forme de gouttelettes et/ou sous forme de micelles, selon la
concentration de 1’agent tensioactif. L’induction de la polymérisation se fait par des initiateurs
physiques (irradiation), soit a I’aide d’un compose chimique, dit amorceur, ajouté au milieu
réactionnel. L’amorceur étant soluble dans 1’eau, et non soluble dans le monomére, va activer
les monomeéres dispersés. Ces derniers réagissent en donnant des oligomeéres sur lesquels
s’adsorberont soit les molécules de tensioactif soit les monomeres dispersent. Ainsi, on assiste
a la formation de nucléé stables, qui deviennent le lieu principal de la polymérisation par

36



Chapitre 3 Les nanoparticules

adsorption de nmouvelles oligoméres et monoméres du milieu, pour donner naissance a des
particules polymériques. Les particules croissent jusqu’a la consommation totale du
monomere (Diab, 2009).

3.2.2. La polymérisation en dispersion

Ce procédé est basé sur la nucléation en phase continue aqueuse. Il consiste a dissoudre
le monomeére et le principe actif (qui sont hydrophiles) dans la phase continue. La
polymérisation est amorcée par irradiation ou a I’aide d’un amorceur chimique, ce qui conduit
a la formation d’oligomeéres. Ces derniers, lorsqu’elles atteignent une taille critique, elles
précipitent pour former des particules primaires stabilisées par les molécules du tensioactif
non ionique ajouté¢ au milieu aqueux. Enfin, ces particules fusionnent pour former des
nanoparticules (figure 32).

1) Solution initiale homogene 2y Déecomposition de Finitiatewur
Reaction des radicaux avec
le monome
—- na
n
e
4 -
n i 1 na
3) Précipitation des coligomeres 4) Adsorption du monomere
Formation de nucleus stables Captute des olicgomeéres formes
N -
%}
[
m T t
-

surfactant oA T mMmonomere

— : caosurfactant : oligomére en croissancs
- ou chaine de poiymers
] o initlateur
- : radical

Figure 32. Le mécanisme de la polymérisation en dispersion (Diab, 2009).
3.2.3. La polymérisation en microémulsion-inverse « polymérisation micellaire »

Ce procédé consiste a dissoudre le principe actif hydrophile dans un petit volume d’eau
ou d’un solvant organique hydrophile (méthanol). Cette solution est émulsifiée dans un
solvant organique hydrophobe (hexane, cyclohexane, chloroforme) contenant des grandes
quantités d’un agent tensioactif pour former des micelles aqueuses. Un monomere hydrophile
est directement ajouté au mélange sous agitation continue. Ce dernier diffuse alors, & travers
la phase organique vers I’intérieur de micelles, considérées comme le lieu principal de la
polymérisation. La polymérisation est initiée par un amorceur physique ou chimique. Les
oligoméres formées conduisent a la formation des nanoparticules d’une faible taille (Diab,
2009).
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avant de les homogénéiser dans les mémes conditions que précédemment (Aiache et al.,
2007).

Des techniques de préparation a partir d’un systeme de microémulsification formé a chaud et
dispers¢ dans 1’eau froide ou d’émulsification-évaporation ou d’émulsification-diffusion en
dissolvant les lipides dans des solvants organiques adaptés sont aussi rapportées (Aiache et
al., 2007).

3.3.2. Nanocapsules lipidiques

Ces particules sont constituées d’un cceur huileux a base de triglycérides recouvert d’une
paroi rendue rigide par 1’association d’un couple d’agent de surface lécithine / Solutol HS15®

(hydroxystéarate de polyéthyléne glycol 660 et polyéthyléne glycol 660 libre). La préparation
est basée sur un procédé par inversion de phase obtenue en faisant varier la température du
mélange des excipients au dessus et au dessous de la température d’inversion de phase du
systéme. Dans un deuxiéme temps le mélange d’huile et de surfactifs soumis a des cycles de
température subit un choc thermique irréversible avec une dilution dans de ’eau a une
température proche de 0°C qui rigidifie la membrane (Aiache et al., 2007).

4. Purification des nanoparticules

Parce que la plupart des préparations nanoparticulaires sont administrées par voie
parentérale, la purification des dispersions est une étape obligatoire afin d'éliminer tout additif
comme les solvants organiques, les tensioactifs, les stabilisants, les électrolytes. Cette
purification permet aussi la séparation de l'excés du principe actif non encapsulé, afin d'éviter
'un "bursteffect” important lors de l'injection. Quant aux agrégats de taille micrométrique du
polymére, ils sont facilement éliminés par la filtration & travers le verre fritté. Plusieurs
techniques sont utilisées pour le lavage des nanoparticules comme l'ultracentrifugation,
l'ultrafiltration par centrifugation, la perméation de gel, la filtration tangentielle et la dialyse
(Hammady, 2008).

5. Encapsulation des nanoparticules

L’encapsulation de ces molécules thérapeutiques ou de diagnostique dans des vecteurs de
taille nanometrique est une solution pour acheminer ces molécules vers leur cible
thérapeutique in vivo. L encapsulation agit a quatre niveaux différents :

()En protégeant la molécule encapsulée des différentes barrieres biologiques, mais
également et plus généralement en la protégeant de ’environnement extérieur (tampon
aqueux de stockage dans lequel elle peut se dégrader par exemple).

(2)En modulant le ciblage de la molécule d’intérét par les propriétés de la nanoparticule,
objet répute plus maniable que la molécule thérapeutique. Dans ce cas, ce n’est plus la
pharmacologie de la molécule qui gouverne la biodistribution mais la pharmacologie du nano-
objet transporteur (Nel et al., 2009). Par exemple, ’encapsulation de petites molécules qui

39



Chapitre 3 Les nanoparticules

seraient trés rapidement €liminées de ’organisme par voie rénale a cause de leur petit poids
moléculaire, permet d’augmenter la taille physique des molécules encapsulées donc leur
temps de présence dans I’organisme et favorise ainsi leur action thérapeutique. Un second
exemple est 1’utilisation de la taille nanométrique des nanoparticules pour le ciblage passif des
tumeurs (notion plus détaillée dans le chapitre suivant) (Dreher et al, 2006) . Enfin, une
nanoparticule peut étre utilisée comme une plateforme sur laquelle des ligands dit « de
ciblage » peuvent étre greffes (anticorps, peptides, sucres..) afin d’amener préférentiellement
la nanoparticule vers une cible spécifique dans 1’organisme (Dreher et al., 2006).

(3)En protégeant les tissus sains des effets toxiques de la molécule grice au ciblage
préférentiel vers les organes cibles.

(4)En améliorant I’efficacité de la molécule par des moyens directs ou indirects. Encapsuler
une molécule permet de préserver ses propri€tés originales en limitant ou diminuant sa
dégradation par les fluides biologiques (diminution de la dose); améliorer sa solubilité et
moduler sa cinétique in vivo (diminution des doses, diminutions des effets toxiques, multi
choix du mode d’administration). Concernant le domaine de I’imagerie, le contraste
intrinséque d’une molécule traceur peut étre améliore par son encapsulation (Texier et al.,
2009).
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ayant €t€¢ proposés a la pharmacie galénique au cours des cinquante derniéres années. La
conception des vecteurs particulaires, a permis ’obtention de deux types de libération du
principe actif; une libération déclenchée ou une libération continue, prolongée dans le temps.

En général, ce sont les systémes réservoirs (les micro- et nanocapsules) qui permettent une
libération brutale du principe actif qui peut étre déclenchée par I’éclatement de leur paroi
polymérique, suite & une variation du pH, de la température, de la pression osmotique ou sous
I’effet d’un agent physique externe, comme par exemple 1’ultrason. Par ailleurs, la libération
continue de principe P’actif peut étre assurée par les systémes matriciels (les nano- et
microsphéres). Les mécanismes mis en jeu sont la diffusion du principe actif et/ou la
dégradation du polymére constitutif du vecteur. Ces deux phénoménes et par conséquence la
cinétique de libération obtenue, dépendent de plusieurs facteurs. Le caractére
hydrophile/lipophile du principe actif encapsulé et son poids moléculaire influent sur sa
diffusion a travers la matrice polymérique vers le milieu de libération (Hombreiro Pérez et al.,
2000). Le type de polymére et son poids moléculaire se traduisent par des vitesses de
dégradation différentes et donc par des profils différents de libération du principe actif
(Ubrich et al., 2004). Les intéractions principe actif-polymére qui va faire que actif est
soluble dans le polymére sous forme amorphe ou disperse a son état cristallin, sont aussi des
facteurs importants pouvant influer la cinétique de libération (Karavas et al., 2007). En plus,
les propriétés de surface des vecteurs particulaires, comme la porosité et I’existence d’un
block hydrophile comme le poly(ethylene glycol), va faciliter le mouillage de la surface des
particules et la pénétration de I’eau a travers la matrice polymérique, ce qui va faciliter la
libération du principe actif (Klose et al., 2006). D’autre part, la formulation (les types de
tensio-actifs utilisés, la charge initiale en principe actif, le type de solvants et leurs
proportions relatives), les parameétres du procédé de préparation et la méthode de séchage
employé, peuvent avoir des conséquences sur la cinétique de libération (Lagarce et al., 2006).

3. Facteurs Influen¢ant la biodistribution des vecteurs
Plusieurs facteurs peuvent Influencer la biodistribution des vecteurs :
3.1. Influence de la taille du vecteur

La perméabilité des parois vasculaires par a rapport 4 la taille des systémes particulaires
est un facteur déterminant de la biodistribution. Ces parois possédent des capillarités plus ou
moins grandes selon le type de tissus ou d’organes. Le lit capillaire des poumons filtre
mécaniquement les particules de taille moyenne supérieure & 7 pm (Illum et Parent, 1984).
Les cellules de I’endothélium vasculaire de la plupart des tissus comme ceux des muscles ou
des poumons possédent des jonctions intercellulaires espacées d’environ 6nm susceptibles
d’étre traversées par les nanoparticules de plus petites tailles vers ’espace extravasculaire.
Les cellules des reins, des intestins ou de certaines glandes endocrines ou exocrines possédent
des fenétres ou Des ouvertures d’une cinquantaine de nanométres de diamétre. Les capillaires
sinusoidaux du foie, de la rate et de la moelle osseuse ont un diamétre de ’ordre de 0,13 1
pm. Quant au systéme nerveux central, il est isolé par une barriére imperméable de cellules
accolées, appelée barriére hémato-encéphalique (BHE). Des expériences menées par Kreuter
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et al ont consisté a injecter par voie intraveineuse des systémes particulaires, liposomes, ou
nanoparticules, de tailles diverses et de comparer leur distribution dans les organes. Les plus
grosses particules sont aussitot filtrées par les vaisseaux capillaires des poumons. Quant aux
plus petites, 10 minutes aprés ’injection, elles sont capturées par le SPM et 60% a 90%
d’entre sont localisées dans le foie, 2 4 20% dans la rate et 1% dans la moelle osseuse
(Kreuter, 1983).

3.2. Influence de la charge du vecteur

La charge surfacique peut avoir un effet sur la clairance sanguine des particules
injectées par voie intraveineuse. L’expérience de Wilkins et Meyers dans les années 60, faite
sur des particules de polystyréne de 1,3 um modifiées par de gomme arabique chargée
négativement ou de la polylysylgélatine chargée positivement a démontré cette prédisposition
des particules chargées a étre capturées plus rapidement que les. Des travaux similaires ont
montré que des liposomes chargés négativement avaient des taux de clairance beaucoup plus
élevés avec des concentrations dans le foie et la rate plus conséquents que dans le cas de
liposomes neutres ou chargées positivement. Cette relation entre potentiel de surface (ou
potentiel de zéta) et phagocytose est confirmée avec des particules d’albumine et des micro-
sphére de cellulose neutres (Wilkins et Meyers, 1966)

3.3. Influence de I’injection d’une forte dose de particules

Afin d’augmenter la rémanence vasculaire des systémes particulaires, certains chercheurs
ont envisagé de bloquer le systéme phagocytaire mononucléaire (SPM) en injectant des doses
importantes de matériel. La présence d’un grand nombre de particules peut affecter les taux de
clairance initial, cependant la distribution a ’intérieur du SPM ne semble pas altérés Par
contre, I’injection d’une large dose ou de plusieurs doses répétées peut permettre de saturer le
SPM. Récemment, Dousset et ses collaborateurs ont constaté que 1’injection d’une large dose
d’AMI-227 (300 pmol/Kg) chez des rats lewis augmente considérablement la demi-vie des
USPIO dans le systéme sanguin (de 5 a 6 heures 4 en comparaison avec les doses humaines
recommandées en lymphographie (45 pmol/Kg de corps) (Dousset et al., 1985). Toutefois,
cette approche ne peut pas étre utilisée en clinique, car elle peut causer des effets plus ou
moins graves comme [’atténuation de V’activité du systtme immunitaire, la création
d’embolies du fait de ’adsorption locale sur les parois des vaisseaux capillaires de particules
sous forme d’agrégats, la toxicité due & une surdose de fer biodégradé... ((Illum et al., 1986).

4. Applications thérapeutiques des micro- et nano- médicaments
4.1. Les nano-médicaments pour le traitement du cancer

Récemment, il a été montré que la vectorisation permettait également de contourner une
résistance importante de certaines tumeurs: la résistance multi-drogue. C’est cette résistance
qui fait que de nombreux cancers, d’abord sensibles aux médicaments, finissent par
développer des résistances aux chimiothérapies. Elle est en fait due & la présence de
«glycoprotéines» au sein de la membrane des cellules cancéreuses. Ces pompes d’efflux,
comme la P-glycoprotéine (P-gp), prennent en charge les molécules de médicament, puis les
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des nanotechnologies « nano-médicaments » permet de cibler les tumeurs et d’y libérer la
molécule active en évitant ainsi les tissus sains (Brigger et al., 2002).

Les nano-médicaments anticancéreux peuvent aussi transporter simultanément deux
composés ayant une activité pharmacologique complémentaire. Le vecteur peut, par exemple,
étre construit 4 partir d’'un noyau a base d’un polymere biodégradable et d’une enveloppe
constituée d’un lipide. Ce nano-composite est capable d’induire la libération programmée de
deux molécules anticancéreuses: ’enveloppe lipidique libérera d’abord un agent antigénique
liposoluble (la combrestatine) capable de causer des dommages vasculaires, le noyau
délivrera ensuite un agent cytotoxique (la doxorubicine) des que le vecteur aura atteint le
cceur du tissu tumoral a la suite de la détérioration des vaisseaux par 1’agent anti antigénique
(Brigger et al., 2002). L’adressage tumoral peut se faire de différentes maniéres :

 Si la tumeur est localisée au niveau hépatique, I’administration intraveineuse du nano-
medicament anticancéreux permettra le ciblage direct de ce tissu (Dubernetat al., 1997)

» Si la tumeur est localisée dans un autre territoire tissulaire, il faut alors recouvrir les
nanovecteurs de polyméres hydrophiles et Flexibles (par exemple, des polyethyleneglycols ou
PEG) pour les rendre invisibles par le foie.

* Enfin, il est possible d’équiper ces nano-médicaments de molécules ligands, Capables de
reconnaitre des antigénes ou récepteurs tumoraux. Certains de ces marqueurs et/ou récepteurs
sont maintenant bien décrits et leurs ligands ont été identifi€s (Couvreur et al., 2006)

4.2. Adressage de médicaments au cerveau

Le traitement des maladies cérébrales est, en effet, extrémement difficile en raison du
faible passage de nombreux médicaments a travers la barriére hémato-encéphalique (BHE),
constituée principalement des cellules endothéliales cérébrales. La perméabilité réduite de la
BHE est due a la présence de jonctions serrées entre ces cellules qui constituent la paroi des
capillaires cérébraux et isolent ainsi le tissu cérébral de la circulation sanguine. Le
développement de nanovecteurs capables de passer la barriere hémato-encéphalique et de
libérer des principes actifs au niveau du cerveau constitue donc un challenge qui peut ouvrir
des perspectives nouvelles dans le traitement des maladies cérébrales (maladies
neurodegeneratives, gliomes cérébraux, ischémie cérébrale, etc.).

Dans ce but, des nanoparticules recouvertes de polysorbate 80 ont montré leur capacité a
véhiculer avec succés des molécules a activité antalgique (Dalargin, Loperamide) qui ne
diffusent pas sous forme libre au niveau du systtme nerveux central. Des effets anti-
nociceptifs notoires ont, en effet, pu étre obtenus aprés administration intraveineuse de ces
nanoconstructions (Kreuter et al., 1995). D’autre part, il a été suggére que plusieurs cibles
localisées a la surface des cellules endothéliales cérébrales pouvaient étre mises a profit pour
favoriser le passage de nanovecteurs chargés en médicaments. Ainsi, des ligands tels que la
transferrine ou des anticorps dirigés contre ce récepteur ont été greffés a la surface de
nanoparticules ou de liposomes afin de permettre le passage de ces vecteurs a travers la BHE

(Kim et al., 2007).
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trois donneurs différents et infectés par le VIH. Sur une souche sensible, on observe que les
nanoparticules de ddl-squaléne sont quatre fois plus efficaces comparativement a la ddI
incubée sous forme libre. Plus intéressante encore est 1’observation qui a été faite avec des
souches résistantes de VIH pour laquelle I’incubation de la ddI sous forme de nanoparticules
squalénisées conduit a une efficacité dix fois plus importante que la ddl sous forme libre
(Couvreur, 2010).
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Conclusion

Il ressort de cette recherche bibliographique que la vectorisation a fait des progrés
considérables. Aujourd’hui elle constitue une discipline scientifique a part entiére,
pluridisciplinaire, qui offre des possibilités nouvelles pour I’administration des médicaments.
Un des objectifs de la vectorisation est donc d’améliorer la biodisponibilité du principe actif
en le protégeant du milieu vivants et en contrdlant sa distribution spatiale mais aussi dans le
temps.

Malgré les grands progrés réalisés, un certain nombre de verrous technologiques trés
importants demeurent. Si tout se passait comme prévu, le principe actif serait bien piégé a
I’intérieur d’une nanoparticule pour étre vectorisé. En réalité, une fraction du médicament est
effectivement encapsulée, mais une autre, parfois plus importante, va s’adsorber en surface En
conséquence, lorsque I’on va administrer cet ensemble par voie intraveineuse, il y aura une
libération immédiate et totalement incontrdlée du principe actif.

Un autre inconvénient, probablement plus important, et qui limite d’autant plus les
possibilités de ces technologies est le taux de charge. En effet, il est important de pouvoir
estimer quel poids de médicament il est possible d’introduire par rapport au poids du vecteur.
Bien souvent, il s’avére que la valeur de 8 % est trés satisfaisante, alors qu’il est souvent
difficile de dépasser les 1 ou 2 %. Cette limitation pose un probléme important puisqu’alors,
soit la quantité de médicament injectée est insuffisante, et donc 1’efficacité est faible, soit il va
étre nécessaire d’administrer des grandes quantités de matériel vecteur, ce qui provoquera
Papparition d’effets secondaires, en particulier liés a la toxicité par accumulation
intracellulaire de matériel polymére.

Un gros travail reste donc a faire par les chimistes, pour développer des nanotechnologies qui
résoudront ces deux problémes, en particulier celui du taux de charge, afin de pouvoir
améliorer 1’index thérapeutique des médicaments et éventuellement de contourner des
phénomenes de résistance.
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